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1. INTRODUCAO

A caracterizagdao de germoplasma € importante em qualquer projeto
que envolva recursos genéticos, seja com objetivo do conhecimento, avaliagéo,
manejo ou conservacgao destes recursos. Ela deve ser baseada em multiplas
abordagens, pois diferentes enfoques de um mesmo problema levam a
resultados mais abrangentes e confiaveis. E dentre as varias abordagens
possiveis, 0 uso de marcadores genéticos tém sido uma das técnicas mais
utilizadas.

Marcadores genéticos sao caracteristicas qualitativas com heranga
mendeliana simples, facilmente reconhecidos e cuja expressao nao €
influenciada pelo ambiente. Os primeiros marcadores genéticos utilizados
foram caracteristicas  morfolégicas. Entretanto, esses marcadores
freqientemente sao controlados por genes dominantes, ndo permitindo
distinguir plantas heterozigotas (Robinson, 1998).

Marcadores genéticos bioquimicos e moleculares, além de serem
identificaveis em qualquer idade da planta, ndo interferem com o processo
biolégico que se deseja estudar. Por definicdo, os marcadores genéticos
bioquimicos sdo produtos da expressao do gene (proteinas ou compostos
secundarios). Marcadores genéticos moleculares derivam da analise do
polimorfismo presente no proprio DNA (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

Até a década de 60, aproximadamente, a caracterizagao era mais
acentuadamente morfolégica. Apesar da grande contribuicdo desta para a

construgao das primeiras versdes de mapas genéticos (Ferreira e Grattapaglia,
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1998), seus pequenos numeros reduziu a probabilidade de se encontrar
associacgdes significativas deles com caracteres de importancia econémica.
Além disso, sao expressos somente na planta adulta e sdo usualmente
influenciados pela acdo do ambiente e por outros fatores genéticos (Molina,
1999).

Devido a estes fatores, a utilizacdo dos marcadores morfoldgicos
para descrever as complexas estruturas genéticas que podem existir dentro e
entre espécies fica limitada (Avise, 1994). Para superar isto, diversas técnicas
tém sido utilizadas para a deteccdo de variabilidade, incluindo o uso de
isoenzimas (Soltis e Soltis, 1989) e de técnicas baseadas na reagcao em cadeia
polimerase (PCR). Estes marcadores sdo geralmente independentes de fatores
ambientais e mais numerosos que os caracteres morfoldgicos (Avise, 1994).

O desenvolvimento dos marcadores isoenzimaticos proporcionou
uma revolugdo neste quadro, considerando que o numero de marcadores
genéticos disponiveis foi ampliado e a aplicabilidade da técnica passou a incluir
potencialmente todas as espécies de plantas (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

Isoenzimas sdo os marcadores bioquimicos mais utilizados no
melhoramento vegetal. Elas sdo detectadas e visualizadas por coloragao
quimica no gel para a proteina em questao. Esta técnica tém sido utilizada para
caracterizagcdo da diversidade genética (Huang et al., 1998, Spinosa et al.,
1998, Fuentes et al., 1999, Buso et al. 1998, Diaz et al., 2000, Rivas, 2001),
estudos filogenéticos (Matos et al., 2001, Jobim-Delor et al., 1997),
identificacdo de hibridos (Elisario et al., 1999), delimitacdo e conservagédo da

espécie (Gonzalez e Schifino-Wittamnn, 1996), determinacdo do modo de
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reproducgao (Rivas, 2001) e em estudos evolutivos (Jaaska, 1997). Além disso,
a relativa simplicidade e o baixo custo fazem desta técnica de ampla utilizagcao
(Avise, 1994).

Com o progresso na biologia molecular, surgiram métodos modernos
de detecgao de polimorfismo ao nivel de DNA proporcionando aos geneticistas
uma nova ferramenta para a analise dos genes e seus efeitos sobre o fenétipo
(Buso et al., 1998). Dentre as diversas técnicas moleculares hoje existentes, a
técnica de RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) (Williams et al., 1990)
provavelmente € a mais utilizada, pois permite a amplificacdo do DNA
gendmico com iniciadores de sequéncias arbitrarias de nucleotideos,
garantindo a detecgao de polimorfismo na auséncia de informagao sobre a
sequéncia de nucleotideos que compde o DNA a ser analisado. Além disso,
requer uma pequena quantidade de DNA, é mais simples e de baixo custo
comparada a outras técnicas moleculares (Hadrys et al., 1992).

RAPD tem sido largamente utilizado em caracterizagéo de genotipos
(Lu et al.,, 1996), para determinar a variabilidade genética intra ou inter
populacional (Campos-de-Quiroz e Ortega-Klose, 2001, Bustos et al.,, 1998,
Croft et al., 1999, Gustine e Huff, 1999, Kolliker et al., 1999), identificacao de
hibridos (Elisarios et al., 1999, Modsges e Friedt, 1994) e estudos de
relacionamento genético entre espécies e cultivares (Machado et al., 1996).

Uma tendéncia atual é a reunido de informagdes obtidas pela analise
de isoenzimas com aquelas obtidas com marcadores moleculares (Buso et al.,

1998).
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Tendo em vista que a cevadilha vacariana (Bromus auleticus Trinius
ex-Nees) tem demonstrado ser uma forrageira de boa adaptacédo as regides
frias do Estado, onde persiste por varios anos, e ter apresentado uma grande
variabilidade morfolégica de acessos, € importante que se realizem estudos
sobre a variabilidade genética apresentada por esta espécie, apontando a
possibilidade de trabalhos de melhoramento genético. Esta espécie também
atende a filosofia de trabalho do Departamento de Plantas Forrageiras e
Agrometeorologia desta Universidade, uma vez que é nativa do Rio Grande do
Sul e apresenta varias caracteristicas que a coloca entre as melhores
forrageiras para outono/inverno neste estado. Trabalhos iniciais de
caracterizagao e avaliagao de uma populacdo de Bromus auleticus visando a
selecdo de plantas com caracteristicas superiores ja foram realizados neste
mesmo Departamento (Soares, 1999).

Porém, ainda com respeito a espécie, existe muito pouco material
disponivel na literatura mundial e as informagbes sao muito escassas a
respeito de isoenzimas e marcadores moleculares, embora existam algumas
informacdes para outras espécies do género.

Portanto, com a aplicagdo destas técnicas para caracterizar as
diferentes espécies e populagcbes deste género, poder-se-a dar continuidade
aos trabalhos de caracterizagdo agronémica ja realizados com a espécie,
contribuindo assim com obtencédo de informagdes que poderdo ser utilizadas
para estabelecer relagdes entre as espécies e avaliar a variabilidade

intrapopulacional.
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Este trabalho foi conduzido com o objetivo de caracterizar acessos
de Bromus auleticus ocorrentes no Rio Grande do Sul através de seus padrdes
de isoenzimas e RAPD e, com base nestas informagdes, estabelecer relagdes
entre estes acessos e subsidiar trabalhos de melhoramento genético da

especie.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Origem do material vegetal

As sementes de Bromus auleticus utilizadas sao provenientes do
Banco de Germoplasma de Forrageiras do Centro de Pesquisa dos Campos
Sul Brasileiros - CPPSUL (Embrapa/Bagé), coletadas em Bagé, Livramento,
Uruguaiana, Itaara, Julio de Castilho, Pinheiro Machado, Dom Pedrito e Cruz
Alta (Gomes et al., 2000) e em Quarai, Santiago e Livramento por outros

coletores, e nomeadas de 1 a 16, conforme TABELA 1.

3.2. Germinagao do material

A superacao da dorméncia das sementes foi obtida com um pré-
resfriamento das sementes a 5-10°C por 7 dias seguindo-se de tratamento com
KNO3 0,2%.

Para a germinacédo, as mesmas foram colocadas sobre papel filtro
umedecido com Clorothalonil 1% em placas de Petri previamente esterilizadas
a fim de se evitar a proliferacdo de fungos (FIGURA 2). As placas foram
mantidas em germinadores com temperatura entre 20 e 30°C. As sementes
iniciavam a germinagdo com aproximadamente dez dias sendo o tempo
maximo de germinacgao de 28 dias. Apds atingirem de dois a trés centimetros,
as plantulas foram transplantadas para copos plasticos com terra e mantidas
em casa de vegetacao (FIGURA 3).

Para as analises, foi estabelecida uma populacdo de dez individuos

de cada gendtipo e destes foram coletadas amostras de tecidos foliares jovens.
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Durante o periodo das analises, foi realizada reposi¢cao de nutrientes

e manuteng¢ao do solo nos vasos.

TABELA 1 — Relagdo das sementes de Bromus auleticus, seus respectivos
coletores, local de coleta, latitude, longitude e altitude.

Genoétipo | Coletores' Local Latitude | Longitude | Altitude
01 GoDu 87 Bagé 31°11° S 53°50° W 300
02 GoRg 119 Bageé 31°09' S 53°48'W 330
03 OvGoMgGu 64 Livramento 30°35' S 56°02'W 220
04 OvGoMgGu 66 Livramento 30°39'S 56°05'W 220
05 OvGoMgGu 69 Livramento 30°34’ S 56°04'W 200
06 OvGoMgGu 78 Uruguaiana 29°57' S 56°56'W 190
07 OvGoMgGu 97 ltaara 29°24’ S 53°40'W 510
08 GoRg 121 Julio de Castilhos | 29°19’S 53°40'W 490
09 GoOv 59 Pinheiro Machado | 31°33’ S 53°25'W 415
10 GoOv 62 Dom Pedrito 31°04’ S 54°30'W 180
11 OvRgVj44 | Pinheiro Machado | 31°31’S 53°31'W 420
12 GoLe 110 Livramento 30°33' S 56°07’'W 196
13 OvGoGu 107 Cruz Alta 28°37' S 53°25'W 440
14 Freitas Santiago n.o.? n.o.® n.o.®
15 Schilick Liviamento n.o.? n.o.® n.o.®
16 Quirino Quarai n.o.®@ n.o.@ n.o.?

Go= Klecius Ellera Gomes, Du= Gustavo Moglia Dutra, Rg= Rudnei Gomes,

Ov=

Guglieri, Vj= Carlos Valejo, Le= Eli Lemos
@n.0. = valores n3o observados.

Jodo Carlos Pinto Oliveira, Mg= Magda Benavides, Gu= Adriana
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FIGURA 2 — Placa de Petri contendo sementes de Bromus auleticus.

FIGURA 3 — Plantas de Bromus auleticus mantidas em casa de
vegetacéo.

3.3. Eletroforese de isoenzimas

3.3.1. Sistemas enzimaticos
Inicialmente foram avaliados oito sistemas (TABELA 2), porém seis
destes tiveram sua utilizagao impossibilitada pelo fato de nao se ter conseguido

ajustar condig¢Oes satisfatérias de resolucao.
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Em funcédo disto, foram testados dois sistemas enzimaticos: (-

esterase (B-EST) e peroxidase (PO).

TABELA 2 — Sistemas enzimaticos testados e respectivas siglas.

Sistema enzimatico Sigla
Alcool Desidrogenase ADH
Enzima Malica ME
-Esterase B-EST
Fosfogluco Isomerase PGI
Glucose Desidrogenase GDH
Isocitrato Desidrogenase IDH
Peroxidase PO
Superdxido Dismutase SOD

3.3.2. Extracao de proteinas

Amostras de tecido foliar jovem foram coletadas e submetidas a
extracao de proteinas e separacao através de eletroforese de isoenzimas.

A maceragao do tecido foliar foi realizada utilizando um bastdo, em
placas de vidro com pequenas cavidades onde foi colocada a amostra de
tecido e 20 pul de solugédo extratora (Latorre, 1996) (TABELA 3) na qual se
acrescentou p-Mercaptoetanol 0,014M no momento da extragdo. Durante este
processo, as placas eram mantidas sobre o gelo para evitar a desnaturagao

das proteinas.
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Apés a maceragdo, colocou-se 20 pl da solugdo de Azul de
Bromofenol (1%) na primeira e ultima cavidade. Sobre as mesmas, colocou-se
papel cromatografico com dimensdes de 3 x 1 mm, o qual absorve a solugéo e
é aplicado diretamente no gel.

A solugao de Azul de Bromofenol (1%) é composta de 0,1 g de Azul

de Bromofenol e 100 ml de Alcool Etilico (Etanol).

TABELA 3 — Composicao da solugdo utilizada para extracdo de proteinas
(Latorre, 1996).

Reagente Concentragao (M) Qtde para 200 ml (g)
Tris-HCI (Ph 7,6) 0,050 1,211
KCI 0,010 0,149
MgCl, 6.H,0 0,010 0,406
EDTA (Tetrasédico) 0,001 0,076

3.3.3. Preparo dos géis

Foram utilizados géis de poliacrilamida a uma concentragcédo de 8%.

Os tampdes utilizados para o preparo dos géis foram os tampdes A e
B Scandalios (1969) na proporgao 1A : 9B (APENDICE 1).

Para o preparo do gel, foi feito inicialmente uma solugdo estoque
(TABELA 4) que foi mantida em geladeira por no maximo 30 dias. Ao preparar
a solugao final, a uma aliquota de 70 ml da solugédo estoque se acrescentou
0,07 ml de tetrametiletilenodiamida (TEMED) e 0,7 ml de solugéo de persulfato

de amdnia (AP) 10%.
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TABELA 4 — Composigdao da solugdo estoque para preparo do gel de
poliacrilamida 8%.

Tampao A + Tampao B (180 mI B + 20 ml A) 200 ml
Acrilamida 15,20 g
N, N’ — metileno-bis-acrilamida (BIS) 0,80 g

A solucéo final foi colocada para polimerizar em suportes de vidro de
dimensdes 16,5 x 13,9 cm e tapado com placa de vidro, previamente
umedecida com 6leo mineral para evitar dificuldade no momento da retirada do
gel, cuidando-se para evitar a formagao de bolhas.

O gel permaneceu por 20 minutos em temperatura ambiente até

polimerizagao e apds, foi mantido em geladeira.

3.3.4. Aplicagao das amostras no gel

Apos retirada do gel da geladeira, retirou-se cuidadosamente a placa
de vidro e com um pente de aco inox possuindo 24 dentes de 0,4 cm cada e
distancia de 0,3 cm entre eles, foram feitos os orificios para serem colocados
os papéis de aplicacdo. Na primeira e na ultima cavidade foram aplicadas

amostras da planta controle coletadas em um canteiro de Bromus auleticus.

3.3.5. Eletroforese
O gel com as amostras aplicadas foram colocados entre duas cubas

eletroforéticas horizontais contendo 600 ml Tampé&o A e mantidos em geladeira
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a 4°C (FIGURA 4). Para ligagdo entre o gel e o tampao utilizou-se pontes de
Perfex duplo. O tampao foi trocado a cada seis corridas.

A distancia entre o ponto de aplicagdo das amostras e a ponte foi de
um centimetro e entre uma ponte e outra de 12 cm.

Durante a migracao, o gel foi coberto com uma pelicula de filme de
PVC para evitar evaporagao e foi mantida uma tensao elétrica constante de
100V sem limite de corrente. Em intervalos de dez minutos a voltagem era
conferida até estabilizagao, que demorava cerca de uma hora.

A distancia de migragao foi padronizada em 7,5 cm e durou cerca de

2,5 horas.

FIGURA 4 — Esquema das cubas eletroforéticas horizontais.

3.3.6. Revelacao e fixagao dos géis
Os géis foram retirados da cuba, colocados para revelagao e, para a
coloracdo das isoenzimas de esterase, foi utilizada metodologia segundo

Schifino-Wittmann (1996), descrita no APENDICE 2.
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A revelacdo da esterase se realizou incubando-se o gel no escuro
por 30 a 60 minutos em temperatura de 37°C. Terminada a coloragéo, os géis
foram lavados e fixados por 10 minutos em solugao de alcool : acido acético :
agua destilada na proporgdo de 5:5: 1.

