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RESUMO

O género Paspalum L. compreende aproximadamente 400 espécies no mundo e
cerca de 220 no Brasil. Paspalum € ecologicamente e economicamente importante e tem
sido utilizado como pastagem. Paspalum notatum Fligge (grama-forquilha) € uma
valorosa graminea forrageira nos subtrdpicos. Esta espécie consiste de varios bibtipos
sexuais (diploides) e apomiticos (tetraploides, ocasionalmente tri e pentaploides). Neste
trabalho, os Inter Simple Sequence repeat (ISSR) foram utilizados para acessar a
diversidade genética da grama-forquilha (Paspalum notatum). Os tecidos vegetativos de
95 acessos de grama-forquilha foram obtidos de varios locais da América do Sul (Brasil,
Argentina e Uruguai). Um total de 91 de fragmentos reproduzivel ISSR foi observado.
Oitenta e nove fragmentos (97,5% do total observado) foram polimdrficos. A anélise de
agrupamento (UPGMA) foi realizada para o conjunto de dados ISSR. Os resultados
ilustram as relagBes genéticas entre 95 acessos de Paspalum notatum. A comparagdo
entre dados moleculares, morfoldgicos e nivel de ploidia foi realizada. Em resumo, o0s
marcadores moleculares ISSR mostraram-se eficientes para distincdo dos genoétipos
analisados e observou-se uma variabilidade ampla para a espécie. Estes resultados
adicionam novas informacfes sobre a diversidade genética em Paspalum notatum,
conseqientemente contribuindo para o conhecimento bioldgico desta espécie e
fornecendo subsidios para futuros programas de melhoramento genético e para

programas de conservagéo.

Palavras chave: Citometria de fluxo; Diversidade genética; Marcadores moleculares

ISSR; Paspalum L.; Paspalum notatum Fl..



ABSTRACT

The genus Paspalum L. comprises approximately 400 species worldwide and
about 220 in Brazil. Paspalum is ecologically and economically important, and has been
very useful as pasture and Paspalum notatum Fliigge (bahiagrass) is a valuable forage
grass in the subtropics. This species consists of several sexual (diploid) and apomictic
(tetraploid, ocasionally tri and pentaploids) biotypes. In this work, inter Simple
Sequence Repeats (ISSR) markers were used to assess the genetic variability of a
bahiagrass (Paspalum notatum) collection. Vegetative tissues of 95 bahiagrass
accessions were obtained from various locations in South America (Brazil, Argentina
and Uruguay). A total of 91 reproducible ISSR fragments were observed and eighty
nine fragments (97.5% of the total observed) were polymorphic. Cluster analyses
(UPGMA) were performed from the ISSR data set and the results illustrate the genetic
relationships among the 95 accessions of Paspalum notatum. A comparison among
molecular, morphological and ploidy levels data were done. ISSR markers were
effective in distinguishing the genotypes analyzed, and a wide variability was observed
for this species. These results add new information regarding the genetic diversity in
Paspalum notatum, thus contributing towards the biological knowledge of this species,

and providing with subsides for future plant breeding and conservation programs.

Key Words: Flow citometry; Genetic diversity; Molecular markers ISSR; Paspalum L.;

Paspalum notatum FI..



1. INTRODUCAO

Os campos naturais do Rio Grande do Sul ocupam cerca de 10.500 milhdes de
hectares, correspondendo a 37% da superficie do Estado e sdo de extrema importancia
para a atividade pecuarista (Boldrini, 1997). Esses campos apresentam grande
diversidade, possuindo cerca de 400 espécies de gramineas e 150 espécies de

leguminosas (Boldrini, 1997).

As gramineas sdo predominantes nos campos nativos do Estado do Rio Grande
do Sul, sendo que o género Paspalum L. ocupa um lugar de destaque, pois apresenta o
maior numero de espécies nativas e de interesse agronémico, e sdo as principais

gramineas utilizadas como pastagem nativa nas Américas tropical e subtropical.

Paspalum notatum FI. é a espécie mais comum na formacéo dos campos nativos
do Rio Grande do Sul (Barreto, 1974; Boldrini et al., 1985; Mohrdieck, 1993),
responsavel por 20 a 40% da cobertura herbacea das pastagens naturais do Estado
(Barreto, 1974), e, segundo 0 mesmo autor, a tendéncia € que a area coberta por
Paspalum notatum aumente, visto que a espécie é favorecida pelo pastejo. Otero (1961)
relatou a resisténcia da espécie P. notatum ao pisoteio, ao fogo, ao corte e pouca
exigéncia quanto a qualidade do solo, também mencionou o bom valor forrageiro e sua
boa aceitacdo pelo gado, sendo citado como a espécie Util que abrange a maior area de
campos do Estado do Rio Grande do Sul.

O interesse pelo cultivo de boas espécies forrageiras nativas € crescente, devido,
basicamente, a boa adaptacdo destas as condicGes edafoclimaticas da sua regido de
origem (Nabinger, 1997), para tanto as relacdes genéticas entre os diferentes tipos

morfoldgicos e/ ou tipos ecoldgicos encontrados para a espécie de interesse é necessario
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a fim de contribuir ao planejamento de futuros programas de melhoramento genético.
Além disso, a variacdo morfoldgica de Paspalum notatum apresenta muitos problemas
para a taxonomia da mesma, sendo importante a realizacdo de estudos de diversidade a

fim de contribuir a solucéo dos problemas taxondmicos deste complexo.