Para coloragdo da peroxidase foi utilizada metodologia segundo
Gottlieb (1973) (APENDICE 3).

Primeiramente  dissolveu-se o  3-amino-metil-carbazol na
Dimetilformamida, agitando para evitar precipitacdo. Apods, foram
acrescentados os demais reagentes sendo a agua oxigenada aplicada por
ultimo, no momento da coloragao.

A revelagao durou cerca de 30 minutos e realizou-se a temperatura
ambiente. Apds, o gel foi lavado e fixado em solugdo contendo 450 ml de alcool
metilico, 110 ml de acido acético e 440 ml de agua destilada durante 15
minutos.

Apoés a fixagdo dos géis, estes foram envoltos por filme de PVC,
devidamente identificados e foi realizada a sua leitura com o auxilio de um
transiluminador de luz branca. O registro destes géis foi realizado desenhando

as bandas em filme plastico e apos, os géis foram estocados a 4°C.

3.3.7. Analise dos géis

A anadlise dos géis foi realizada logo apds o registro em plastico,
utilizando-se régua milimetrada e medindo-se a distdncia entre o ponto de
aplicagao e cada banda. A medida da distancia percorrida pela linha de frente

se fez necessaria, apesar da mesma ter sido padronizada em 7,5 cm, devido a
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possiveis problemas técnicos ocorrentes durante a eletroforese, tais como
diminuicdo da forga i6nica dos tampdes, contatos desiguais nas pontes
eletroforéticas e ao resfriamento desigual do gel (Alfenas et al., 1991). Estes
fatores podem ocasionar uma migragao desigual de uma mesma isoenzima em
géis diferentes.

Para contornar estes problemas, calculou-se a mobilidade das
bandas em relagdo a uma banda, selecionada do individuo controle, que foi
constante, nitida e de identificagao segura.

Os valores da migracado de cada banda foram divididos pelo valor da
respectiva linha de frente, obtendo-se assim, valores da migracéao relativa das
bandas (mr). Em seguida, fez-se a conversao do valor da migracao da banda a
um valor relativo a banda controle, dividindo-se a distancia de migracdo da
enzima pela distdncia de migragao da enzima controle, obtendo desta forma o
mr’.

Calculou-se entao um fator de corregao através da média dos valores
da mr das bandas controle de todos os géis.

Os valores de migracao relativa real (MR) das bandas foram
determinados multiplicando-se o mr’ de cada uma pelo fator de correcéao,
permitindo assim a localizagdo de bandas homodlogas e a comparagao dos
resultados obtidos com os de outros autores, porém apresentando a
desvantagem de subestimar parte da variabilidade intra-especifica existente no

loco correspondente a banda escolhida como controle (Gonzalez, 1994).
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3.3.8. Analise estatistica

A comparacao entre as espécies foi feita baseada na presencga (1) ou
auséncia (0) de bandas. Nao foram feitas determinagdes de locos e alelos
neste trabalho.

Optou-se por subestimar a variabilidade intraloco do que considerar
como variabilidade genética o que poderiam ser variagdes devido a problemas
da técnica. Dias (1998) citou que para se obter dados concretos sobre a
natureza da variabilidade (ambientais ou genéticos) sdo necessarios que 0s
dados tenham sido obtidos em condi¢cbes experimentais, com observacao de
principios como numero 6timo de individuos, emprego de repeticdo no espago
e tempo, de casualizagao e de controle local.

A medida de variabilidade utilizada foi o coeficiente de Jaccard,
largamente utilizado em estudos de biologia, e muito eficiente para comparar
populacdes de uma mesma espécie, onde as concordancias sdo mais
freqientes. Este coeficiente também ¢é indicado para fendtipos nao
interpretaveis ao nivel de locos e alelos (Alfenas et al., 1991).

O método de agrupamento utilizado foi o método da média das
distancia (UPGMA - Unweighted Pair-Group Method using an Arithmetic
Average) cujo principio geral € o de maximizar a similaridade dentro de grupos
e a dissimilaridade entre grupos.

Para o calculo do indice de similaridade, agrupamento e construgao
dos fenogramas utilizou-se o programa computacional “Numerical Taxonomy

and Multivariate Analysis System” NTSYSpc versédo 2.10m (Rohlf, 1997).
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3.4. Marcadores RAPD

3.4.1. Extracao de DNA

Semelhantemente a extragcao de proteinas, o DNA foi extraido de
folnas jovens coletadas no momento da extragdo, segundo protocolo de
Thomson e Henry (1995) modificado. O tecido foi macerado em pistilo de
porcelana na presencga de nitrogénio liquido e acondicionado em microtubos.
Ap6és, foi acrescentado 300 ul do tampéo TPS (TABELA 5) e mantidos durante
dez minutos em banho-maria a 95°C.

Apods este periodo, retirando os ependorfes do banho-maria, foi feita
a centrifugagdo dos mesmos por dez minutos a 13000 rpm para separar os
restos de folha. Separou-se o sobrenadante e os restos de folha foram
descartados.

Acrescentou-se 600 ul de etanol 95% e 90 ul de acetato de sddio 3M
(pH 5,2) para a precipitacao do DNA. Apds, realizou-se centrifugacao por cinco
minutos a 13000 rpm e descartou-se o sobrenadante.

O precipitado formado de DNA foi lavado primeiramente com 500 pl
de etanol 70%, centrifugado por cinco minutos, novamente lavado com 500 pl
de etanol 70%, centrifugado por 30 segundos. O liquido sobrenadante foi

descartado e o DNA ressuspendido em 100 ul de TE e guardado em freezer.
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TABELA 5 — Composicao do tampao TPS utilizado na extracdo de DNA.

Reagente Concentragao Quantidade
Tris HCI 1M 10 mi
KCI 1M 86 ml
EDTA 1M 4 ml

3.4.2. Quantificagao de DNA

Apoés a extragdo, o DNA foi quantificado utilizando espectofotdmetro
Espectronic Génesis 2. Para quantificagcdo, foi realizada diluigdo de 5 nl da
solugdo méae de DNA em 495 ul de agua miliq. e foram feitas medigdes de 260
nm e 280 nm, respectivamente de DNA e proteina. A proporgcdo destas duas
medigdes verificava a qualidade do DNA (1,6 a 2,0 foi considerado DNA de boa
qualidade).

A concentracado de DNA foi determinada pela férmula:

[DNA] pg/ul = A x B x 50 pg/ul
1000

sendo:
A = leitura no comprimento de onda de 260 nm
B = 100 (fator de diluicédo)

50 ug/ul = fator de conversao
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Apoés a quantificagao, foram feitos conjuntos (bulk) de DNA contendo
dez individuos por acesso. Para isto, juntou-se 2 ug de DNA de cada um dos
dez individuos e foi preparada uma solugdo com concentracao final de 25 ng

DNA, de onde se retirou 1 ul para realizagado do PCR.

3.4.3. Amplificacao e resolugao

Inicialmente foram testados nove iniciadores (primers). Os que
propiciaram a amplificacdo de fragmentos (oito) foram utilizados para os
estudos de caracterizagcao da espécie.

As sequéncias de DNA dos diferentes conjuntos foram amplificadas
em termocicladores PTC-100 (Programmable Thermal Controller MJ Research,
INC.) (FIGURA 5) com os diferentes iniciadores (TABELA 6) fornecidos pela
Empresa Biogen. Cada ciclo de amplificagdo foi composto de 1 minuto a 92°C
para desnaturagéo, 1 minuto a 37°C para anelamento do iniciador com o DNA
e 2 minutos a 72°C para extensdo do fragmento. Este processo compreendeu
em 39 ciclos no total e ao final do 39° ciclo, um ciclo de 5 minutos a 72°C foi
realizado para completar a reagao. Por fim, a temperatura foi estabilizada em

4°C por tempo indefinido.
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FIGURA 5 — Termocicladores PTC-100 (Programmable Thermal Controller MJ
Research, INC.) utilizados para amplificagdo das sequéncias de
DNA.

Os componentes para reagao consistiram em 1,0 ul de solugdo com
o conjunto de DNA (25 ng/ul), 1,30 uL de 10x PCR buffer, 0,39 ul de MgCly, 3,0
ul de iniciador (5 ng/ul), 0,20 ul de Tag DNA polimerase e 0,26 ul de 10 mM
dNTP mix contendo os quatro nucleotideos (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), cada
um numa concentragdo de 10 mM. O volume final dos tubos de reacao foi
completado com agua destilada para 10 pl.

As sequéncias amplificadas de DNA foram separadas em gel de
agarose 1,5 %, submetido a uma tenséao elétrica de 100 Volts, em tampao TBE
1x (Tris, Acido bérico, EDTA e agua) (FIGURA 6), coradas em brometo de
etidio (0.15ul/ml) e fotografada sobre iluminagdo UV. Os tamanhos dos
fragmentos foram determinados com a utilizagdo do programa Kodak EDAS
290 (Electrophoresis Documentation and Analysis System) comparando-se

com o padrao de 100 pares de base.
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Os géis foram registrados utilizando camera digital Kodak adaptada

ao transiluminador (FIGURA 7).

TABELA 6 — Relacdo dos iniciadores (primers) utilizados para estudo de
caracterizagao de acessos de Bromus auleticus Trinius.

Primer A 5 -TTCGAGCCAG-3
Primer B 5 -GTGAGGCGTC-3
Primer C 5-GGGGGTCTTT-3
Primer D 5 -CCGCATCTAC-3
Primer E 5 -GATGACCGCC-3
Primer F 5 -GAACGGACTC-3
Primer G 5 -GTCCCGACGA-3
Primer H 5-TGGACCGGTG-3
Primer | 5 -CTCACCGTCC-3

FIGURA 6 — Esquema das cubas de eletroforese utilizadas para RAPD.
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FIGURA 7 — Camera digital adaptada ao transiluminador U.V..

3.4.4. Andlise estatistica dos dados de RAPD

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

Semelhantemente as analises de isoenzimas, o coeficiente utilizado
foi o de Jaccard e através destes, foi realizada a andlise de agrupamento
utilizando o método da média das distancias (UPGMA- Unweighted Pair-Group
Method using an Arithmetic Average), e os calculos do indice de similaridade,
agrupamento e constru¢ao dos dendogramas foram realizados com o auxilio do

programa computacional NTSYSpc versao 2.10m (Rohlf, 1997).
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3.5. Calculo das distancias geograficas entre os acessos

A estimativa das distancias geograficas (Dgeog) €ntre todos os locais
de coleta de todos os acessos foi realizada baseada na latitude (Lat) e
longitude (Long) utilizando a equacéo citada por Steiner et al. (2001), descrita

por:

Dgeog= V{(Longa-Longs)x(nr/360) x
x [cos(Lat,)+cos(Latp)]}> +

+ {(nr/180)x[cos(Lat,)+cos(Laty)]}?

Onde Long, e Long, sdo as Longitudes dos locais de coleta a e b;
cos(Lat,) e cos(Laty) os respectivos cossenos das latitudes dos locais de coleta a e

b; e r o raio da terra (6378km).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Caracteristicas do género Bromus L.

O género Bromus L. (Poaceae) é taxonomicamente muito complexo
com cerca de 130 espécies anuais e perenes, diploides e polipldides e de larga
distribuicdo geografica, sendo varias destas de grande valor forrageiro. O
género possivelmente se originou na Eurasia (Stebbins, 1981) e se encontra
distribuido na Europa, Asia, Africa, Australia, América do Norte e América do
Sul. Faz parte da familia Poaceae (Gramineae), tribo Festuceae (Rosengurtt et
al. , 1970).

Sao conhecidos sete subgéneros maiores dentro deste género:
Neobromus, Ceratochloa, Festucaria, Stenobromus, Nevskiella, Bromus e
Boissiera (Stebbins, 1981).

Sua reproducéao é por autogamia ou fecundacgao cruzada. O género
apresenta também uma grande variacdo no tamanho do cromossomo e nivel
de ploidia (Armstrong, 1991).

Apresenta diversos aspectos que possibilitam sua ampla
colonizagcao, tais como variabilidade morfologica, plasticidade fenotipica,
hibridizagdo e poliploidia, o que faz ser um género de grande interesse
evolutivo. Sua distribuicdo é predominante em regides temperadas (Longhi-
Wagner, 1987).

Com relagao aos aspectos morfolégicos, as plantas do género
Bromus L. sao cespitosas, raramente com rizomas, com inovagdes intra ou

extravaginais, bainhas fechadas ou semi-abertas, ligula membranosa, inteira
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ou dilacerada, aguda ou com bordos denteados, glabra ou com pélos no dorso.
Prefoliagcdo convoluta ou conduplicada. As inflorescéncias sao paniculas
abertas ou contraidas com espiguetas multifloras (Longhi-Wagner, 1987).
Longhi-Wagner (1987) citou, no Rio Grande do Sul, as espécies
Bromus auleticus Trin. ex Nees, Bromus brachyanthera Doell, Bromus

catharticus Vahl, Bromus commutatus Schrader e Bromus mollis L..

2.2. Caracteristicas da espécie Bromus auleticus Trinius ex Nees

Bromus auleticus Trinius, ou cevadilha vacariana, € uma espécie
nativa, perene, com crescimento hibernal e sem laténcia estival (Moraes e
Oliveira, 1990), com ampla distribuicdo nos estados do Rio Grande do Sul e
Santa Catarina, e também na Argentina e Uruguai, que tem se destacado pela
sua precocidade de producdo e qualidade de forragem (Oliveira e Moraes,
1993).

Sua distribuicdo no estado do Rio Grande do Sul pode ser observada
na Figura 1.

Barreto (1963) avaliando as principais espécies que compde as
pastagens naturais do Rio Grande do Sul, classificou a cevadilha vacariana
como uma espécie perene, de habito cespitoso, com todas as caracteristicas
aceitaveis como planta forrageira e cuja época de melhor utilizagdo é
inverno/primavera.

Rosengurtt (1979) classificou a espécie como perene e cespitosa, as
vezes com rizomas, com colheita de sementes nos meses de novembro e

dezembro, que possui uma alta diversidade de ecoétipos, reune as melhores
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caracteristicas como planta forrageira em termos de producédo e qualidade, e
cuja forragem é aspera, mas apetecida pelos animais, sendo que sua
apetecibilidade é prolongada.

Smith et al. (1981) citaram que é uma planta caracteristica do
planalto meridional do Brasil onde apresenta ampla e descontinua dispersao,
porém com inexpressivo numero de individuos, sendo encontrada também na
regido da Campanha do RS, nos municipios de Livramento, Uruguaiana (Smith

et al., 1981) e Bagé (Gongalves et al., 1988).

24 -

PARAGUAI

28 -

URUGU AL

-1} -1

FIGURA 1 — Distribuicao da espécie Bromus auleticus no estado do Rio
Grande do Sul.
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Ha muito tempo ensaios de produtividade da espécie B. auleticus
tém sido conduzidos no Rio Grande do Sul. Na Estacdo Experimental de
Vacaria, da Secretaria da Agricultura do RS, desde 1952 esta espécie ja era
estudada em ensaios de competicdo com outras gramineas perenes, para a
produgcdo de massa verde e em experimentos de adubacdo. Nos anos
posteriores, ainda foram realizados ensaios de época de semeadura,
consorciacao com cereais de inverno e com leguminosas, € os resultados
mostraram produgcbes semelhantes as obtidas com as espécies
tradicionalmente cultivadas (Rio Grande do Sul, 1952, 1953, 1954, 1956).

E uma espécie de pouca aptiddo para solos argilosos e com
problemas de drenagem, mas ainda assim, Oliveira e Moraes (1993) avaliando
a producéao e qualidade da forragem de Bromus auleticus concluiram que esta
€ uma espécie que apresenta grande potencial para uso futuro em cultivo como
uma forrageira perene de estacdo fria por sua distribuicdo uniforme de
produgdo durante o periodo critico de producdo do campo nativo e pela
qualidade que ela apresenta.