1.1. PASPALUM L.

O género Paspalum L. encontra-se entre os mais importantes da tribo Paniceae
(subfamilia Panicoideae) da familia Poaceae, sendo que as suas espécies se destacam
entre as gramineas brasileiras por englobar o maior nimero de espécies nativas e por
reunir o maior nimero de espécies com bom valor forrageiro (Valls, 1987). De acordo
com Barreto (1974), no Rio Grande do Sul as espécies de Paspalum estdo distribuidas
em todas as regides fisiograficas e fazem parte de todas as formagdes campestres.

O género possui cerca de 315 espécies (Clayton & Renvoize, 1986; Zuloaga et
al., 2004) com o principal centro de diversidade no Novo Mundo Tropical. Chase
(1929) estimou cerca de 400 espécies para 0 género, as quais ocorrem em regides
tropicais a temperadas, de ambos os hemisférios, e sdo particularmente abundantes no
sul do Brasil, Paraguai, norte da Argentina e Uruguai (Barreto, 1974). Segundo
Aliscioni (2002), a falta de um estudo taxonémico global para este género faz com que
seja dificil estimar o nimero total de espécies na atualidade. No Brasil, ndo ha estudos
com informacdes detalhadas sobre o nimero total de espécies. No entanto, Valls &
Pozzobon (1987) estimaram a ocorréncia de cerca de 220 espécies. Tais espécies
ocorrem em, praticamente, todas as comunidades herbaceas dos diferentes ecossistemas
do pais, sendo dominantes e responsaveis, em muitas comunidades, pela formacao da

maior parcela de forragem disponivel (Valls, 1987). As espécies de Paspalum, além de



apresentarem interesse pelo seu valor forrageiro, sdo também utilizadas como
ornamentais, em gramados e jardins, parques e quadras de esporte.

De acordo com Prestes et al. (1976), o género Paspalum apresenta importante
valor agronémico, servindo como base alimentar para bovinos, além de suas sementes
consistirem em importante fonte alimentar para passaros.

As espécies deste género sdo dominantes em campos abertos, mas também estéo
presentes em borda de florestas e em ambientes salinos, ocorrendo desde o nivel do mar
até 4600 metros de altitude, nos Andes (Zuloaga et al., 2004).

O género apresenta grande diversidade morfologica, o que resultou em sua
divisdo em subgéneros, secces ou grupos de espécies afins, bem como a transferéncia
de determinadas espécies para outros géneros (Canto-Dorow, 1993; Canto-Dorow et al.,
1996; Essi, 2003). Chase (1929) dividiu o género Paspalum em 25 grupos sem categoria
taxonémica formalizada, os quais tém sido utilizados por agrostologistas e taxonomistas
como “grupos informais”. Estes grupos, citados por Chase (1929) para as espécies de
Paspalum da América do Norte, foram considerados em trabalhos posteriores,
geralmente com pequenos ajustes, conforme a flora local, ainda que em muitos casos 0s
agrupamentos sejam artificiais e o posicionamento de alguns taxons bastante
controverso. Para as espécies de Paspalum do Rio Grande do Sul, Barreto (1974)
adaptou o esquema de Chase (1929), adotando outros nove grupos, considerando um
total de vinte grupos.

O género Paspalum vem sendo estudado hd décadas quanto ao potencial
agronémico das espécies e a variabilidade genética, tanto no nivel citolégico quanto
morfoldgico. E notdria a existéncia de distintos niveis de ploidia em algumas espécies, e
0 seu modo de reproducdo pode estar associado a esse fato. Convivem espécies

dipléides sexuais, poliploides apomiticos e, apesar de sexualidade ser um fato raro no
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género em nivel elevado de ploidia esta pode ser constatada em algumas espécies. Os
citotipos tetraploides sdo geralmente os mais comuns e 0s mais amplamente distribuidos
em cada espécie (Norrmann et al., 1989), e muitos apresentam co-especificos sexuais
diploides e auto-incompativeis (Quarin & Norrmann, 1990).

De grande interesse, principalmente para a area subtropical, o grupo Notata é
composto de espécies diploides, tetrapldides, hexapldides e octapléides, com ocorréncia
de apomixia e de sexualidade. Varias espécies apresentam mais de um nivel de ploidia
(Valls & Pozzobon, 1987).

O grupo Notata foi citado por Chase (1929) baseado em dados morfoldgicos.
Posteriormente, Zuloaga et al. (2004), também baseado em dados morfol6gicos
expandiu grupo Notata, incluindo espécies do grupo Linearia. Porém, em trabalhos mais
recentes, baseados em sequéncias de DNA e marcadores moleculares (Essi & Souza-
Chies, 2006; Ferreira & Souza-Chies, 2005) o grupo Notata sensu Chase (1929) e sensu

Zuloaga et al. (2004) ndo se mostraram monofiléticos.

1.2. PASPALUM NOTATUM Fligge

Paspalum notatum é uma graminea rizomatosa nativa da América do Sul, sendo

um importante componente das pastagens naturais da Argentina, sul do Brasil e

Paraguai (Burton, 1948).
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1.2.1 A diversidade da espécie

De acordo com Barreto (1957; 1974),
Paspalum notatum é uma espécie polimorfica,
comum a todas as pastagens naturais dos paises de
clima quente e temperado da América. Assim, em
. diferentes condi¢des ecoldgicas ocorrem morfotipos

também diversos desta importante espécie. Os

caracteres mais significativos que permitem

Figura 1: Paspalum notatum FI.

diferenciar estas formas estdo relacionados com o
aspecto, vigor, dimensoes e pilosidade das folhas; altura dos colmos floriferos, nimero
e comprimento dos racemos, dimensdes e coloracdo das espiguetas (Barreto, 1974).