No Uruguai, Allegri e Formoso (1984), em estudo comparativo de
Festuca arudinacea, Phalaris aquatica e Bromus auleticus cultivados em
diferentes solos, concluiram que sobre solos arenosos, B. auleticus se
destacou pela maior produgao de matéria seca hibernal e anual e por sua alta
persisténcia.

Sua alta capacidade de persistir mesmo durante o verdo e sua

grande resisténcia ao desfolhamento se deve a diversas caracteristicas morfo-
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fisiolégicas, como primérdios foliares e pontos de crescimento localizados sob
a superficie do solo, afilhamento extravaginal, formando rizomas subterraneos,
curtos e profundos. Estas caracteristicas conferem a planta um habito de
crescimento ereto, enraizamento profundo e vigoroso, grande capacidade de
rebrote a partir de substancias de reserva, além do ciclo hibernal com
florescimento precoce e simultdneo e tolerancia a altas temperaturas e
intensidade de luz (Millot, 2000). Moraes et al. (1998) comparando a espécie
com outras perenes de inverno destacam a sua perenidade com relagdo as
demais espécies avaliadas. As observagcbes feitas neste experimento
mostraram que as linhas com a espécie B. auleticus continuam com todas as
plantas vigorosas e as demais espécies, como Dactylis, Holcus e Festuca, nao
persistiram.

Rosengurtt (1946) considerou a espécie como um pasto vigcoso. Suas
principais caracteristicas sdo: crescimento inicial lento, com folhas medianas,
iniciando a germinar na primavera e alcangado o pico de producao ao final do
segundo ano. Na estacdo experimental de Vacaria (Rio Grande do Sul, 1958)
esta espécie desenvolveu-se lentamente e os trabalhos de pastejo foram
recomendados para serem iniciados apdés um ano de implantacao (Rio Grande
do Sul, 1958).

Moraes et al. (1998) confirmaram o lento crescimento da espécie no
ano de estabelecimento e a melhoria de sua performance, com relagdo a
producao de matéria seca, a partir do segundo ano.

Outros trabalhos realizados confirmaram a alta qualidade da

forragem produzida pela espécie durante todo o ano. Oliveira e Moraes (1993)
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obtiveram teores de proteina bruta variando de 7,25 a 14,40% no veréao, 13,25
a 20,69% no outono e 22,43 a 29,54% no inverno. Ja Olmos (1993), revelou
que o teor de proteina da espécie no més de junho do primeiro ano de
avaliagao foi de 21,2% e no més de julho do ano seguinte foi de 13,8%.

A producao de semente é bastante variada em funcao da diversidade
genética existente. Avaliagbes realizadas para produgdo de sementes
constataram uma grande variagado dentro da espécie (Moraes e Oliveira, 1990;
Methol e Freire, 1990; Millot et al., 1990; Soares, 1999)

A diversidade na produtividade e nos caracteres morfolégicos faz da
especie Bromus auleticus uma espécie de caracteristicas importantes para o
melhoramento vegetal. No Banco de Germoplasma do Centro de Pesquisa de
Pecuaria dos Campos Sul Brasileiros (CPPSUL) da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria, em Bagé (EMBRAPA/Bagé), existe uma colecao de 54
gendtipos desta espécie oriundas do Uruguai (Moraes e Oliveira, 1990).
Recentemente, cultivares vém sendo langcados no Uruguai, resultado da
caracterizagao de cerca de 200 materiais (Moliterno et al. 1998).

Soares et al. (2000) avaliaram populagbes de cevadilha vacariana
originarias de Dom Pedrito-RS, em area experimental da EMBRAPA-CPPSUL
(Bagé-RS) e obtiveram uma alta variabilidade na produgcdo de matéria seca
total, com produtividade entre 0,61 e 46,999 por planta (média de 10,95 +
8,249 por planta). Neste trabalho, ainda foi observado que a espécie em estudo
nao apresentou dorméncia estival pois as producdes de primavera e verao
contribuiram com 31 e 24% da producao total, respectivamente, representando

55% do total anual produzido. As produgdes de outono e inverno contribuiram
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com 45% da produgao total, sendo 24% no outono e 21% no inverno.
Observaram ainda uma taxa de crescimento maior no inverno, seguido pelo
outono. Além disso, em relagao a persisténcia das plantas, foi observado que
apenas 10% das 272 plantas avaliadas nao persistiram até o segundo ano de
avaliagao, indicando a alta persisténcia da espécie.

Com relagdo ao sistema reprodutivo da espécie, existem dados
contraditorios. De acordo com estudos realizados por Traverso e von der
Pahlen (1982), a variabilidade morfolégica observada dentro das populagcdes
de Bromus auleticus permitem inferir que a espécie apresenta uma alta
porcentagem de alogamia.

Por outro lado, Freyre e Methol (1982) avaliando a variabilidade em
Bromus auleticus sugeriram reprodugdo por apomixia ou autogamia,
considerando a baixa variagao interna das populagdes e a repetibilidade de
caracteres morfolégicos das folhas e presencga ou auséncia de rizoma.

Oliveira et al. (1999), avaliando 48 acessos da espécie provenientes
do Uruguai, realizaram cruzamentos dialélicos e teste de progénie e
observaram alogamia e autoincompatibilidade na espécie.

Uma revisao realizada por Latorre (1996) propde origens sexuais dos
sacos embrionarios de Bromus auleticus, descartando assim a apomixia como
sistema reprodutivo. Esta autora, avaliando o sistema reprodutivo e a estrutura
populacional de B. auleticus concluiu através de padrdes de isoenzimas que a
estrutura genética populacional da espécie corresponde com uma espécie

alébgama, as quais sao heterozigotas e produzem progénies variaveis.
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Considerando todos os resultados obtidos com cevadilha vacariana,
pode-se concluir que é uma espécie de grande potencial, e, portanto, com
condigbes para estudos mais aprofundados, tal como sua caracterizacao,
objetivando uma maximizacado do aproveitamento da mesma, principalmente no
periodo de inverno, onde a disponibilidade de forragem para o rebanho é

reduzida.

2.3. Marcadores genéticos

Inicialmente, os progressos observados nos programas de
melhoramento eram exclusivamente devido a analise de caracteres
morfolégicos. Os marcadores utilizados eram até entdo marcadores
controlados por genes associados a caracteres morfolégicos como cor de
pétala, morfologia foliar, etc..., ou seja, fendtipos de facil identificacao visual.

Porém, o uso destes marcadores fica limitado, visto que na maioria
dos casos, os marcadores morfoléogicos ndo eram ligados a genes de
importancia econdmica e os mesmos muitas vezes podem ser influenciados
pela agcao do ambiente e por outros fatores genéticos.

Além disso, os marcadores morfolégicos em geral se expressam
somente na planta adulta, fazendo com que haja uma necessidade de tempo
para ser feita a analise.

O grande progresso nesta area se deu com o desenvolvimento de
marcadores genéticos, mais especificamente, os marcadores bioquimicos
isoenzimaticos que possibilitaram uma ampliagdo no numero de marcadores

genéticos disponiveis e também superaram a dificuldade em obter dados que
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nao fossem diretamente influenciados pelo meio ambiente (Ferreira e
Grattapaglia, 1998).

Por definicdo, os marcadores genéticos podem ser classificados em
bioquimicos, que sao produtos da expressdo do gene, e moleculares, que
derivam da analise do polimorfismo presente no proprio DNA.

Atualmente, diversas técnicas de biologia molecular sdo disponiveis
para analise genbmica possibilitando a verificagdo de polimorfismo de
sequéncias de DNA em varios pontos do genoma, e com isto, € possivel fazer
estimativa de vinculo genético entre variedades ou acessos de uma espécie
(Paterson et al., 1995).

A estruturagao da variabilidade genética e os diferentes padrdes nas
populacdes das plantas sao essenciais para o entendimento do processo
evolutivo, o desenvolvimento de estratégias apropriadas e eficientes de
conservagao e a colecido e preservacao de espécies nativas importantes
(Frankel e Bennett, 1970).

Populagdes naturais sdo fonte de variabilidade para os programas de
melhoramento genético. Sdo também as unidades sobre as quais incide o
manejo para a produgao e conservagao dos recursos naturais. Para as mais
diversas aplicagdes praticas, o interesse em marcadores se concentra em
quantificar a variabilidade genética, descrever como esta se distribui entre e
dentro de populagdes e como podem ser manipuladas (Robinson, 1998).

H4 alguns anos atras, o interesse na estrutura genética de
populagdes naturais aumentou devido a necessidade de alargar a base

genética e, em muitos casos, a necessidade de uma melhor caracterizagdo das
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mesmas. O desenvolvimento das tecnologias moleculares tem sido para os
geneticistas uma poderosa ferramenta a ser utilizada na analise de genes e

seus efeitos no fenoétipo (Buso et al., 1998).

2.3.1. Isoenzimas

Isoenzimas (ou isozimas) sao definidas como diferentes formas
moleculares de uma enzima catalisando uma mesma reacgao na célula. Quando
as isoenzimas sao controladas por alelos de um unico loco, elas sdo chamadas
de aloenzimas. Estas representam a consequéncia bioquimica da substituicéo,
delecao ou adicao de um ou mais aminoacidos no polipeptideo, afetando a sua
carga elétrica e, consequentemente, a sua mobilidade durante a eletroforese
(Weeden e Wendel, 1990). A mobilidade da molécula através do gel depende
também do seu peso molecular e de sua conformacgdo. A aplicagcdo de um
campo elétrico permite as moléculas migrarem a uma determinada taxa, em
funcao da sua carga elétrica e do pH do meio.

Para estudar uma determinada enzima, € necessario dispor de
técnica especifica de coloragao que permita a visualizacdo de bandas no gel.
Os dados obtidos no gel sdo o numero e mobilidade relativa dos produtos
enzimaticos (Weeden e Wendel, 1990).

A principal vantagem da utilizagdo das isoenzimas para estudar a
variagdo genética consiste no fato das sequéncias de aminoacidos das
proteinas estarem determinadas pelos locos que as codificam e, portanto, a
analise da estrutura de uma proteina usando eletroforese, € uma primeira

aproximacgao da analise de um gene (Latorre, 1996).
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Ao analisar os padrdes isoenzimaticos, deve-se considerar que
esses podem apresentar diferentes isoenzimas em tecidos distintos das
plantas, que certas isoenzimas podem estar presentes em um estado de
desenvolvimento e ausentes em outro, e ainda que as mesmas isoenzimas
podem estar presentes em tecidos distintos, porém em quantidades diferentes
(Ferreira e Grattapaglia, 1998)

A caracterizagao de gendtipos por isoenzimas pode ter uma analise
genética ou nao-genética. Esta ultima determina o grau de similaridade entre
genotipos simplesmente comparando seus zimogramas contando o numero de
bandas com mobilidades similares ou diferentes, sem mencionar o controle
genético das mesmas. Este tipo de analise, apesar de n&o ser o mais
adequado, pode ser realizado quando ndo se tem informacgdes prévias do
nuamero de locus e alelos (Simpson e Withers, 1986).

Apesar da grande utilizacdo recente das técnicas moleculares, as
isoenzimas ainda s&o largamente empregadas para a delimitacdo e
conservagao de espécies (Lange e Schifino-Wittman, 2000; Gonzalez e
Schifino-Wittmann, 1996), analise da variabilidade genética em espécies e
populagdes (Schifino-Wittmann et al., 1996) e estudo evolutivos (Jaaska, 1997).
Esta técnica ainda tem sido muito utilizada em estudos taxondmicos, genéticos,
evolutivos, ecoldgicos (Lange, 2000) e identificacdo de linhagens e cultivares
(Daher, 1997).

As principais utilizagdes da técnica de isoenzimas sédo (Robinson,

1998):
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a) Sistemas de cruzamento em plantas e seus efeitos sobre a
estrutura genética e variabilidade em populacdes.

b) A diferenciacédo geografica de populagdes dentro de espécies.

c) Os fatores ecoldégicos que controlam o fluxo génico dentro de
populacdes.

d) Os componentes de selecdo natural durante o ciclo de vida da
planta.

e) A relacdo entre variabilidade de isoenzimas e caracteristicas
morfoldgicas.

f) A caracterizacdo de germoplasma.

g) As relagdes evolutivas entre espécies como a hibridagdo, a
introgresséao e a poliploidia.

h) A identificacdo de clones e a caracterizacdo de gendtipos
parentais em cruzamentos.

Moore e Collins (1983) destacaram particularmente o uso de
isoenzimas para o estudo da estrutura genética de populagdes e do sistema
reprodutivo em plantas.

Estudos com varias espécies do género Bromus L. objetivando
determinar diversidade genética, relacionamento da diversidade com
localizagédo geografica e delimitagdo de espécies foram realizados utilizando-se
da técnica de isoenzimas. Oja e Jaaska (1996) concluiram que as isoenzimas
foram 6timos marcadores para serem utilizados na diferenciagédo genética de
espécies de Bromus. Ainouche et al. (1995), igualmente, observaram uma

grande diversidade genética em 25 populagdes do género Bromus L. utilizando
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padrdées de isoenzimas, que concordaram com as origens das mesmas e por
sua vez, justificaram tal diversidade.

Oja e Jaaska (1998) e Oja (1998) determinaram o modo de
reproducgao e a afinidade genética de espécies do género Bromus através dos
padrées isoenzimaticos, demonstrando que a utilizagdo desta técnica foi
eficiente para o entendimento do relacionamento filogenético dentro do género
Bromus e que estes marcadores foram eficazes em estudos de diferenciacao
genética entre espécies.

Latorre (1996) também determinou o sistema reprodutivo e a
estrutura genética de populagbes de Bromus auleticus através da analise da
variagao isoenzimatica de progénies e cujos resultados sustentaram a hipotese
que a populagdo avaliada apresentava estrutura genética tipica de espécies
albgamas, aspecto este que deve ser considerado nos programas de
conservagao, melhoramento e produgao de sementes.

Mais recentemente, Dalagnol (2000) utilizou dados de isoenzimas e
RAPD para caracterizar os acessos e estimar a taxa de cruzamento das
progénies de Bromus auleticus. Este estudo mostrou a eficiéncia da técnica de
isoenzimas na estimagao da diversidade genética entre os acessos, revelando
uma ampla base genética entre eles, colocando a espécie entre aquelas com
elevado indice de diversidade genética. Este autor demonstrou ainda que, pelo
fato da espécie estudada ser predominantemente alégama, na opgao pela
formacao de variedades sintéticas, a manutengao da variabilidade é facilitada,

considerando que além de ganho significativo nas caracteristicas quali-
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quantitativas, procura-se sempre manter uma base genetica ampla, que podera
conferir a cultivar oportunidade para adaptagdo a ambientes diversos.

Varios estudos com outras espécies forrageiras foram conduzidos
utilizando-se a técnica de isoenzimas. Gonzalez e Schifino-Wittmann (1996)
obtiveram resultados que sustentam a utilizagdo da técnica de isoezimas para
caracterizagao de germoplasma e estabelecimento de relagdes entre espécies
de Lathyrus L. e Vicia L.

Daher et al. (1997) avaliaram a diversidade de 60 acessos de capim-
elefante (Pennisetum purpureum) utilizando padrbes de isoenzimas e
caracteres morfoldgicos, obtendo resultados concordantes na formagao dos
padrdes de similaridade com base nos dados morfolégicos e isoenzimaticos.

Para confirmar o modo de reproducgao de dois bidtipos de Paspalum
dilatatum, Gauer et al. (2001) analisaram a ocorréncia de variabilidade entre
plantas e endosperma através de dados de isoenzimas onde, dos oito sistemas
avaliados, apenas em dois foi observada a ocorréncia de variabilidade na

progénie, sugerindo a ocorréncia de reproducao sexual.