Parodi (1948) considerou trés variedades para a espécie, aceitando a variedade
latiflorum descrita por DOl (1877), a variedade notatum e descreveu uma nova
variedade, Paspalum notatum var. saurae Parodi. Posteriormente, Parodi (1969) elevou
esta Ultima variedade a espécie, nomeando-a como Paspalum saurae Parodi.

Aradjo (1971) aceitou as variedades propostas por Parodi (1948), porém,
mencionou 0s ecotipos encontrados em diferentes localidades do Estado do Rio Grande
do Sul, salientando os de Lagoa Vermelha, Capivari, André da Rocha e Uruguaiana.

Assim como Parodi (1948) e Aradjo (1971), Otero (1961) mencionou
“variedades” ou “tipos” encontrados para a espécie, porém ndo as homeou, apenas as
caracterizou em seu trabalho.

Diversos autores citaram a variabilidade morfolégica de Paspalum notatum,

sendo que a maioria refere-se a esta como um fator relacionado a caracteristicas
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ecologicas. Uma confirmacéo disto € que as variagdes encontradas sdo tratadas ecotipos
(Otero, 1961; Araujo, 1971).

Barreto (1974) ndo considerou as variedades descritas anteriormente para a
espécie, pois ndo constatou caracteres fixos para as mesmas. O autor tratou a variacéo
morfoldgica como diferentes “formas morfoldgicas” apresentadas pela espécie e aceitou
a espécie Paspalum saurae descrita por Parodi (1969). Assim como Barreto, outros
estudiosos referiram-se a diferentes “formas” ou “tipos” apresentadas pela espécie,
(Otero, 1961; Araujo, 1971; Moraes-Fernandes, 1971; Moraes-Fernandes et al., 1974;
Soares, 1986; Boldrini & Maraschin, 1986).

Canto-Dorow (1993) e Canto-Dorow et al. (1996) aceitaram apenas duas
variedades para a espécie, que se diferenciam, principalmente, quanto ao nivel de
ploidia, Paspalum notatum var. notatum (2n=4x=40) e Paspalum notatum var. saurae
(2n=2x=20). A variabilidade morfolégica encontrada na variedade notatum foi
considerada como diferentes biotipos, inclusive com chave sistematica separando a
variedade em quatro bidtipos. Canto-Dorow (1993) mencionou em seu trabalho a
diferenca entre ecétipo e bidtipo, e justificou a sua separacdo em bidtipos pela
manutencdo das caracteristicas originais da espécie em condi¢des homogéneas de
cultivo. Araudjo (1971) ja havia chamado atencdo para uma “forma” pilosa encontrada
em campos arenosos e pobres dos municipios de Julio de Castilhos e Tupancireta, no
Estado do Rio Grande do Sul. Esta “forma”, transplantada para solos mais argilosos,
perdia toda a pilosidade em pouco tempo, porém no trabalho de Canto-Dorow (1993)
também foram incluidas “plantas pilosas”, que mantiveram o indumento em cultivo.

Atualmente sdo consideradas duas variedades para Paspalum notatum. A forma
mais comum encontrada para espécie é Paspalum notatum var. notatum, que é

tetrapldide e apomitica e a variedade diploide e sexual Paspalum notatum var. saurae.
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1.2.2. Caracterizacdo exomorfoldgica

As seguintes sinonimias sdo conhecidas para Paspalum notatum: Paspalum
notatum var. latiflorum Doll, Paspalum saltense Arechav., Paspalum uruguayense
Arechav. (Canto-Dorow, 1993).

Utilizou-se a descricdo botanica de Canto-Dorow et al. (1996) para a espécie

Paspalum notatum.
Perene, 19,0-70,0 (100,0cm) de altura, com rizomas horizontais fortemente arraigados
ao solo. Colmos floriferos eretos, 10,5-65,0 (95,0cm) de comprimento, glabros, 2-4 nés
glabros e castanho-escuros. Inovacdes extravaginais. Prefoliacdo convoluta. Folhagem
esverdeada, as vezes verde-violacea. Bainhas foliares 4,0-6,5cm de comprimento, 6,0-
10,0mm de largura, pouco estriada, esverdeada ou violacea, glabras, as vezes pilosa nas
margens, com tricomas de 1,0-3,0mm de comprimento nos bordos da regido ligular.
Laminas planas, 4,5-25,0cm de comprimento, 2,0-8,0 (10,0mm) de largura, glabras a
densamente pubescentes nas faces dorsal e/ou ventral, ascendentes, lanceoladas, agudas,
com nervuras laterais geralmente pouco marcadas. Ligula membranosa, 0,5mm de
comprimento, com cilios de 0,5mm de comprimento atrds, na base da face ventral da
lamina.