2.3.2. Marcadores moleculares

O advento de técnicas bioquimicas e moleculares baseadas na
analise de polimorfismos de enzimas e mais tarde de fragmentos de DNA,
possibilitou a rapida proliferacdo do uso de marcadores moleculares em
programas de melhoramento genético (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

Estes marcadores, baseados no polimorfismo de DNA, tém inumeras

vantagens, destacando-se o fato de ndo serem influenciados pelo ambiente e
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serem independentes do estadio da vida da planta (Molina, 1999; Ferreira e
Grattapaglia, 1998).

Diversas s&o as aplicagbes de metodologias baseadas em
marcadores moleculares no melhoramento de plantas. Entre elas, pode-se citar
(expandidas e modificadas de Beckmann, 1991):

a) ldentificacdo de origem parental e teste de paternidade,

b) ldentificacao e protegao de variedades ou clones patenteados,

c) Avaliagdo de germoplasma e populagdes de melhoramento

(variabilidade, diversidade, distancia genética e filogenia),

d) Construcao de mapas genéticos de ligacéao,

e) Mapeamento genético,

f) Introgressdo de caracteristicas via retrocruzamentos assistidos

por marcadores,

g) Selegao assistida por marcadores moleculares.

Inicialmente, a utilizagdo de enzimas de restrigdo permitiu a analise
de polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricio de DNA
(Restriction Fragment Length Polymorphism — RFLP) (Grodzicker et al, 1974).
Mais recentemente, o desenvolvimento do processo de amplificagcdo em cadeia
utilizando uma enzima DNA polimerase levou a descrigdo de outras classes de
marcadores moleculares. A reagao em cadeia de DNA polimerase (PCR), como
€ chamado o processo, oferece uma nova metodologia para analise da

variabilidade genética e apoio ao melhoramento vegetal.
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2.3.3. RAPD

A reacdo em cadeia polimerase (PCR) tem sido utilizada para o desenvolvimento de varios
sistemas de marcadores e, provavelmente, o mais utilizado ¢ o RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA) (Williams et al., 1990) que permite a amplificagdo de DNA gendmico pela PCR usando iniciadores
de seqiiéncia arbitraria (Molina, 1999).

Dentre os diferentes marcadores moleculares, este foi o que ganhou popularidade mais
rapidamente (Jenczewski et al., 1999). E hoje uma tecnologia estabelecida e amplamente utilizada para
gerar informag@o sobre a variabilidade ao nivel de DNA para as mais diversas aplicagdes na analise
genética. E um marcador simples e réapido de se obter (Hadrys et al., 1992).

As aplicagdes mais comuns incluem mapeamento genético, genética de populagdes,
sistematica molecular, identificagdo de gendtipos e selegdo assistida por marcadores no melhoramento de
plantas. A possibilidade de se obter um grande nimero de marcadores genéticos sem qualquer informagao
prévia sobre a genética do organismo, a rapidez e simplicidade na aquisicdo dos dados, o baixo custo e
acessibilidade desta tecnologia tem sido os principais fatores que levaram a sua rapida adogdo por
diversos grupos de pesquisa no mundo.

O polimorfismo ¢ inferido simplesmente através de segmentos de DNA que sdo
amplificados em uns individuos e em outros ndo. Este polimorfismo ¢ definido em fungdo da presenca ou
auséncia de bandas e refletem a seqiiéncia de bases do local (ponto) do genoma onde ocorreu o
anelamento do iniciador com a fita de DNA (Williams et al., 1990).

A natureza molecular do polimorfismo RAPD nio ¢ inteiramente conhecida. Entretanto,
evidéncias experimentais indicam que diferencas de apenas um par de bases (mutagdes de ponto) sdo
suficientes para causar a ndo complementaridade do iniciador com o sitio de iniciagdo e assim impedir a
amplificagdo de um segmento (Williams et al., 1990). Outras fontes de polimorfismo incluem dele¢des de
sitios de inicia¢do ou inser¢des (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

O numero de marcadores RAPD amplificados e visualizados na eletroforese depende
exclusivamente do comprimento do iniciador utilizado e do tamanho e complexidade do genoma
analisado. A freqiiéncia de amplificagdo de um segmento depende da probabilidade do iniciador utilizado

encontrar duas seqiiéncias complementares (sitios de iniciagdo) em orienta¢do oposta ao longo do DNA ¢
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a uma distancia amplificavel, ou seja, de no maximo alguns milhares de pares de bases (Ferreira e
Grattapaglia, 1998).

Uma caracteristica fundamental dos marcadores RAPD ¢ o fato deles se comportarem como
marcadores genéticos dominantes, que os impede de separar através de bandas visualizadas nos géis,
individuos homozigotos dos heterozigotos.

Diversos trabalhos aplicando a técnica para estudos de espécies de interesse forrageiro vém
sendo conduzidos. Kolliker ez al. (1999) utilizaram marcadores RAPD e caracteristicas de crescimento
vegetativo para determinar a variabilidade genética entre cultivares de Festuca pratensis, Lolium perene e
Dactylis glomerata, espécies estas de grande importidncia como plantas forrageiras. Tais estudos
demonstraram consideraveis diferencgas na variabilidade genética dentro dos cultivares das espécies, que
podem influenciar na adaptabilidade e persisténcia individual de cada uma, sendo que nas trés espécies, a
que apresentou menor variabilidade foi F. pratensis.

Marcadores RAPD foram utilizados por Kongkiatngam et al. (1996) para identificacdo de
cultivares de trevo vermelho (7rifolium pratense L.), sendo que neste mesmo estudo, foram avaliados
diferentes numeros de individuos por grupos de amostragem (bulk) e foi demonstrado a reproducibilidade
do método, fato este considerado um importante critério para a aplicagdo de uma técnica molecular.
Como resultados relacionados com os padroes de RAPD, observaram um alto nivel de polimorfismo entre
os 15 cultivares de trevo vermelho; o nimero ideal de individuos para a formacdo dos grupos de
amostragem foi de 20 individuos; e ainda concluiram que dados de RAPD sdo ferramentas eficazes para
identificacdo de cultivares.

Gustine e Huff (1999) avaliaram a dindmica populacional ¢ a variabilidade genética em
populagdes de trevo branco (Trifolium repens L.) sob pastejo continuo, através da analise dos padrdes de
RAPD de individuos amostrados em diferentes localidades. Estes padroes de RAPD demonstraram
eficazmente que os individuos analisados foram separados tanto pelos diferentes locais de coleta
realizados em um mesmo estado como em diferentes épocas (verdo e outono). Entretanto, ndo ocorreu a
separacdo quando coletados em diferentes estados, demonstrando que a espécie é prontamente adaptavel

as mudangas ambientais.
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Esta mesma técnica foi utilizada em outro trabalho com populagdes de trevo branco para
obter dados de variabilidade genética, através dos quais, pdde-se determinar que a diversidade genética
persiste em populagdes com alta incidéncia de clones (Gustine e Sanderson, 2001).

Campos-de-Quiroz e Ortega-Klose (2001) utilizaram marcadores RAPD para determinar a
relacdo genética e para acessar a diversidade genética existente entre um grupo de 16 linhagens de trevo
vermelho e cujos resultados mostraram que a técnica foi uma ferramenta eficaz para a determinagdo da
variabilidade genética, agrupamento de germoplasma e para acessar os efeitos do melhoramento sob a
variabilidade genética de trevo vermelho, informagdes estas que podem ser Uteis num possivel
desenvolvimento de populagdes sintéticas, na medida em que ha um melhor embasamento para a selegéo
dos parentais.

Steiner e Garcia de los Santos (2001) caracterizaram genoétipos de Lotus corniculatus L.
através de caracteres morfologicos e marcadores de RAPD, determinando a relagdo entre estes dois tipos
de marcadores e relacionando-os com as caracteristicas ecogeograficas dos respectivos locais de coleta.
Os resultados mostraram que os dados de RAPD foram concordantes com os dados de caracteristicas
morfologicas e que a distancia geografica observada entre os locais de coleta ndo foi associada a distancia
genética, porém a similaridade ecoldgica foi relacionada a similaridade genética. Estes resultados
mostram que a classificagdo da espécie pelos marcadores RAPD s6 podem ser confidveis para as
caracteristicas ecogeograficas e morfoldgicas dos acessos se 0os mesmos forem associados a similaridade
ecologica e ndo com a proximidade geografica.

A avaliag@o da diversidade genética utilizando marcadores morfologicos relacionados aos
marcadores RAPD também foi utilizada por Crochemore ef al. (1998) para estudar populagdes de alfafa.
Os autores observaram que a separagdo dos grupos se deu melhor com a avaliagdo de caracteres
morfologicos do que com marcadores RAPD, porém, ambos marcadores obtiveram uma ampla
variabilidade em populacdes selvagens, mostrando que estas representam um grande “estoque” de
variabilidade para futuro melhoramento da espécie.

Ainda que existam diversos estudos com varias espécies forrageiras utilizando a técnica de
RAPD, avalia¢des com espécies de Bromus auleticus ainda sdo raras.

Dalagnol (2000) caracterizou geneticamente 11 acessos, quatro progénies e dois sintéticos

da espécie utilizando marcadores RAPD e isoenzimaticos. Nesta avaliagdo, determinou-se que, apesar dos
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marcadores RAPDs terem carater dominante, estes possuem maior capacidade na detec¢do de
polimorfismo, devido ao grande niimero de iniciadores que podem ser utilizados, comparados a co-
dominancia das isoenzimas, as quais possuem um numero restrito de locos que podem ser acessados.
Utilizando os dois resultados, o autor concluiu que, apesar da baixa similaridade detectada, os indices de
diversidade genética revelaram uma base genética ampla nos cultivares sintéticos formados, fator este
importante para a manutengdo de uma base genética ampla quando se opta na formagdo de variedades
sintéticas.

Ainouche et al. (1999) utilizaram técnicas de RAPD ¢ dados de seqiiéncia de DNA para
estimar ao grau de similaridade entre Bromus hoerdeaceus tetraploide e suas espécies diploides relativas,
pertencentes a mesma se¢do. Variacdo interespecifica consistente foi encontrada e todos os marcadores
foram polimérficos entre taxa, e cada espécie pareceu ser caracterizada por um unico padrdo
eletroforético para cada iniciador.

Como estudos da variabilidade dentro da populagdo de Bromus auleticus nativa do sul do
Brasil s@o escassos, sdo necessarios novos estudos, com a utilizagdo de técnicas eficientes e precisas. A
associa¢do dos marcadores RAPD a um marcador co-dominante podera ampliar os dados necessarios para

estimar a variabilidade existente nestes materiais.



91

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Isoenzimas

As analises apresentadas a seguir foram realizadas baseadas nos
dados dos MR encontrados nas zonas de atividade de cada sistema. Portanto,
os resultados apresentam as isoenzimas observadas em cada acesso e n&o os
padrdes isoenzimaticos individuais. As determinagdes de locos e alelos nao
foram realizadas pois, para a mesma, seria necessario primeiro um tamanho de
amostras muito maior do que a utilizada e, para uma comprovagado, uma

analise de progenitores.

4.1.1. Sistema Peroxidase (PO) — analise entre acessos
Para o sistema peroxidase, foram encontradas 32 isoenzimas
representadas na TABELA 7. A ordenagdo das isoenzimas foi iniciada pela

regidao mais anddica.

TABELA 7 — Variabilidade isoenzimatica detectada com o
sistema peroxidase (PO).

ACESSOS
ISOENZIMA| MR 03 |04 06|07 | 09| 13|14 | 15| 16
PO32 1.14 - -
PO31 1.10 - - -
PO30 1.08 -
PO29 1.05 - - -
PO28 1.03 - -
PO27 1.00 -- - -- --
PO26 0.98 - -- -




... Continuagao
TABELA 7 — Variabilidade isoenzimatica detectada com o
sistema peroxidase (PO).

ACESSOS

ISOENZIMA| MR | 03 |04 |06 | 07 | 09 | 13 | 14 | 15 | 16
PO25 0.96 S R -
PO24 094 | — I I R
PO23 091 | — N - -
PO22 0.89 - - -
PO21 087 | — | - - -
PO20 0.84 I - -
PO19 0.82 - I -
PO18 0.79 -
PO17 073 | — - - -
PO16 0.68 - -
PO15 0.62 N
PO14 0.59 - ~ | -
PO13 0.57 - -
PO12 0.54 I -
PO11 0.52 I -
PO10 050 | - -
PO9 0.46 - -
PO8 0.43 -
PO7 0.36 -
PO6 0.34 -
PO5 0.30 S [
PO4 0.27 S R
PO3 0.25 I -
PO2 023 | - I R
PO1 014 | - I -

92

Nao foi observada nenhuma banda comum a todos os acessos.

Neste sistema ocorreu no MR= 1.08 uma banda que é exclusiva para o acesso
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06, resultado este que mostra o grande polimorfismo detectado pelo sistema e
a alta variabilidade existente entre os acessos da espécie avaliada.

Rivas (2001), avaliando o sistema reprodutivo e a estrutura genética
de populagbes de B. auleticus, encontrou 15 bandas com o sistema
peroxidase, incluindo bandas encontradas em coledptilos e em folhas jovens.
No total das bandas, somente uma foi monomorfica para a espécie,
concordando com os dados do presente trabalho, que nao apresentou
nenhuma banda monomorfica para o sistema.

Como pode ser observado na TABELA 7, aparentemente ocorre a
formagao de 4 zonas de migragao: a primeira mais lenta (a qual incluiu-se a
banda PO1), duas intermediarias (incluindo as bandas PO2, PO3, PO4, PO5,
PO6 e PO7 na primeira e as bandas PO8, PO9, PO10, PO11, PO12, PO13,
PO14, PO15 e PO16 na segunda) e uma ultima zona, cuja velocidade de
migracao € maior, e onde se localizam as bandas PO17, PO18, PO19, PO20,
PO21, PO22, PO23, PO24, PO25, PO26, PO27, PO28, PO29, PO30, PO31 e
PO32. Porém, nado se pode afirmar que estas zonas de migracdo sejam
diferentes locos, pois para isto, seriam necessarias avaliagdes de progenitores
€ progénies.

Os padrdes das bandas também podem ser visualizados através das
FIGURAS 08 e 09 que apresentam os padrbes dos diferentes acessos para o

sistema peroxidase.
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FIGURA 8 — Gel para avaliagdo dos padrdes de peroxidase (PO). Da esquerda
para a direita os padrdées de cinco individuos e duas repeti¢cdes
dos acessos 16 e 06.

FIGURA 09 - Gel para avaliacdo dos padroes de peroxidase (PO). Da
esquerda para a direita os padrdes de cinco individuos e duas
repeticoes dos acessos 09 e 07.
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A TABELA 8 mostra a matriz de similaridade de Jaccard e a FIGURA

10 o fenograma resultante da analise do sistema peroxidase nos acessos de

Bromus auleticus.

TABELA 8 — Matriz de similaridade genética obtida através de dados do

coeficiente de similaridade de Jaccard, utilizada para a analise
de agrupamento para o sistema Peroxidase, incluindo 32
isoenzimas para 9 acessos de Bromus auleticus.

3 4 6 7 9 13 14 15 16

3 1,00

4 0,07 1,00

6 0,172 0,43 1,00

7 0,31 0,20 0,38 1,00

9 0,20 0,06 0,15 0,40 1,00

13| 0,33 0,00 0,05 0,27 0,25 1,00

141 0,23 0,12 0,23 0,20 0,24 0,26 1,00

15| 0,07 0,23 0,25 0,43 0,12 0,06 0,22 1,00

16| 0,21 0,14 0,17 0,30 0,35 0,32 0,57 0,09 1,00
3
13
7
9
14
16
4

I 5

15

EI.IIIIEI | EI.]?E | | | | EI.IEEI | | | | D.%’E | - | 1.I|:IEI

Jaccard

FIGURA 10 — Fenograma de similaridade genética utilizando o coeficiente de

Jaccard de 9 acessos de Bromus auleticus para o sistema
Peroxidase.
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Conforme a FIGURA 10, os acessos formaram 3 grupos: o primeiro
formado pelos acessos 04, 06 e 15; um segundo formado pelos acessos 07,
09, 14 e 16, e um terceiro grupo formados pelos acessos 03 e 13.

Os acessos que obtiveram um indice de similaridade maior foram os
acessos 14 e 16, cujo indice foi de 0,57. Por outro lado, os acessos que mais
demonstraram divergéncia foram os acessos 04 e 13.

O coeficiente de similaridade médio observado para o sistema
peroxidase foi relativamente baixo (0,47) (TABELA 09), o que mostra a
existéncia de uma grande variabilidade entre os acessos (intrapopulacional).
Apesar desta variabilidade muitas vezes nao concordar com os respectivos
locais de coleta (TABELA 1) e as respectivas distancias geograficas (TABELA
10), os dados de similaridade entre os acessos ndo podem ser relacionados
com estes fatores, pois ndo se tem conhecimento de outras caracteristicas
como condi¢des topograficas, vegetacdo existente no local de coleta, entre

outras.

TABELA 09 — Valores dos coeficientes de similaridade média (coeficiente de
Jaccard) entre os acessos de Bromus auleticus, obtidos através
das informagdes dos sistemas peroxidase e esterase
individualmente e juntos.

SISTEMAS SIMILARIDADE MEDIA
Esterase 0,57
Peroxidase 0,47

Esterase e Peroxidase 0,50
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TABELA 10 — Valores das distancias geograficas entre os diferentes acessos
de Bromus auleticus.

acessos| 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13
01 0,00
02 211,62 0,00
03 257,36 257,50 0,00
04 265,49 265,66 111,55 0,00
05 257,04 257,17 106,72 110,56 0,00
06 137,74 138,11 2445 28,33 23,38 0,00
07 4288 4217 1563 9,34 17,32 174,96 0,00
08 38,38 37,67 23,04 16,81 24,77 183,36 131,15 0,00
09 218,78 217,79 281,44 290,08 281,10 155,98 47,72 43,21 0,00
10 225,85 225,88 207,58 214,25 207,32 110,61 44,10 39,17 242,21 0,00
1 217,82 216,93 277,09 285,61 276,76 153,50 47,42 4292 221,70 239,05 0,00
12 257,32 257,44 105,76 109,59 104,76 22,28 19,08 26,58 281,40 207,55 277,07 0,00
13 4,70 539 97,31 91,38 99,45 272,74 174,62 179,13 0,10 8,20 0,11 101,86 0,00

Estes fatores podem influenciar o gendétipo do individuo considerando
que a espécie em estudo € uma espécie alégama e que, em geral, as espécies
de gramineas forrageiras tem o vento como principal polinizador. Areas abertas
e com topografia favoravel sdo fatores a serem considerados para a disperséo
do pdlen, e por isso, a falta de dados a respeito do local de coleta impossibilita
a associagao dos dados obtidos com as distancias geograficas.

Estudos genéticos com peroxidase podem se tornar limitados devido
a complexidade de sistema e também pelo fato de pouco ser conhecido o
controle genético e fungao bioldgica deste sistema (Scandalios, 1969).

Yamamoto e Fujiware (1986) utilizando isoenzimas em estudos sobre
a sistematica de espécies do género Lathyrus, dentre os cinco sistemas
avaliados, um deles era peroxidase, que foi o sistema com resultados mais
complicados e com bandas migrando em ambas diregdes (sendo que a maioria
migrou negativamente).

Para avaliar a ocorréncia de variabilidade genética entre individuos

irmaos ou ocorréncia de pseudogamia em dois bidtipos de Paspalum dilatatum,
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Gauer et al. (2001) avaliaram oito sistemas enzimaticos, sendo que um destes
foi o sistema peroxidase, onde foram detectadas 24 bandas e uma grande
variabilidade entre plantulas irmas nos dois bidtipos. Também foi observado
neste estudo que o sistema peroxidase obteve padrées complexos que nao
permitiram determinar o controle genético das bandas analisadas e,

consequentemente, nao foi possivel confirmar a origem desta variabilidade.

4.1.2. Sistema Peroxidase (PO) — analise dentro de cada acesso

Foram avaliados cinco individuos dentro de cada acesso, e em todos
0s casos, foi observada uma alta variabilidade dentro de cada um dos acessos.

No APENDICE 58 pode se observar a variabilidade isoenzimatica do
sistema peroxidase dentro de cada acesso avaliado e nas FIGURAS 08 e 09,
os respectivos padrées de bandas de cada individuo avaliado.

Como pode-se observar, todos os acessos obtiveram um alto nivel
de polimorfismo com o sistema avaliado.

Gillespie e Langley (1974) distinguiram dois grupos de enzimas: as
enzimas do Grupo |, que incluiam enzimas reguladoras e a maioria das
enzimas envolvidas no metabolismo intermediario, na glicolise e no ciclo de
Krebs; e as enzimas do Grupo Il, que incluiam as esterases, fosfatases,
peroxidases, alcool desidrogenase e aldeido desidrogenase, que sdo enzimas
que utilizam substratos multiplos, freqientemente de origem externa, e que
respondem diretamente a diversidade ambiental.

Este fato pode ter refletido nos valores observados na TABELA 11

onde estdo apresentados os coeficientes de similaridade médios observados
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entre os individuos de cada acesso, visto que, apesar de serem individuos de
um mesmo local, a diversidade ambiental pode muitas vezes refletir sobre a
atividade enzimatica, que por sua vez, refletem na variabilidade detectada na
especie atraveés de marcadores isoenzimaticos.

Pode-se observar que, para o sistema peroxidase, todos os acessos
apresentaram uma baixa similaridade. Dentre os acessos de B. auleticus, o que
apresentou maior similaridade foi o acesso 04 (0,69 de similaridade) e o que
apresentou menor similaridade foi o acesso 06 (0,47), sendo coletados

respectivamente em Santana do Livramento e Uruguaiana.

TABELA 11 — Valores dos coeficientes de similaridade médios (coeficiente de
Jaccard) para os 09 acessos de Bromus auleticus, obtidos
através das informacgdes dos sistemas peroxidase e esterase
juntos e individualmente.

ACESSOS
SISTEMAS 03]04|06|07|09|13|14 ]| 15| 16
Peroxidase 0,5510,69|0,4710,5410,63]0,5310,53]0,64]0,50
Esterase 0,5410,65|0,61]0,57(0,61]0,7010,62]0,54 0,66
Peroxidase/Esterase 0,54]0,67]0,61|0,55]0,61]0,57|0,56]0,59|0,54

Estes baixos indices de similaridade entre individuos de um mesmo
acesso mostram-se interessantes quando se visa 0 melhoramento da espécie.
A analise da variabilidade genética, tanto dentro como entre populagdes € de

fundamental interesse para o melhoramento visto que, através dela, obtém-se
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a estimativa da extensao da variabilidade disponivel e ela contribui para o
monitoramento do germoplasma (Moreno-Gonzalez e Cubero, 1993).

O entendimento da extenséo e distribuicdo da variabilidade genética
dentro de um programa de melhoramento € essencial para a melhor utilizagao
do germoplasma disponivel e para a criagao de estratégias de melhoramento
habeis para a obtengao de novos materiais ainda mantendo niveis apropriados
de variabilidade para sustentar futuros progressos genéticos da espécie
(Campos-de-Quiroz e Ortega-Klose, 2001)

Ainda, com a analise do sistema peroxidase entre os individuos de
cada acesso, nenhum indice de similaridade igual a 1 foi observado, que
representa portanto, a inexisténcia de grupos de plantas idénticas.

Através destes resultados, obteve-se dados dos coeficientes de
similaridade de Jaccard e os individuos foram agrupados formando os
fenogramas apresentados nos APENDICES 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19 e 21.
Nestes fenogramas pode-se visualizar a variabilidade existente entre individuos
de uma mesma espécie.

Nos APENDICES 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 e 20 também s&o

apresentadas as respectivas matrizes de similaridade de cada um dos acessos.

4.1.3. Sistema Esterase (EST) — analise entre acessos
Para o sistema esterase, inicialmente foram testados os sistemas a e
B-Esterase. Porém, somente pB-Esterase obteve boa resolugéo e coloragéo para

a espécie avaliada.
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A melhor resolugado das bandas B-Esterase também foi encontrada
por Lange (2001) avaliando espécies do género Trifolium. Esta autora observou
que a concentragdo de bandas B-Esterase estava localizada na regido anddica
do gel e bandas a-Esterase sendo de migracédo mais lentas, o que também foi
verificado no presente estudo onde somente as B-Esterase foram reveladas.

Latorre (1996) avaliou acessos de B. auleticus através dos padrbes
de bandas a-Esterase. Esta autora obteve distédncias de migragéo entre 2,60 e
3,30 cm. O presente trabalho apresentou para o sistema Esterase distancias de
migragado variando de 4,7 a 6,4 cm, concordando com os dados de Lange
(2001) que indicam as bandas a-Esterase como de migragdo mais lenta que as
B-Esterase.

Do mesmo modo, Dalagnol (2000) também utilizou os padrbes de
bandas a-Esterase para avaliagao da diversidade genética de B. auleticus.

Para o sistema esterase foram encontradas 13 isoenzimas
representadas na TABELA 12. Rivas (2001) em estudo com populagdes desta
mesma espécie, observou a formacao de sete bandas com o sistema esterase,
que incluiam quatro bandas de coleodptilo e trés bandas de folhas jovens.

Os padrbes de bandas podem ser observados nas FIGURAS 11, 12
e 13, onde s&o apresentados os geéis para avaliacdo do sistema esterase.

Nao foram observadas bandas monomorficas. Assim como no
sistema peroxidase, este sistema apresentou um alto indice de polimorfismo
quando avaliados os acessos. Estudos indicam que algumas proteinas sao
mais polimérficas que outras (Selander, 1976). As esterase sao grupos de

enzimas muito complexos e heterogéneos (Scandalios, 1969) e séao
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considerados um dos sistemas com alto grau de polimorfismo em plantas

(Weeden e Wendel, 1990).

TABELA 12 — Variabilidade isoenzimatica detectada pelo sistema Esterase
(EST) em 9 acessos de Bromus auleticus,

ACESSOS
ISOENZIMA| MR |03 |04 06 07 09 13 14 | 15 | 16
EST1 0.76 - - | -
EST2 0.79 - | -
EST3 0.80 - | -
EST4 0.82 | -- - = | - | - -
ESTS5 0.84 - — | -
EST6 0.85 B e
EST7 0.87 — | | -] - - | - -
EST8 0.88 - | - - - -
EST9 0.90 — | - -] - - -
EST10 0.92 - - -] - -
EST11 094 | -- - -
EST12 098 | --
EST13 1.01 --

Tanto o sistema esterase como o peroxidase tém sido relatado como

0s mais polimorficos nas plantas (Fuentes et al., 1999).

Lange e Schifino-Wittmann (2000) observaram uma alta variabilidade

detectada pelo sistema esterase entre os acessos de espécies do género

Trifolium L..
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FIGURA 11 — Gel para avaliagdo dos padrdes de esterase (EST). Da esquerda
para a direita os padrdes de cinco individuos e duas repeticoes
dos acessos 06 e 16.

FIGURA 12 — Gel para avaliagdo dos padrdes de esterase (EST). Da esquerda
para a direita os padrdes de cinco individuos e duas repeticoes
dos acessos 15 e 13.
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FIGURA 13 — Gel para avaliagdo dos padrdes de esterase (EST). Da esquerda
para a direita os padrdées de cinco individuos e duas repeti¢cdes
dos acessos 07 e 09.

A banda ocorrente no MR= 0.98 e MR=1.01 (EST12 e EST13) foi
exclusiva para o acesso 03, podendo estas entdo, serem consideradas
marcadores para este acesso.

As bandas que se apresentaram mais monomorficas foram as
ocorrentes no MR=0.87 e 0.90, apresentando-se em sete dos 09 acessos.

Rivas (2001) encontrou bandas com o sistema esterase com variavel
nivel de polimorfismo, sendo que nenhuma se apresentou monomorfica.

A TABELA 13 mostra a matriz de similaridade de Jaccard e a
FIGURA 14, o fenograma resultante da analise do sistema esterase nos 9

acessos de Bromus auleticus.
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TABELA 13 — Matriz de similaridade genética obtida através de dados do
coeficiente de similaridade de Jaccard, utilizada para a analise de
agrupamento para o sistema Esterase, incluindo 13 isoenzimas
para 9 acessos de Bromus auleticus.

3 4 6 7 9 13 14 15 16
3] 1,00

41 013 1,00

6| 010 0,67 1,00

7

9

0,25 0,50 0,57 1,00

0,33 0,38 0,44 0,71 1,00

13] 0,14 0,00 0,13 0,33 0,25 1,00

141} 0,17 0,30 0,50 0,40 0,45 0,33 1,00

151 0,09 0,22 044 033 040 0,25 0,78 1,00

16 0,38 0,67 050 057 063 0,13 0,36 0,30 1,00

Como observado na FIGURA 14, com os resultados da analise de
agrupamento ocorreu a formacdo de dois grandes grupos, e dentro de um
grupo, ocorreu a formagao de trés subgrupos. No primeiro, esta o acesso 03;
no segundo grupo, estdo os acessos 04, 06, 07, 09 e 16; e no terceiro
agruparam-se os acessos 14 e 15. O acesso 13 ficou num grupo individual.

O maior indice de similaridade observado ocorreu entre 0os acessos
14 e 15 e 07 e 09, onde se obteve indice de 0,78 e 0,71, respectivamente. Da
mesma forma, quando se avaliou o sistema peroxidase, os indices de
similaridade obtidos foram baixos se comparados aos estudos realizados com
a mesma espécie por Dalagnol (2000). Este resultado pode ser devido ao
numero de sistemas avaliados e devido a origem dos materiais avaliados.
Dalagnol (2000) avaliou 11 acessos de B. auleticus provenientes do Uruguai e
introduzidos desde 1986 na Estacdo Experimental da EPAGRI S/A — Lages —
SC, testando 23 sistemas enzimaticos e utilizando nove destes sistemas para a

obtencgao dos resultados.
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FIGURA 14 — Fenograma de similaridade genética utilizando o coeficiente de
Jaccard de 9 acessos de Bromus auleticus para o sistema
Esterase.

O agrupamento sugerido pelo sistema esterase foi mais concordante
com as regides de coleta do que o agrupamento com o sistema peroxidase.
Considerando os diferentes controles genéticos e fisioldégicos dos diferentes
sistemas, pode-se justificar os diferentes resultados obtidos com os dois
sistemas. Em um mesmo individuo, diferentes sistemas podem se comportar
diferentemente.

Quando comparados os dois resultados, observou-se que o0s
acessos 04 e 06 e 07 e 09 agrupam-se em ambos sistemas, porém com
coeficientes de similaridade distintos (0,43 e 0,40 para peroxidase e 0,67 e 0,71

para esterase, respectivamente). Diferentemente, os acessos 03 e 13 quando
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avaliados pelo sistema peroxidase, agrupam-se e no sistema esterase formam
grupos totalmente distintos.

Os resultados dos agrupamentos dos acessos 04 e 06 e 07 e 09
concordaram com as respectivas distancias geograficas apresentadas na
TABELA 10 (28,33 e 47,72km). Porém, vale ressaltar que este ndo é um
parametro de comparacao a ser utilizado como referéncia devido a diversos
fatores, anteriormente citados, como diferentes condicbes de topografia e de
vegetacao local, considerando que os acessos 03 e 13 apresentaram uma
distancia de 97,31km e mesmo assim se agruparam em grupos totalmente
distintos.