Inflorescéncia com 2 (3-5) ramos unilaterais espiciformes ascendentes
conjugados ou subconjugados, 5,0-13,5cm de comprimento, com tricomas curtos e/ou
longos, hialinos na axila, esta geralmente com um par de escamas foliares; raquis
estreita, 1,0mm de largura, glabra, com os bordos levemente escabros, esverdeada ou
violacea. Espiguetas 2-seriadas, 2,6-3,7mm de comprimento, 1,6-2,7mm de largura,
glabras, esverdeadas, as vezes violaceas, suborbiculares ou oval-lanceoladas, plano-
convexas, brevemente pediceladas. Gluma | ausente, ou mais raramente presente e

reduzida (podendo ocorrer as duas formas em um mesmo colmo florifero), 1,0-2,0mm
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de comprimento, 0,8-1,0mm de largura, obtusa ou aguda; gluma Il 2,6-3,7mm de
comprimento, 1,6-2,7mm de largura, 3-nervada, obtusa. Lema | 2,3-3,6mm de
comprimento, 1,5-2,6mm de largura, 3-5-nervado. Antécio Il oval-lanceolado, obtuso,
brilhante; lema 1l 2,0-3,5mm de comprimento, 1,4-2,5mm de largura, raramente com
uma reentrancia nas margens; palea 1,8-3,3mm de comprimento, 1,2-2,3mm de largura.
Lodicula 2, obtusas, erosas. Estames 3, anteras 1,0-1,2mm de comprimento, bicolores
(roxas externamente e amarelas internamente) ou, raramente, amarelas. Cariopse 2,3-
3,2mm de comprimento, 1,2-2,3 mm de largura, oval-lanceolada, com hilo punctiforme.

Floresce e frutifica nos meses de novembro a maio.

Figura 2: P. notatum FI. com trés e quatro ramos espiciformes
na inflorescéncia

1.2.3. Caracterizacdo morfo-anatémicas

Utilizou-se a caracterizacdo morfo-anatdmica descrita por Santos (2000) para

Paspalum notatum var. notatum.
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As raizes em Paspalum notatum var. notatum apresentam cerca de 12cm de
comprimento e partem da base dos nés do caule. Na raiz, vista em corte transversal,
distinguem-se epiderme, cortex e estelo. Na epiderme destacam-se os pélos absorventes
formando uma densa cobertura.

O caule, do tipo rizoma, espalha-se na superficie do solo. Por vezes, ele fica
coberto pelo solo e apresenta-se bastante ramificado, com inovac¢@es emergindo dos nos.

Os entrends sdo curtos, cerca de 15mm de comprimento, e estdo geralmente
envolvidos por bainhas foliares, mesmo em regiGes distantes do apice, onde se mantém
restos de bainhas secas. Nesta regido encontra-se 0 chamado meristema intercalar das
gramineas, e as bainhas desempenham a funcdo de protecdo. A regido do no é
facilmente distinguivel do entrené devido a uma saliéncia formando um anel de onde
partem as folhas e as raizes adventicias.

As folhas de Paspalum notatum var. notatum sdo constituidas por bainhas, cuja
base mantém-se envolvendo o caule, e lamina, de forma lanceolada, entre as quais ha
uma ligula membranosa com uma linha de cilios atras. Freqlientemente, a 1dmina foliar
dispde-se em relagdo a superficie do solo, em angulo de cerca de 50°-80°, ou seja, quase
perpendicular a mesma.

A epiderme das laminas foliares apresenta uma grande variedade de
componentes estruturais: células buliformes, estdmatos, celulas curtas (silicosas e
suberosas), células longas, papilas e diferentes tipos de tricomas. Todos os tipos de
células epidérmicas encontram-se alinhadas na direcdo base-apice da lamina foliar,

acompanhando a disposi¢éo paralela das nervuras.

1.2.4. Biologia reprodutiva e citogenética
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Paspalum notatum é considerada um complexo agamico, pois apresenta varios
niveis de ploidia e um sistema reprodutivo complexo, com citotipos diploides
(2n=2x=20) auto-incompativeis e de reproducdo sexuada, autotetraploides apomiticos
(Burton, 1948), triploides e pentapldides ocasionais (Quarin et al. 1989; Tischler &
Burson, 1995). As formas dipldides (Paspalum notatum var. saurae Parodi) sdo sexuais
e meioticamente estdveis com dez bivalentes na meiose (Moraes-Fernandes, 1971,
Moraes-Fernandes et al., 1974), enquanto que polipldides reproduzem-se por apomixia
aposporica obrigatdria (Forbes & Burton 1961) ou facultativa (Quarin et al., 1984).

Tischler & Burson (1995) estudaram 23 acessos de Paspalum notatum, alguns
provenientes da América do Sul, dos quais 17 (74%) foram tetrapléides, quatro (17%)
dipléides, um tripléide (2n=3x=30) e um pentapldide (2n=5x=50).

Pozzobon & Valls (1997) examinaram 127 acessos de Paspalum notatum, e
encontraram 116 (91%) acessos tetraploides (2n=4x=40) e 11 dipldides com 20
cromossomos. Estes ultimos foram considerados como provavel escape do cultivo da
Pensacola (Paspalum notatum var. saurae), amplamente produzida no Estado do Rio
Grande do Sul.

Os tetrapldides apresentam uma ampla distribuicdo, estendendo-se desde o
México até a Argentina e india Ocidental (Chase, 1929). Os dipldides s&o,
considerados, provavelmente, originarios das Provincias de Corrientes, Entre Rios e
Santa Fé, na Argentina (Burton, 1967).