Um outro fator a ser considerado € que em ambos sistemas
observaram-se o agrupamento em grupos diferentes de acessos coletados em
uma mesma regido. E o que ocorre com os acessos 03 e 15, ambos coletados
em Santana do Livramento, porém nos dois sistemas estes acessos se
agruparam em grupos distintos, e apresentaram coeficientes de similaridade
relativamente baixos, 0,071 e 0,091, respectivamente para o sistema

peroxidase e esterase.

4.1.4. Sistema Esterase (EST) — analise dentro de cada acesso

Foram avaliados cinco individuos dentro de cada acesso, e em todos
os casos, foi observada uma alta variabilidade entre os individuos e um baixo
indice de bandas monomoérficas (APENDICE 59), indicando um alto nivel de
polimorfismo detectado pelo sistema em questdo, e portanto, uma alta

diversidade intrapopulacional.
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Nas FIGURAS 11, 12 e 13 sédo apresentados os diferentes padrées
de bandas em cinco individuos dentro de cada acesso.

Semelhantemente ao sistema peroxidase, este sistema apresentou
uma alta variabilidade entre os individuos do acesso 15 e 03, sendo que este
ultimo n&o apresentou nenhuma banda monomorfica entre os individuos
avaliados. Os individuos que obtiveram indice de similaridade igual a um (1)

com a analise do sistema esterase estao relacionados a seguir:

Acessos: 06.4 e 06.5
09.1 e 09.2
09.4 e 09.5
13.1e 13.5
13.3e 134
14.1e14.2
16.2 e 16.4

Estes individuos representam grupos de plantas idénticas,
observadas dentro de determinados acessos, ou seja, nos acessos de
cevadilha vacariana avaliados, além de uma alta variabilidade entre os
individuos, também foi observada a existéncia de individuos idénticos e,
portanto, plantas de um mesmo acesso s&do semelhantes em relagdo a esta
caracteristica.

Latorre (1996) apresentou através de analise isoenzimatica que
plantas de uma mesma progénie podem ser tdo semelhantes quanto plantas de

progénies diferentes e plantas de uma mesma progénie ndo pertencem a um

unico grupo de similaridade.
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Na TABELA 11, ao comparar os resultados obtidos com o sistema
peroxidase, pode-se observar que com o sistema esterase houve uma menor
variabilidade para alguns dos acessos avaliados.

O sistema peroxidase apresentou-se mais polimorfico que o
esterase, indicando uma menor variabilidade detectada deste entre os
individuos, embora ambos sistemas tenham apresentado indices de
similaridade relativamente baixos.

Lange e Schifino-Wittmann (2000) também observaram para o
sistema esterase uma alta variabilidade dentro dos acessos do género Trifolium
L..

As matrizes de similaridade e seus respectivos fenogramas que
agrupam os diferentes individuos podem ser vistos entre os APENDICES 22 a
39, onde se destaca, em diversos acessos, um baixo indice de similaridade
entre individuos pertencentes a um mesmo acesso, demonstrando a alta
variabilidade existente entre individuos, ainda sendo os mesmos pertencentes

a acessos semelhantes.

4.1.5. Avaliagao entre acessos considerando os dois sistemas

A avaliagdo das populagdes considerando os dois sistemas juntos,
mostrou que alguns agrupamentos observados nos sistemas isolados se
mantiveram.

A matriz de similaridade é demonstrada na TABELA 14 e o

fenograma na FIGURA 15.
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TABELA 14 — Matriz de similaridade genética obtida através de dados do
coeficiente de similaridade de Jaccard, utilizada para a analise
de agrupamento para os sistemas Esterase e Peroxidase,
incluindo 45 isoenzimas para 9 acessos de Bromus auleticus.

3 4 6 7 9 13 14 15 16
31 1,00

41 0,09 1,00

6| 0,11 0,50 1,00

7

9

0,29 0,29 043 1,00

0,25 0,15 0,24 0,50 1,00

13] 0,26 0,00 0,07 0,29 0,25 1,00

141 0,21 0,17 031 0,26 0,31 0,28 1,00

151 0,08 0,23 0,32 0,20 0,22 0,13 0,38 1,00

16] 0,26 0,26 0,25 037 043 0,26 050 0,16 1,00

Através da FIGURA 15 observa-se a formacédo de dois grupos: o
primeiro formado pelos acessos 04, 06 e 15; e o segundo formado por quatro
subgrupos: o primeiro composto pelos acessos 07 e 09; o segundo formado
pelos acessos 14 e 16; e os acessos 03 e 13 formando dois grupos individuais.

Alguns agrupamentos, comparados as analises individuais dos
sistemas enzimaticos, se mantiveram. E o caso dos acessos 04 e 06 e 07 e 09
que se agruparam juntos quando se avaliou individualmente o sistema
peroxidase e esterase e quando foram avaliados os dois sistemas juntos. Os
acessos 03 e 13 ficaram em grupos isolados, resultado este que concorda com
a analise individual do sistema esterase.

Os acessos 14 e 16 quando analisados pelo sistema peroxidase
ficaram agrupados e este resultado se repetiu ao analisar os dois sistemas.

O resultado da analise considerando os dois sistemas foi similar com
os resultados da analise do sistema esterase. Considerando os dois sistemas,

obteve-se agrupamentos mais coerentes com a localizagao geografica, embora
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estas ainda nao tenham sido suficientes para justificar os agrupamentos, e com

os diferentes acessos avaliados, como ja discutidos anteriormente.

14

16

13

0.00 0.25 0.50 074 1.00
Jaccard

FIGURA 15 — Fenograma de similaridade genética utilizando o coeficiente de
Jaccard de 9 acessos de Bromus auleticus, considerando os
sistemas Esterase e Peroxidase.

A similaridade entre os acessos foi maior nas avaliagdes com o
sistema esterase (TABELA 09). Unindo os dois sistemas, observou-se uma
reducao nos valores de similaridade (0,57 para o sistema esterase e 0,50 para
os dois sistemas juntos), porém, houve um agrupamento destes acessos mais
adequadamente

Dalagnol (2000) encontrou indices de similaridade que variavam de
0,577 a 0,944 entre 11 acessos de B. auleticus provenientes do Uruguai e

introduzidos na Estagdo Experimental da EPAGRI S/A — Lages — SC em 1986.

Estes valores sao superiores aos valores obtidos neste trabalho. Este fato,
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como discutido anteriormente, provavelmente € devido ao numero de sistemas
avaliados. Dalagnol (2000) avaliou 23 sistemas enzimaticos e utilizou nove
destes para obter os resultados de caracterizagdo que, comparados aos dois
sistemas do presente trabalho, sao visivelmente superiores. Porém, Rivas
(2001) também utilizou apenas dois sistemas enzimaticos (peroxidase e
esterase) e considerou os resultados bem fundamentados visto os significativos
indices de polimorfismo e a variagao significativa entre plantas e dentro das

progénies avaliadas.

4.1.6. Avaliagcao dentro dos acessos considerando os dois

sistemas

Assim como os resultados dos sistemas peroxidase e esterase
indicaram um alto nivel de bandas polimérficas e, portanto uma grande
variabilidade detectada dentro dos acessos por estes dois sistemas, quando os
dados foram analisados com os dois sistemas conjuntamente, estes resultados
nao diferiram.

Nos APENDICES 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54 e 56 estéo
apresentadas as matrizes de similaridade genética obtidas através dos dados
do coeficiente de similaridade de Jaccard e na TABELA 11, observam-se os
coeficientes de similaridade médios de cada acesso. Este coeficiente foi
intermediario entre valores do sistema peroxidase e esterase.

Matos et al. (2001) utilizaram dados isoenzimaticos para comparar

cultivares de arroz através de dados de diversidade genética e confirmou a
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eficiéncia dos dados de isoenzimas para determinar a existéncia de
variabilidade dentro das populacdes.

Um outro fator que deve ser salientado € que para todas as analises
foi mantido um controle para evitar erros na técnica, tais como, coletas de
amostras de tecidos de diferentes fases de desenvolvimento, pH dos tampdes,
corrente elétrica, dentre outros, que foram padronizados e mantidos os padrdes
para evitar erros.

Com estes resultados, considerou-se que no presente estudo obteve-
se, apesar do pequeno numero de sistemas avaliados, dados isoenzimaticos
que concordam com a alta variabilidade morfolégica ja observada pela
cevadilha vacariana, indicando que esta variabilidade nao reside apenas em
caracteristicas morfolégicas, mas sim, uma variabilidade de origem genética

que pode estar ou nao relacionada com as variaveis morfolégicas.

4.2. Marcadores de RAPD

Para a obtencao dos dados de RAPD foram inicialmente avaliados
nove iniciadores (primers) sendo que destes, apenas um nao amplificou
produtos visiveis via PCR, e revelaram um total de 36 bandas (média de 4,5
bandas por iniciador). Os tamanhos de fragmentos obtidos variaram de 1070 a
1760 pares de bases.

Dalagnol (2000) testou 46 iniciadores e obteve 136 bandas para 37
iniciadores tendo uma média de 2,7 bandas por iniciador utilizado.

Neste trabalho optou-se pela utilizagdo de conjuntos de DNA (bulk)

para as analises, e segundo Michelmore et al.(1991), nestas analises, os
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fragmentos observados em frequéncias abaixo de 10% ou 14% (Loarce et al.,
1996) nao sao amplificados.

Por esta razdo, quando se amplificam amostras de conjuntos de
DNA, ocorre uma redug¢ao no numero de fragmentos amplificados (Matos et al.,
2001).

Nas FIGURAS 16 e 17 estdo representados, respectivamente, os
padroes de RAPD observados com analise em conjunto (bulk) e com analise
entre individuos. Estes padrbes mostram que a espécie, quando avaliada em
conjunto, apresenta quantidade de fragmentos amplificados reduzidos se
comparadas ao numero de fragmentos amplificados quando o mesmo acesso é

avaliado individualmente.

FIGURA 16 — Padrbes de bandas obtidos com o iniciador D para 17 individuos
do acesso 03 e 16 individuos do acesso 05. A primeira linha foi
utilizada como padrao (100pb).
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FIGURA 17 — Padrbes de bandas obtidos com o iniciador D para conjuntos de
individuos dos acessos 01, 02, 03, 04, 05, 06, 17 (ndo incluido
na andlise final), 08 e 09. Nas sete primeiras linhas n&o foi
observado nenhum fragmento amplificado.

A escolha do coeficiente de similaridade a ser utilizado para
comparar os acessos foi baseada na natureza dos dados deste trabalho.
Considerando que o coeficiente de Jaccard presta-se melhor para comparar
populagdes dentro de uma mesma espécie, este indice foi o escolhido para as
analises de similaridade entre os diferentes.

Existem também diversos métodos de agrupamentos cujos principios
gerais s&o o de maximizar a similaridade dentro de grupos e a dissimilaridade
entre grupos. O método escolhido foi o método das médias das distancias
(Unweighted pair group method using an arithmetic average - UPGMA). Dias
(1998) citou que o método da média das distancias proporcionou o melhor
ajuste entre o fenograma e a matriz de distancias, se comparado com o método
do vizinho mais préximo, que € outro método bastante utilizado.

Na TABELA 15 pode-se visualizar a matriz de similaridade genética
obtida também pelo coeficiente de Jaccard. A similaridade média obtida foi de
0,56. Os acessos que se apresentaram mais proximos foram os acessos 03 e

05, ambos de Livramento, com coeficiente de similaridade de 0,71. Por outro
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lado, os acessos que apresentaram menor similaridade (0,15) foram os
acessos 01 e 16, respectivamente de Bagé e de Quarai.

Estes valores de similaridade foram semelhantes com os obtidos por
Dalagnol (2000) que ficaram entre 0,150 e 0,778.

A FIGURA 18 apresenta o fenograma obtido através da analise dos
dados do coeficiente de Jaccard. Esta analise revela a formagao de trés
grandes grupos. O primeiro formado pelos acessos 01, 08, 09 e 15; o segundo
formado pelos acessos 02, 07, 12, 16 e 10; e o terceiro formado pelos acessos
03, 05 e 06.

Os agrupamentos observados no fenograma com dados de RAPD
ndao foram concordantes com as respectivas distdncias geograficas
apresentadas na TABELA 10. Este fato se justifica por esta ndo ser uma
caracteristica confiavel para a determinacdo dos agrupamentos, visto que,
como ja citado anteriormente, existem outras caracteristicas que podem estar
associadas aos locais de coleta e que podem influenciar sobre os resultados
dos marcadores RAPD.

Os grupos formados nao estao de acordo com os respectivos locais
de coleta (TABELA 1). Vale ressaltar novamente que o local de origem
continua sendo uma caracteristica que pode ter muitos outros fatores
envolvidos, tais como vegetagao local, e que podem influenciar na variabilidade
genética das plantas.

A avaliagdo de um mesmo conjunto de populagcdo em outros
ambientes pode ocasionar uma estruturacdo populacional diferente

(Crochemore et al., 1998).
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Steiner e Garcia de los Santos (2001) avaliando genotipos de
cornichdo utilizando marcadores morfolégicos e RAPD, observaram que a
distancia geografica entre os locais de coleta dos gendtipos nao foram
associados as respectivas distancias genéticas, porém a similaridade ecoldgica
dos locais tiveram associagdo, sugerindo que os germoplasmas adaptados a
habitats semelhantes (mesmo que geograficamente distantes) adquirem
fendtipos similares. Estes autores ainda citaram a importancia da combinagao
de diversos dados (morfologicos, ecogeograficos, moleculares, etc...) para
obtencao de dados eficazes na caracterizagao de germoplasma.

Julier et al. (1995) mostraram que as origens geograficas dos
materiais de alfafa avaliados foram suficientes para obtencdo de uma
estruturacdo em grupos concordantes. Porém, Crochemore et al. (1998),
avaliando populagdes selvagens e cultivadas de alfafa, obtiveram resultados
semelhantes aos do presente estudo, onde as origens geograficas dos acessos
nao foram concordantes com o fenograma formado. Estes autores obtiveram
grupos mais relacionados com as condi¢gdes climaticas (dorméncia) do que
com a localizagao geografica.

Semelhante aos resultados apresentados com a cevadilha vacariana,
Crochemore et al. (1998) obtiveram como resultado, avaliando materiais
selvagens de alfafa, uma alta variabilidade para caracteristicas de RAPD e
morfoldgica, resultados estes que demonstram que as populagdes selvagens
podem representar uma grande fonte de variabilidade para futuros

melhoramentos das espécies.
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Steiner e Garcia de los Santos (2001) também ressaltaram a
importancia de germoplasmas nativos para o desenvolvimento de cultivares e
para a utilizacdo como repositores genéticos em programas de melhoramento.

Portanto, através das analises dos marcadores de RAPD, também se
pdde confirmar uma alta variabilidade existente entre os diferentes acessos de
cevadilha vacariana. Nao foram obtidos dados dentro dos acessos, pois foram
realizadas analises em conjunto (bulk) e conforme Matos et al. (2001) apesar
deste tipo de analise ser mais econdmico e rapido, s6 € possivel obter a
variabilidade genética entre populagdes. Estes autores ainda ressaltam a

eficacia da técnica de RAPD para estudos entre populagdes de arroz.

TABELA 15 — Matriz de similaridade genética obtida através dos dados do
coeficiente de Jaccard, para 12 acessos de B. auleticus.

01 02 03 05 06 07 08 09 10 12 15

16

01 | 1,00

02 | 0,56 1,00

03 043 0,50 1,00

05 1044 0,38 0,71 1,00

06 | 0,38 0,38 040 0,43 1,00

07 10,15 060 0,27 0,31 0,31 1,00

08 060 046 030 037 0,22 0,41 1,00

09 105 064 050 0,38 0,29 0,33 0,69 1,00

10 | 0,27 055 0,33 047 040 035 0,27 0,46 1,00

12 | 0,177 044 0,29 044 0,22 057 033 0,33 0,56 1,00

15 10,38 043 0,36 050 033 050 0,60 053 045 0,50 1,00
16 | 0,15 055 0,22 0,24 0,21 062 032 042 0,31 0,63 0,37

1,00
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0.00 0.25 0.50 074 1.00
Jaccard

FIGURA 18 — Fenograma de similaridade genética obtido através de dados do
coeficiente de Jaccard, utilizado para a analise de agrupamento,
para12 acessos de B. auleticus.

4.2.1. Comparacao da analise de isoenzimas e RAPD

Os acessos avaliados para os sistemas isoenzimaticos nao foram os
mesmos utilizados nas analises de RAPD em virtude de problemas
apresentados com a germinagdo das sementes e com a manutencdo das
plantas em casa de vegetacdo. Portanto, os acessos comuns em que foram

avaliados tanto para isoenzimas como para RAPD foram os acessos 03, 06,

07, 09, 15 e 16, os quais serdo utilizados para comparar os resultados das

duas técnicas.

A TABELA 16 apresenta os coeficientes de similaridade para a
analise de isoenzimas (utilizando os dois sistemas conjuntamente) e para os
dados de RAPD. Nesta comparacdo, sdo visiveis os maiores valores de

similaridade obtidos pelos marcadores RAPD comparados aos valores obtidos
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pelos marcadores isoenzimaticos. Os fenogramas formados com os valores
dos coeficientes de Jaccard ndo correspondem para os dois marcadores
utilizados, porém, para alguns acessos, os indices de similaridade foram
proximos.

A similaridade média obtida com os dados de RAPD foi de 0,57,
comparada a similaridade média obtida com dados de isoenzimas que foi de
0,47. Apesar desta diferenca, em ambas avaliagdes, os indices de similaridade
foram relativamente baixos, indicando uma baixa semelhanca entre os acessos
e, consequentemente, uma alta variagao entre eles.

Diferentemente, Dalagnol (2000) encontrou indices de similaridade
de 0.982 para isoenzimas e 0.816 para RAPD sendo estes superiores aos
encontrados no presente trabalho, e que indicaram uma alta semelhanga entre

0Ss grupos avaliados.

TABELA 16 — Coeficientes de similaridade de Jaccard para os acessos comuns
nas analises de isoenzimas e RAPD (células hachuradas).

03 06 07 09 15 16

03 |1,00|1,00

06 [0,110,401,00(1,00

07 |0,29|0,27(0,43/0,31{1,00(1,00

09 |0,25/0,50/0,24{0,29/0,50|0,33|1,00(1,00

15 |0,08|0,36|0,32/0,33(0,20|0,50|0,22|0,53 1,00 (1,00

16 |0,26|0,22|0,25/0,21/0,37|0,62|0,43|0,42/0,16[0,37|1,00|1,00
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Os diferentes resultados obtidos com marcadores isoenzimaticos e
RAPD podem ser explicados pela pequena cobertura do genoma
proporcionada pelos marcadores isoenzimaticos, quando comparados aos
marcadores de DNA (Dundley, 1994).

Um outro fator que pode ter diferenciado os resultados deste trabalho
com o de Dalagnol (2000) é a utilizacado de conjuntos de DNA que, segundo
Matos et al. (2001), pode influenciar a estimativa das distancias genéticas entre
cultivares.

O fato de somente ter sido utilizado dois sistemas enzimaticos para
as analises pode também ter influenciado a superioridade do polimorfismo
detectado pelas isoenzimas, quando comparados ao polimorfismo gerado pelos
RAPD.

Os resultados mostraram a presenca de uma alta variabilidade nas
populagdes de cevadilha vacariana nativa do estado. Este fator se confirmou
através dos dados isoenzimaticos e dos dados moleculares (RAPD), sendo que
a primeira analise ainda indicou a existéncia de uma alta variabilidade
intrapopulacional.

Considerando que a espécie ja vem sendo avaliada e tem
demonstrado uma alta variabilidade em seus caracteres morfoldgicos e
agrondmicos, através dos presentes resultados, pode-se afirmar que esta
variabilidade pode estar relacionada com a variabilidade genética.

Os dados obtidos com ambas analises podem servir de subsidios

para a escolha de progenitores em programas de melhoramento através da
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utilizacdo dos indices de similaridade obtidos. Neste caso, populagdes mais
distintas (com menor similaridade), poderiam ser utilizadas como progenitoras
visando a manutengao da variabilidade.

Portanto, sugere-se a realizagdo de novas coletas de germoplasma
para uma ampliagdo da base genética e uma melhor representatividade desta
espécie. Estas informacgbes seriam Uteis para obtengdo de resultados mais
rigorosos a respeito da similaridade inicialmente encontrada no presente
estudo.

Finalmente, € importante ainda ressaltar que sao necessarias
avaliagdes destas populagbes com um maior numero de sistemas enzimaticos
e de outros marcadores moleculares, juntamente com dados morfologicos e
agrondmicos, que proporcionariam um avango no conhecimento cientifico

desta espécie e novos dados para o melhoramento genético.



5. CONCLUSOES

Os acessos de Bromus auleticus foram polimoérficos para os dois
sistemas enzimaticos avaliados, tanto individualmente como em conjunto,
indicando a alta variabilidade existente entre os acessos e dentro de cada um.

A analise em conjunto (bulk) de RAPD indicou uma alta variabilidade
interpopulacional da espécie.

Ambos padroes (isoenzimas e RAPD) foram eficazes para
demonstrar a alta variabilidade existente entre os acessos de Bromus auleticus.

Os dados demonstraram a eficiéncia da técnica de isoenzimas para
estudos da variabilidade intrapopulacional e dos dados em conjunto de RAPD
para analises interpopulacionais.

Através dos dados isoenzimaticos e moleculares, pbde-se
estabelecer relagdes entre os acessos avaliados e agrupa-los conforme os

dados de similaridade obtidos.
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APENDICE 1 — Composicdo do Tampao A e Tampao B utilizados para preparo

dos géis de poliacrilamida (Schifino-Wittmann et al., 1996).

TAMPAO A: Borato de Litio pH = 8,3

Hidréxido de Litio PM 41,96 1,20 g

Acido Boérico (anidro) PM 61,83 11,89 ¢

Agua destilada 1L
TAMPAO B: Tris citrato pH = 8,3

Tris PM 121,10 6,20 g

Acido Citrico PM 192,13 1,60 g

Agua destildada Até 1L

APENDICE 2 — Solugdo utilizada para revelacdo dos géis para o sistema

Esterase (EST) (Schifino-Wittmann et al., 1996).

Agua destilada 40 ml
Tampao C + D (50 mI C + 10 mI D) 60 mi
B-naftil acetato 1% 2ml
Fast Blue RR Salt 0,05¢

TAMPAO C: 27,8 g NaH,PO, em 1 L de agua destilada
TAMPAO D: 56,63 g Na,HPO,4 7 H,O em 1 L de agua destilada
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Solugao de B-naftil acetato 1%
0,3 g de B-naftil acetato
15 ml de agua destilada

15 ml de acetona
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APENDICE 3 — Solucdo utilizada para revelacdo dos géis para o sistema

Peroxidase (PO) (Gottlieb, 1973).

gotas

Tampao acetato de sédio 0,2M pH 5,0
3-amino-9-etil-carbazol
Dimetilformamida

CaCl,; 0,1M

H202 30 vol

85 ml
0,065 g
5ml

2 ml
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APENDICE 4 — Matriz de similaridade genética obtida através de dados do
coeficiente de similaridade de Jaccard, utilizada para a analise
de agrupamento para o sistema Peroxidase, incluindo 32
isoenzimas para 5 individuos do acesso 03 de Bromus
auleticus.

acessos| 3.1 3.2 3.3 3.4 3.5
3.1 1,00

3.2 0,177 1,00

3.3 0,14 0,83 1,00

3.4 0,00 0,20 0,17 1,00

3.5 0,50 0,00 0,00 0,00 1,00

0.00 0.25 0.50 074 1.00
Jaccard

APENDICE 5 — Fenograma de similaridade genética de 5 individuos do acesso
03 de Bromus auleticus utilizando o coeficiente de Jaccard
para o sistema Peroxidase.
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APENDICE 6 — Matriz de similaridade genética obtida através de dados do

coeficiente de similaridade de Jaccard, utilizada para a analise
de agrupamento para o sistema Peroxidase, incluindo 32
isoenzimas para 5 individuos do acesso 04 de Bromus
auleticus.

acessos| 04.1 04.2 04.3 04.4 04.5

04.1 1,00

04.2 0,14 1,00

04.3 0,13 0,75 1,00

04.4 0,29 0,40 0,60 1,00

04.5 0,14 0,20 0,40 0,75 1,00
1
2
3
4
5

| — 1 - r - - 1 T 1T T T 1
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00

Jaccard

APENDICE 7 — Fenograma de similaridade genética de 5 individuos do acesso
04 de Bromus auleticus utilizando o coeficiente de Jaccard para
o sistema Peroxidase.
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APENDICE 8 — Matriz de similaridade genética obtida através de dados do

coeficiente de similaridade de Jaccard, utilizada para a analise
de agrupamento para o sistema Peroxidase, incluindo 32
isoenzimas para 5 individuos do acesso 06 de Bromus
auleticus.

acessos| 06.1 06.2 06.3 06.4 06.5

06.1 1,00

06.2 0,13 1,00

06.3 0,00 0,00 1,00

06.4 0,00 0,00 0,00 1,00

06.5 0,00 0,20 0,00 0,00 1,00
1
2
5
3
4

| — 1 - r - - 1 T 1T T T 1
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00

Jaccard

APENDICE 9 — Fenograma de similaridade genética de 5 individuos do acesso

06 de Bromus auleticus utilizando o coeficiente de Jaccard
para o sistema Peroxidase.
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APENDICE 10 — Matriz de similaridade genética obtida através de dados do
coeficiente de similaridade de Jaccard, utilizada para a analise
de agrupamento para o sistema Peroxidase, incluindo 32
isoenzimas para 5 individuos do acesso 07 de Bromus
auleticus.

acessos| 07.1 07.2 07.3 07.4 07.5
07.1 1,00
07.2 0,00 1,00
07.3 0,00 0,67 1,00
07.4 0,00 0,00 0,00 1,00
07.5 0,00 0,00 0,00 0,50 1,00

0.00 0.25 0.50 074 1.00
Jaccard

APENDICE 11 — Fenograma de similaridade genética de 5 individuos do
acesso 07 de Bromus auleticus utilizando o coeficiente de
Jaccard para o sistema Peroxidase.
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APENDICE 12 — Matriz de similaridade genética obtida através de dados do
coeficiente de similaridade de Jaccard, utilizada para a analise
de agrupamento para o sistema Peroxidase, incluindo 32
isoenzimas para 5 individuos do acesso 09 de Bromus
auleticus.

acessos| 09.1 09.2 09.3 094 09.5
09.1 1,00
09.2 0,14 1,00
09.3 0,00 0,60 1,00
09.4 0,14 0,33 0,33 1,00
09.5 0,22 0,22 0,22 0,57 1,00

0.00 0.25 0.50 074 1.00
Jaccard

APENDICE 13 — Fenograma de similaridade genética de 5 individuos do
acesso 09 de Bromus auleticus utilizando o coeficiente de
Jaccard para o sistema Peroxidase.
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APENDICE 14 — Matriz de similaridade genética obtida através de dados do
coeficiente de similaridade de Jaccard, utilizada para a analise
de agrupamento para o sistema Peroxidase, incluindo 32
isoenzimas para 5 individuos do acesso 13 de Bromus
auleticus.

acessos| 13.1 13.2 13.3 134 13.5
13.1 1,00
13.2 0,00 1,00
13.3 0,00 0,00 1,00
134 0,00 0,00 0,40 1,00
13.5 0,00 0,50 0,00 0,17 1,00

0.00 0.25 0.50 074 1.00
Jaccard

APENDICE 15 — Fenograma de similaridade genética de 5 individuos do
acesso 13 de Bromus auleticus utilizando o coeficiente de
Jaccard para o sistema Peroxidase.
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APENDICE 16 — Matriz de similaridade genética obtida através de dados do
coeficiente de similaridade de Jaccard, utilizada para a analise
de agrupamento para o sistema Peroxidase, incluindo 32
isoenzimas para 5 individuos do acesso 14 de Bromus
auleticus.

acessos| 14.1 14.2 14.3 14.4 14.5
14 .1 1,00
14.2 0,20 1,00
14.3 0,00 0,30 1,00
14.4 0,20 0,09 0,30 1,00
14.5 0,08 0,08 0,08 0,08 1,00

0.00 0.25 0.50 074 1.00
Jaccard

APENDICE 17 — Fenograma de similaridade genética de 5 individuos do
acesso 14 de Bromus auleticus utilizando o coeficiente de
Jaccard para o sistema Peroxidase.
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APENDICE 18 — Matriz de similaridade genética obtida através de dados do

coeficiente de similaridade de Jaccard, utilizada para a analise
de agrupamento para o sistema Peroxidase, incluindo 32
isoenzimas para 4 individuos do acesso 15 de Bromus
auleticus.

acessos| 15.1 15.2 15.3 154

151 1,00

15.2 0,00 1,00

15.3 0,17 0,00 1,00

154 0,20 0,00 0,75 1,00
1
3
4
2

|:|.||:||:| 'D.|25'"ID.fI:.‘D""D.I?E""UIJD

Jaccard

APENDICE 19 — Fenograma de similaridade genética de 4 individuos do

acesso 15 de Bromus auleticus utilizando o coeficiente de
Jaccard para o sistema Peroxidase.
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APENDICE 20 — Matriz de similaridade genética obtida através de dados do
coeficiente de similaridade de Jaccard, utilizada para a analise
de agrupamento para o sistema Peroxidase, incluindo 32
isoenzimas para 5 individuos do acesso 16 de Bromus
auleticus.

acessos| 16.1 16.2 16.3 16.4 16.5
16.1 1,00
16.2 0,29 1,00
16.3 0,00 0,00 1,00
16.4 0,00 0,00 0,00 1,00
16.5 0,00 0,09 0,29 0,11 1,00

0.00 0.25 0.50 074 1.00
Jaccard

APENDICE 21 — Fenograma de similaridade genética de 5 individuos do
acesso 16 de Bromus auleticus utilizando o coeficiente de
Jaccard para o sistema Peroxidase.
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APENDICE 22 — Matriz de similaridade genética obtida através de dados do
coeficiente de similaridade de Jaccard, utilizada para a analise
de agrupamento para o sistema Esterase, incluindo 32
isoenzimas para 5 individuos do acesso 03 de Bromus
auleticus.

acessos| 03.1 03.2 03.3 034 03.5
03.1 1,00
03.2 0,00 1,00
03.3 0,33 0,33 1,00
03.4 0,00 0,00 0,00 1,00
03.5 0,00 0,50 0,50 0,00 1,00

0.00 0.25 0.50 074 1.00
Jaccard

APENDICE 23 — Fenograma de similaridade genética de 5 individuos do
acesso 03 de Bromus auleticus utilizando o coeficiente de
Jaccard para o sistema Esterase.
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APENDICE 24 — Matriz de similaridade genética obtida através de dados do
coeficiente de similaridade de Jaccard, utilizada para a
analise de agrupamento para o sistema Esterase, incluindo
32 isoenzimas para 5 individuos do acesso 04 de Bromus
auleticus.

acessos| 04.1 04.2 04.3 04.4 04.5
04.1 1,00
04.2 0,67 1,00
04.3 0,50 0,25 1,00
04.4 0,67 0,33 0,25 1,00
04.5 0,25 0,33 0,25 0,33 1,00

0.00 0.25 0.50 074 1.00
Jaccard

APENDICE 25 — Fenograma de similaridade genética de 5 individuos do
acesso 04 de Bromus auleticus utilizando o coeficiente de
Jaccard para o sistema Esterase.
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APENDICE 26 — Matriz de similaridade genética obtida através de dados do

coeficiente de similaridade de Jaccard, utilizada para a analise
de agrupamento para o sistema Esterase, incluindo 32

isoenzimas para 5 individuos do acesso 06 de Bromus
auleticus.

acessos| 06.1 06.2 06.3 06.4 06.5
06.1 1,00
06.2 0,00 1,00
06.3 0,00 0,00 1,00
06.4 0,00 0,50 0,00 1,00
06.5 0,00 0,50 0,00 1,00 1,00
1
3
2
‘4
A
| — 1 - r - - 1 T 1T T T 1
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00

Jaccard

APENDICE 27 — Fenograma de similaridade genética de 5 individuos do

acesso 06 de Bromus auleticus utilizando o coeficiente de
Jaccard para o sistema Esterase.