Plantas tetraploides sexuais foram produzidas experimentalmente pela
duplicagdo cromossomica de variedades sexuais com colchicina (Forbes & Burton et
al., 1961; Quarin et al., 2003) e, ocasionalmente, plantas octapl6ides (80 cromossomos)

foram produzidas (Quarin, 1999). Martinez et al. (1994) obtiveram plantas pentaploides
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e hexapldides através da plantas sexuais (40 cromossomos) com pélen de plantas com
20 e 40 cromossomos.

Os primeiros estudos sobre apomixia em Paspalum notatum foram realizados
por Burton & Forbes (1960) a partir do cruzamento entre plantas autotetraploides
sexuais, obtidas mediante duplicacdo cromossémica de diploides com colchicina, e
genotipos apomiticos naturais. Com o advento da biologia molecular, varios
pesquisadores vém concentrando esforcos para desvendar os genes que controlam a
apomixia e aposporia em Paspalum notatum (Ortiz et al., 2001; Martinez et al., 2001;

Quarin et al., 2001; Martinez et al., 2003; Stein et al., 2004).

1.2.5. Importancia Econémica da Espécie

Gracas ao bom valor forrageiro e a rapidez de estabelecimento de uma densa
cobertura do solo, inimeros acessos de Paspalum notatum tém sido incorporados a
experimento de cunho agronémico e ha cultivares comerciais da espécie, algumas das
quais pertencem a variedade saurae (Valls & Pozzobon, 1987), como por exemplo, as
cultivares Pensacola e Tifton 9, ambas diploides sexuais. Ha centenas de artigos
publicados quanto a caracterizacdo agronémica em Paspalum notatum, dentre os quais
pode-se citar os trabalhos de Soares et al.,1986; Vendramini et al. 1999; Haddad et al.,
1999; Pakiding & Hirata, 1999 ; Hirata & Pakiding, 2003.

Recentemente, Steiner (2005) avaliou a producdo de matéria seca de dois
ecotipos de Paspalum notatum var. notatum em comparacdo a cultivar comercial
Pensacola. O ec6tipo vulgarmente denominado “Bagual” apresentou producdo de
matéria seca significantemente superior a variedade Pensacola (Paspalum notatum var.

saurae) e ao ecOtipo André da Rocha, demonstrando que variedades nativas fornecem
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bons subsidios para a investigacdo em projetos de melhoramento e cultivo de gramineas

forrageiras nativas.

1.3.MARCADORES MOLECULARES

A variabilidade genética, além de importante para a evolugdo, pode ser utilizada
como instrumento de investigacdo por ecélogos e sistematas em diversos ramos como,
por exemplo, na verificacdo das afinidades e os limites entre as espécies, e deteccdo
sobre os modos de reproducdo e estrutura familiar, para estimar niveis de migracdo e
dispersdo nas populacdes (Avise, 1994).

O grau de variabilidade genética é uma questdo discutida e investigada desde 0s
primérdios do século XX. Na primeira metade desse século, técnicas de genética
classica eram utilizadas. A partir da segunda metade desse mesmo século, novas
descobertas e novas técnicas foram surgindo, permitindo o acesso direto as informacgoes
do DNA, RNA e proteinas.

A eletroforese de isoenzimas (1966) foi a primeira técnica “molecular” utilizada
em estudos de variabilidade genética (Solferini & Scheepmaker, 2001).

No final da década de 1960, a descoberta das enzimas de restricdo por Linn &
Arber (1968) e Meselson & Yuan (1968) revolucionou a emergente Biologia Molecular.
Em 1974, Gradzicker et al., a partir da descoberta das enzimas de restri¢do, utilizaram
pela primeira vez a técnica atualmente denominada de RFLP (“Restriction Fragment
Lenght Polymorphism™) (Arias & Infante Malachias, 2001).

Entretanto o advento que revolucionou e acelerou os estudos moleculares,
juntamente com a tecnologia do DNA recombinante, foi a criacdo da técnica da PCR

(“Polymerase Chain Reaction”), em 1985, pelo bioquimico Kary B. Mullis, o que lhe
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rendeu o Prémio Nobel de Quimica, em 1993. Desde entdo, novas técnicas baseadas em
PCR vém surgindo.

Atualmente, muitas técnicas sdo utilizadas para detectar a variabilidade genética,
seja através de meios classicos de genética de populacOes, seja atraves de dados obtidos
por técnicas moleculares. Estas ultimas sdo de grande interesse, pois permitem o acesso
direto aos genomas dos organismos.

Marcadores moleculares surgiram devido a necessidade de deteccdo de
polimorfismo diretamente no DNA e séo definidos como qualquer fenétipo molecular
oriundo de um gene expresso (proteinas, por vezes, consideradas como marcadores
bioguimicos), segmentos especificos de DNA ou RNA (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Atualmente, os marcadores moleculares sdo utilizados com os mais diversos
enfoques, incluindo estudos de variabilidade genética, programas de melhoramento
vegetal e estudos evolutivos, entre outros.

Segundo Ferreira & Grattapaglia (1998), marcadores moleculares apresentam
vantagens sobre os marcadores morfoldgicos, pois geralmente sdo neutros em relacao
aos efeitos fenotipicos, e o nivel de polimorfismo para cada loci estudado é geralmente
alto, além disso, facilitam a constru¢cdo de mapas genéticos, pois a fonte de
polimorfismo molecular em populagdes segregantes é teoricamente “ilimitada”.

Os diversos tipos de marcadores moleculares disponiveis diferenciam-se pela
tecnologia utilizada, pela habilidade de detectar diferencas entre individuos, custo,
facilidade de uso, consisténcia e reprodutibilidade. Segundo Milach (1998), a
metodologia utilizada para identificar os tipos de marcadores moleculares dividem-se
em dois grupos: hibridizagdo ou amplificacdo de DNA.

Entre os marcadores mais conhecidos identificados por hibridizacdo estdo o0s

marcadores RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) e minissatélites ou
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locos VNTR (Variable Number of Tandem Repeats; Jeffreys et al., 1985). Entre 0s mais
conhecidos, revelados por amplificacdo, estdo os marcadores RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA; Williams et al., 1990) e os microssatélites ou SSR (Simple Sequence
Repeat; Litt & Lutty, 1989). Mais recentemente, dois marcadores baseados em
amplificacdo estdo sendo amplamente utilizados: os AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism; Vos et al., 1995) e os ISSR (Inter Simple Sequence Repeat; Zietkiewicz
etal., 1994).

Os marcadores moleculares vém sendo utilizados em espécies do género
Paspalum com a finalidade de esclarecer as relacbes entre as espécies (Ferreira &
Souza-Chies, 2005; Jarret et al., 1998) e analisar a diversidade genética entre diferentes
ecOtipos. Entre esses ultimos, Liu et al. (1994) analisaram diferentes ecotipos de
Paspalum vaginatum Sw., Casa et al.(2002) estudaram a diversidade de Paspalum
dilatatum Poir. com diferentes niveis de ploidia e Miz & Souza-Chies (2006) analisaram
a diversidade de Paspalum dilatatum Poir. e espécies afins.

Em estudos de mapeamento genético, os marcadores moleculares tém sido
utilizados principalmente na deteccdo de genes relacionados a apomixia e a aposporia.
Especificamente, em Paspalum notatum, poucos trabalhos sobre a diversidade genética
foram realizados com o auxilio de marcadores moleculares. Pode-se citar os trabalhos
de Daurélio et al. (2004), onde foram analisadas populacdes de Paspalum notatum
apomiticas e sexuais, simpatricas e alopatricas, e o trabalho de Steiner (2005), onde
foram analisados acessos de Paspalum notatum, procedentes, principalmente, do Estado
do Rio Grande do Sul (Brasil), ambos utilizando marcadores RAPD. Marcadores RAPD
também foram utilizados por Ortiz et al. (1997) como “fingerprinting” para detectar o

modo de reproducdo em Paspalum notatum.
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Figura 3: Desenho esquematico de marcadores ISSR (Zietkiewicz et al., 1994)

Os ISSR sdo marcadores arbitrarios multiloci produzidos por amplificacdo por
PCR com primers (inicializadores) correspondentes a microssatélites. Os ISSR
apresentam abundante polimorfismo, ndo requerem conhecimento genémico prévio,
possuem alta reprodutibilidade e, além disso, sdo de custo relativamente baixo
(Zietkiewicz et al., 1994; Bornet & Branchard, 2001).

Os microssatélites sdo dispersos no genoma de forma relativamente
proporcional. Entretanto, regides de grande abundancia destas sequéncias tém sido
encontradas e sdo nomeadas de “SSR hot spots” (Bornet et al, 2002a; Zietkiewicz et al.,
1994). Tais regides, provavelmente, contribuem como fonte de marcadores ISSR. A
técnica de ISSR é baseada na amplificacdo de regides (10- 3000pb) orientadas
inversamente, espacadas proximamente aos microssatélites. Um Unico “primer” (16-
18pb) consistindo de varias sequéncias microssatélites (SSR-Simple sequence repeat) é
utilizado para a amplificacdo.Essa sequéncia pode corresponder a qualquer motivo
microssatélite 5’ ou 3’, ancorado por dois a quatro nucleotideos arbitrarios. Entretanto
“primers’” ndo ancorados também sdo utilizados (Bornet et al., 2002b).

Os marcadores ISSR comportam-se geralmente como dominantes, e 0 produto

da amplificacdo ndo € conhecido, ou seja, sao marcadores randémicos, assim como 0s
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RAPD. Porém sdo mais vantajosos, pois 0s “primers” sdo maiores e a temperatura de
anelamento é mais elevada, consequientemente a confiabilidade e reprodutibilidade da
técnica sdo superiores aos RAPD. Tais marcadores sdo altamente Gteis para diferentes
propdésitos como estudos filogenéticos, avaliacdo da diversidade genética e identificacdo
de cultivares, entre outros.

Esselman et al. (1999) e Assefa et al.(2003) utilizaram marcadores ISSR para
acessar a diversidade genética de Calamagrostis porteri ssp. insperata Swallen. e
Eragrostis tef (Zucc.) Trotter, respectivamente, ambos representantes da familia
Poaceae, e obtiveram alto nivel de polimorfismo. Esselman et al. (1999) utilizaram
aloenzimas e RAPD e, comparando-o0s aos ISSR, evidenciaram menor polimorfismo nos
primeiros. Além destes dois autores, outros como Li & Ge (2001) Wu et al. (2004)
utilizaram ISSR para avaliar o polimorfismo genético de espécies da familia Poaceae,

obtendo resultados bastante satisfatorios.