112

APENDICE 28 — Matriz de similaridade genética obtida através de dados do
coeficiente de similaridade de Jaccard, utilizada para a analise
de agrupamento para o sistema Esterase, incluindo 32
isoenzimas para 5 individuos do acesso 07 de Bromus
auleticus.

acessos| 07.1 07.2 07.3 07.4 07.5
07.1 1,00
07.2 0,00 1,00
07.3 0,33 0,33 1,00
07.4 0,33 0,00 0,33 1,00
07.5 0,00 0,00 0,00 0,50 1,00

0.00 0.25 0.50 074 1.00
Jaccard

APENDICE 29 — Fenograma de similaridade genética de 5 individuos do
acesso 07 de Bromus auleticus utilizando o coeficiente de
Jaccard para o sistema Esterase.
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APENDICE 30 — Matriz de similaridade genética obtida através de dados do

coeficiente de similaridade de Jaccard, utilizada para a
analise de agrupamento para o sistema Esterase, incluindo
32 isoenzimas para 5 individuos do acesso 09 de Bromus
auleticus.

acessos| 09.1 09.2 09.3 09.4 09.5

09.1 1,00

09.2 1,00 1,00

09.3 0,20 0,20 1,00

094 0,00 0,00 0,00 1,00

09.5 0,00 0,00 0,00 1,00 1,00
‘1
;
3
‘4
A

| — 1 - r - - 1 T 1T T T 1
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00

Jaccard

APENDICE 31 — Fenograma de similaridade genética de 5 individuos do

acesso 09 de Bromus auleticus utilizando o coeficiente de
Jaccard para o sistema Esterase.
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APENDICE 32 — Matriz de similaridade genética obtida através de dados do

coeficiente de similaridade de Jaccard, utilizada para a analise
de agrupamento para o sistema Esterase, incluindo 32
isoenzimas para 5 individuos do acesso 13 de Bromus
auleticus.

acessos| 13.1 13.2 13.3 134 135

13.1 1,00

13.2 0,00 1,00

13.3 0,33 0,50 1,00

13.4 0,33 0,50 1,00 1,00

13.5 1,00 0,00 0,33 0,33 1,00
‘1
.
2
‘3
y

| — 1 - r - - 1 T 1T T T 1
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00

Jaccard

APENDICE 33 — Fenograma de similaridade genética de 5 individuos do

acesso 13 de Bromus auleticus utilizando o coeficiente de
Jaccard para o sistema Esterase.
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APENDICE 34 — Matriz de similaridade genética obtida através de dados do

coeficiente de similaridade de Jaccard, utilizada para a
analise de agrupamento para o sistema Esterase, incluindo
32 isoenzimas para 5 individuos do acesso 14 de Bromus
auleticus.

acessos| 14.1 14.2 14.3 14 .4 14.5

14 .1 1,00

14.2 1,00 1,00

14.3 0,17 0,17 1,00

14.4 0,33 0,33 0,75 1,00

14.5 0,14 0,14 0,00 0,14 1,00
‘1
;
3
4
5

| — 1 - r - - 1 T 1T T T 1
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00

Jaccard

APENDICE 35 — Fenograma de similaridade genética de 5 individuos do

acesso 14 de Bromus auleticus utilizando o coeficiente de
Jaccard para o sistema Esterase.
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APENDICE 36 — Matriz de similaridade genética obtida através de dados do

coeficiente de similaridade de Jaccard, utilizada para a analise
de agrupamento para o sistema Esterase, incluindo 32
isoenzimas para 4 individuos do acesso 15 de Bromus
auleticus.

acessos| 15.1 15.2 15.3 154

15.1 1,00

15.2 0,33 1,00

15.3 0,00 0,00 1,00

15.4 0,00 0,00 0,00 1,00
1
2
3
4

|:|.||:||:| 'D.|25'"ID.fI:.‘D""D.I?E""UIJD

Jaccard

APENDICE 37 — Fenograma de similaridade genética de 4 individuos do

acesso 15 de Bromus auleticus utilizando o coeficiente de
Jaccard para o sistema Esterase.
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APENDICE 38 — Matriz de similaridade genética obtida através de dados do

coeficiente de similaridade de Jaccard, utilizada para a analise
de agrupamento para o sistema Esterase, incluindo 32
isoenzimas para 5 individuos do acesso 16 de Bromus
auleticus.

acessos| 16.1 16.2 16.3 16.4 16.5

16.1 1,00

16.2 0,33 1,00

16.3 0,33 0,33 1,00

16.4 0,33 1,00 0,33 1,00

16.5 0,20 0,20 0,50 0,20 1,00
1
‘2
y
3
5

| — 1 - r - - 1 T 1T T T 1
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00

Jaccard

APENDICE 39 — Fenograma de similaridade genética de 5 individuos do

acesso 16 de Bromus auleticus utilizando o coeficiente de
Jaccard para o sistema Esterase.
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APENDICE 40 — Matriz de similaridade genética obtida através de dados do

coeficiente de similaridade de Jaccard, utilizada para a analise
de agrupamento para o sistema Esterase e Peroxidase,
incluindo 32 isoenzimas para 5 individuos do acesso 03 de
Bromus auleticus.

acessos| 03.1 03.2 03.3 03.4 03.5

03.1 1,00

03.2 0,10 1,00

03.3 0,20 0,67 1,00

03.4 0,00 0,13 0,11 1,00

03.5 0,20 0,13 0,11 0,00 1,00
1
5
2
3
4

| — 1 - r - - 1 T 1T T T 1
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00

Jaccard

APENDICE 41 — Fenograma de similaridade genética de 5 individuos do

acesso 03 de Bromus auleticus utilizando o coeficiente de
Jaccard para o sistema Esterase e Peroxidase.
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APENDICE 42 — Matriz de similaridade genética obtida através de dados do
coeficiente de similaridade de Jaccard, utilizada para a analise
de agrupamento para o sistema Esterase e Peroxidase,
incluindo 32 isoenzimas para 5 individuos do acesso 04 de
Bromus auleticus.

acessos| 04.1 04.2 04.3 04.4 04.5
04.1 1,00
04.2 0,30 1,00
04.3 0,25 0,50 1,00
04.4 0,40 0,38 0,44 1,00
04.5 0,18 0,25 0,33 0,57 1,00

0.00 0.25 0.50 074 1.00
Jaccard

APENDICE 43 — Fenograma de similaridade genética de 5 individuos do
acesso 04 de Bromus auleticus utilizando o coeficiente de
Jaccard para o sistema Esterase e Peroxidase.
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APENDICE 44 — Matriz de similaridade genética obtida através de dados do
coeficiente de similaridade de Jaccard, utilizada para a
anadlise de agrupamento para o sistema Esterase e
Peroxidase, incluindo 32 isoenzimas para 5 individuos do
acesso 06 de Bromus auleticus.

acessos| 06.1 06.2 06.3 06.4 06.5
06.1 1,00
06.2 0,08 1,00
06.3 0,00 0,00 1,00
06.4 0,00 0,13 0,00 1,00
06.5 0,00 0,29 0,00 0,33 1,00

0.00 0.25 0.50 074 1.00
Jaccard

APENDICE 45 — Fenograma de similaridade genética de 5 individuos do
acesso 06 de Bromus auleticus utilizando o coeficiente de
Jaccard para o sistema Esterase e Peroxidase.
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APENDICE 46 — Matriz de similaridade genética obtida através de dados do
coeficiente de similaridade de Jaccard, utilizada para a analise
de agrupamento para o sistema Esterase e Peroxidase,
incluindo 32 isoenzimas para 5 individuos do acesso 07 de
Bromus auleticus.

acessos| 07.1 07.2 07.3 07.4 07.5
07.1 1,00
07.2 0,00 1,00
07.3 0,13 0,50 1,00
07.4 0,13 0,00 0,14 1,00
07.5 0,00 0,00 0,00 0,50 1,00

0.00 0.25 0.50 074 1.00
Jaccard

APENDICE 47 — Fenograma de similaridade genética de 5 individuos do
acesso 07 de Bromus auleticus utilizando o coeficiente de
Jaccard para o sistema Esterase e Peroxidase.
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APENDICE 48 — Matriz de similaridade genética obtida através de dados do
coeficiente de similaridade de Jaccard, utilizada para a
anadlise de agrupamento para o sistema Esterase e
Peroxidase, incluindo 32 isoenzimas para 5 individuos do
acesso 09 de Bromus auleticus.

acessos| 09.1 09.2 09.3 094 09.5
09.1 1,00
09.2 0,33 1,00
09.3 0,08 0,40 1,00
09.4 0,09 0,20 0,17 1,00
09.5 0,15 0,15 0,13 0,67 1,00

0.00 0.25 0.50 074 1.00
Jaccard

APENDICE 49 — Fenograma de similaridade genética de 5 individuos do
acesso 09 de Bromus auleticus utilizando o coeficiente de
Jaccard para o sistema Esterase e Peroxidase.
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APENDICE 50 — Matriz de similaridade genética obtida através de dados do
coeficiente de similaridade de Jaccard, utilizada para a
anadlise de agrupamento para o sistema Esterase e
Peroxidase, incluindo 32 isoenzimas para 5 individuos do
acesso 13 de Bromus auleticus.

acessos| 13.1 13.2 13.3 134 13.5
13.1 1,00
13.2 0,00 1,00
13.3 0,13 0,20 1,00
134 0,09 0,13 0,57 1,00
13.5 0,29 0,20 0,14 0,22 1,00

0.00 0.25 0.50 074 1.00
Jaccard

APENDICE 51 — Fenograma de similaridade genética de 5 individuos do
acesso 13 de Bromus auleticus utilizando o coeficiente de
Jaccard para o sistema Esterase e Peroxidase.
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APENDICE 52 — Matriz de similaridade genética obtida através de dados do
coeficiente de similaridade de Jaccard, utilizada para a analise
de agrupamento para o sistema Esterase e Peroxidase,
incluindo 32 isoenzimas para 5 individuos do acesso 14 de
Bromus auleticus.

acesso| 141 14.2 14.3 14.4 14.5
14 .1 1,00
14.2 0,43 1,00
14.3 0,05 0,25 1,00
14.4 0,25 0,18 0,43 1,00
14.5 0,11 0,11 0,05 0,11 1,00

0.00 0.25 0.50 074 1.00
Jaccard

APENDICE 53 — Fenograma de similaridade genética de 5 individuos do
acesso 14 de Bromus auleticus utilizando o coeficiente de
Jaccard para o sistema Esterase e Peroxidase.
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APENDICE 54 — Matriz de similaridade genética obtida através de dados do

coeficiente de similaridade de Jaccard, utilizada para a analise
de agrupamento para o sistema Esterase e Peroxidase,
incluindo 32 isoenzimas para 4 individuos do acesso 15 de
Bromus auleticus.

acessos| 15.1 15.2 15.3 154

15.1 1,00

15.2 0,13 1,00

15.3 0,10 0,00 1,00

154 0,11 0,00 0,38 1,00
1
2
3
4

|:|.||:||:| 'D.|25'"ID.fI:.‘D""D.I?E""UIJD

Jaccard

APENDICE 55 — Fenograma de similaridade genética de 4 individuos do

acesso 15 de Bromus auleticus utilizando o coeficiente de
Jaccard para o sistema Esterase e Peroxidase.
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APENDICE 56 — Matriz de similaridade genética obtida através de dados do
coeficiente de similaridade de Jaccard, utilizada para a analise
de agrupamento para o sistema Esterase e Peroxidase,
incluindo 32 isoenzimas para 5 individuos do acesso 16 de
Bromus auleticus.

acessos| 16.1 16.2 16.3 16.4 16.5
16.1 1,00
16.2 0,30 1,00
16.3 0,11 0,08 1,00
16.4 0,10 0,17 0,10 1,00
16.5 0,07 0,13 0,36 0,14 1,00

0.00 0.25 0.50 074 1.00
Jaccard

APENDICE 57 — Fenograma de similaridade genética de 5 individuos do
acesso 16 de Bromus auleticus utilizando o coeficiente de
Jaccard para o sistema Esterase e Peroxidase.
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APENDICE 58 — Variabilidade isoenzimatica detectada em cinco individuos de cada um dos 11 acessos com o sistema

Peroxidase (PO).

acessos 03 04 06 07 09 13 14 15 16

isoenzima| MR |1/2|3|4|5]11(/2|3(4|5]1|/2|3|4|/5|1/2|3|4|5]11|2|3|4|5]1|2|3|4|5|1/2|3|4|5]11(/2|3|4|5]1|/2/3|4|5

PO32 1,14 Y Y [ -

PO31 1,10 -- - ]| -

PO30 1,08 - -

PO29 1,05 | =] - -

PO28 1,03 - ]| -

PO27 1,00 - o () [ - -

PO26 0,98 - - - -

PO25 0,96 - -- o] - ]| - -

PO24 0,94 - - -- - -- - - - - -

PO23 0,91]-- -- - . - - - - -

P0O22 0,89 -- I . - -

PO21 0,87 - -- - | o

PO20 0,84 -- -- - - - | - -

PO19 0,82 - - o] o | o — -

PO18 0,79 - -

PO17 0,73 - - -- o] - N |

PO16 0,68 - -

PO15 0,62 NG [ -

PO14 0,59 -- i ]| -

PO13 0,57 - ]| -

PO12 0,54 -- - - ]| -n -

PO11 0,52 - - ]| -

PO10 0,50 | ==| == | -- [ I

PO09 0,46 -- -

PO08 0,43 -

POO07 0,36 ]| -

PO06 0,34 -

POO05 0,30 - -- - -

PO04 0,27 - - -

PO03 0,25 - I - - -

PO02 0,23 - - -- D D Y D I

POO01 0,14 -- - -- -
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APENDICE 59 — Variabilidade isoenzimatica detectada em cinco individuos de cada um dos 11 acessos com o sistema

Esterase (EST)

acessos 03 04 06 07 09 13 14 15 16

isoenzimal MR |1/2/3/4|5|1|2|3|4|5|1(2|3/4|5]1|/2|3|4|5|1|2|3|4|5]1|/2|3|4|5]1|/2/3|4|/5|1/2|/3|4 112|/3/4|5

EST13 | 1,01 - --

EST12 |0,98]-- --

EST11 | 0,94 -- - -

EST10 | 0,92 -- - - -] - -- -

EST09 |0,90]-- - - - - -] - - - - - -

ESTO08 | 0,88 - -] -- o] - -

ESTO07 |0,87 N - -- S - |- Y IO O I

EST06 | 0,88 -- -- - - . N I - —

ESTO05 | 0,90 -- . - D O I -

EST04 | 0,82 -- -- | e - -- -- - - - -

EST03 | 0,80 I I | -

EST02 | 0,79 - -

EST01 | 0,76 - o] o | - -
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