1.4. CITOMETRIA DE FLUXO

A citometria de fluxo foi originalmente desenvolvida no final da década de 50
para contagem e andalise de células sangiiineas humanas. A técnica envolve a analise de
propriedades Opticas (dispersdo da luz e fluorescéncia) de particulas que fluem em
suspensdo liquida. A medicdo em fluxo permite anélise em alta velocidade e garante que
os citomas (qualquer tipo de particula - estruturas celulares, 6rgdos ou individuos) sejam
selecionados aleatoriamente de toda a populacdo da amostra, sem qualquer
subjetividade associada (Dolezel, 1997; Dolezel & Bartos, 2005).

Com a evolucdo da técnica, e com o aparecimento de novos marcadores

fluorescentes, a utilizacdo desta instrumentagdo estendeu-se a outras areas e ao estudo
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com outras células, como células vegetais e microbianas (Dolezel, 1997). Apesar da
utilizacdo da citometria de fluxo em células vegetais ter ocorrido apenas no inicio dos
anos 80, o numero de aplicacdes tém aumentado continuamente, sendo, hoje em dia,
uma técnica rotineiramente utilizada em varios laboratorios por todo o0 mundo (DoleZel,
1991; Dolezel & Bartos, 2005).

A técnica de citometria de fluxo é baseada no uso de fluorocromos de DNA
especifico e na andlise de intensidade de fluorescéncia relativa dos nicleos marcados. O
conteddo de DNA esta relacionado ao nivel de ploidia, logo, a determinacdo de
contelldo de DNA por citometria de fluxo pode ser utilizada como uma alternativa a
contagem de cromossomos e outros métodos convencionais para a determinacdo do

nivel de ploidia (DoleZel, 1991).

1.5 OBJETIVOS

O presente trabalho teve por objetivo avaliar a diversidade e relacfes genéticas

entre os taxons classificados como Paspalum notatum. Para tanto foram utilizados

marcadores moleculares do tipo ISSR, comparando-os a dados morfoldgicos e nivel de

ploidia.

24



ARTIGO :
Diversidade genética do complexo Paspalum notatum Fliigge (Poaceae,

Panicoideae)

25



Diversidade genética do complexo Paspalum notatum Fliigge (Poaceae,

Panicoideae)

Autores:

Fernanda Witt Cidade **
Miguel Dall”Agnol
Fernanda Bered

Tatiana Teixeira de Souza Chies *?

Instituicdo:

1- Programa de P6s-graduacdo em Boténica da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul

2- Programa de Pos-graduacdo em Boténica da Universidade Federal do Rio Grande do

Sul; Departamento de Botéanica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Endereco Institucional:
1, 2- Av. Bento Gongalves, 9500, Campus do Vale da UFRGS, Departamento de

Boténica, Prédio 43433, 91501-970, Bairro Agronomia, Porto Alegre, RS, Brasil.

Endereco para correspondéncia: Tatiana Teixeira de Souza Chies
e-mail address: tatiana.chies@ufrgs.br
Telephone: 55-51-3316-7569

Fax number; 55-51-3316-7686

26



RESUMO

O género Paspalum L. compreende aproximadamente 400 espécies no mundo e
cerca de 220 no Brasil. Paspalum € ecologicamente e economicamente importante e tem
sido utilizado como pastagem. Paspalum notatum Fligge (grama-forquilha) € uma
valorosa graminea forrageira nos subtrdpicos. Esta espécie consiste de varios bibtipos
sexuais (diploides) e apomiticos (tetraploides, ocasionalmente tri e pentaploides). Neste
trabalho, os Inter Simple Sequence repeat (ISSR) foram utilizados para acessar a
diversidade genética da grama-forquilha (Paspalum notatum). Os tecidos vegetativos de
95 acessos de grama-forquilha foram obtidos de varios locais da América do Sul (Brasil,
Argentina e Uruguai). Um total de 91 de fragmentos reproduzivel ISSR foi observado.
Oitenta e nove fragmentos (97,5% do total observado) foram polimdrficos. A anélise de
agrupamento (UPGMA) foi realizada para o conjunto de dados ISSR. Os resultados
ilustram as relagBes genéticas entre 95 acessos de Paspalum notatum. A comparagdo
entre dados moleculares, morfoldgicos e nivel de ploidia foi realizada. Em resumo, o0s
marcadores moleculares ISSR mostraram-se eficientes para distincdo dos genoétipos
analisados e observou-se uma variabilidade ampla para a espécie. Estes resultados
adicionam novas informacfes sobre a diversidade genética em Paspalum notatum,
conseqientemente contribuindo para o conhecimento biolégico desta espécie e
fornecendo subsidios para futuros programas de melhoramento genético e para

programas de conservagéo.

Palavras chave: Citometria de fluxo; Diversidade genética; Marcadores moleculares

ISSR; Paspalum L.; Paspalum notatum Fl..
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ABSTRACT

The genus Paspalum L. comprises approximately 400 species worldwide and
about 220 in Brazil. Paspalum is ecologically and economically important, and has been
very useful as pasture and Paspalum notatum Fliigge (bahiagrass) is a valuable forage
grass in the subtropics. This species consists of several sexual (diploid) and apomictic
(tetraploid, ocasionally tri and pentaploids) biotypes. In this work, inter Simple
Sequence Repeats (ISSR) markers were used to assess the genetic variability of a
bahiagrass (Paspalum notatum) collection. Vegetative tissues of 95 bahiagrass
accessions were obtained from various locations in South America (Brazil, Argentina
and Uruguay). A total of 91 reproducible ISSR fragments were observed and eighty
nine fragments (97.5% of the total observed) were polymorphic. Cluster analyses
(UPGMA) were performed from the ISSR data set and the results illustrate the genetic
relationships among the 95 accessions of Paspalum notatum. A comparison among
molecular, morphological and ploidy levels data were done. ISSR markers were
effective in distinguishing the genotypes analyzed, and a wide variability was observed
for this species. These results add new information regarding the genetic diversity in
Paspalum notatum, thus contributing towards the biological knowledge of this species,

and providing with subsides for future plant breeding and conservation programs.

Key Words: Flow citometry; Genetic diversity; Molecular markers ISSR; Paspalum L.;
Paspalum notatum FI..
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INTRODUCAO

As especies pertencentes ao género Paspalum L. destacam-se entre as gramineas
brasileiras por englobar o maior nimero de espécies nativas, e também por reunir o
maior numero de espécies com bom valor forrageiro (Valls, 1987). Estima-se cerca de
400 espécies descritas para o género (Chase, 1929), as quais ocorrem em regifes
tropicais a temperadas, sendo a maioria de origem americana e particularmente
abundantes no sul do Brasil, Paraguai, norte da Argentina e Uruguai (Barreto, 1974).
Tais espécies ocorrem em praticamente todas as comunidades herbéceas dos diferentes
ecossistemas do Brasil, sendo dominantes e responsaveis, em muitas comunidades, pela
formagao da maior parcela de forragem disponivel (Valls, 1987).

Paspalum notatum FIl. € uma graminea rizomatosa nativa da América do Sul,
sendo um importante componente das pastagens naturais da Argentina, do sul do Brasil
e do Paraguai (Burton, 1948). E utilizada como forrageira devido a boa qualidade,
resisténcia ao pisoteio e crescimento favorecido pelo pastejo.

Paspalum notatum é uma espécie polimorfica, o que resultou na sua divisdo em
diferentes variedades (Parodi, 1948), ecOtipos ou “formas” (Barreto, 1974; Araujo,
1971), biotipos (Canto-Dorow, 1993), e até mesmo desmembrada em espécies
diferentes (Parodi, 1969; Arechavaleta, 1898). Devido a grande variagdo morfoldgica
encontrada para esta espécie, torna-se dificil sua delimitacdo. Além do polimorfismo
encontrado, Paspalum notatum é considerada um “complexo agamico”, apresentando
varios niveis de ploidia e um sistema reprodutivo complexo, com citétipos diploides
(2n=2x=20) auto-incompativeis e de reproducdo sexual, autotetrapldides apomiticos
(Burton, 1948), além de tripldides e pentapldides ocasionais (Quarin et al. 1989;

Tischler & Burson, 1995). As formas dipldides (Paspalum notatum var. saurae) séo
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sexuais e estaveis durante a meiose (Moraes Fernandes, 1971; Moraes Fernandes et al.,
1974), enquanto que plantas poliploides reproduzem-se por apomixia aposporica
obrigatoria (Forbes & Burton 1961) ou facultativa (Quarin, 1984).

A poliploidia notatada em Paspalum notatum é comum no género Paspalum ,
sendo a maioria das espécies tetraploides. A poliploidia e a apomixia sdo importantes
mecanismos de evolucdo no género. Desde a década de 40, esforcos tem sido feito para
conhecimento de aspectos biol6gicos do género Paspalum, principalmente, aspectos
reprodutivos, incluindo apomixia. Varios artigos relatam estudos filogenéticos e
citolégicos em Paspalum (Burton, 1946; 1948; Forbes & Burton, 1961; Bennet &
Bashaw, 1960; Burson & Bennett, 1972; Burson et al., 1973; Burson, 1978; 1979; 1983;
1991; Souza-Chies et al., 2006; Essi & Souza-Chies, 2006).

Nas ultimas décadas, os marcadores moleculares vém sendo uma alternativa para
acessar a diversidade genética das espécies no nivel de genoma, contribuindo para
estudos evolutivos, planejamento de estratégias de melhoramento genético e
conservacdo de bancos de germoplasma. A utilizacdo destes marcadores apresenta
vantagens sobre marcadores morfoldgicos, por serem pouco ou nada afetados pelos
efeitos epistaticos, pleiotrépicos e ambientais (Milach, 1998).

A partir do surgimento da técnica de marcadores moleculares, estudos de
espécies do género Paspalum foram realizados com o auxilio desta ferramenta. Ferreira
& Souza-Chies (2005) utilizaram marcador RFLP-PCR para analisar diversidade e
relagBes genéticas entre as espécies do Grupo Notata e Linearia, os seus resultados
evidenciaram a artificialidade dos grupos taxonémicos do género Paspalum, baseado
nesses dados, uma nova circunscri¢ao dos grupos Notata e Linearia foi proposta.. Essi &
Souza Chies (2006), a partir de dados obtidos através de seqiiéncias de DNA, também

constataram a artificialidade desses dois grupos.
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Jarret et al. (1998) analisaram a diversidade genética de 51 acessos,
representando 29 espécies de paspalum, com o auxilio de marcadores RFLP, neste
trabalho foi encontrada uma alta variabilidade entre as espécies estudadas. Liu et al.
(1994) utilizaram marcadores RAPD para analisar diferentes ecotipos de Paspalum
vaginatum Swartz, os resultados ilustraram as relacdes genéticas entre os ecoétipos e
suas origens geograficas. Os ecotipos da Africa foram diferenciados dos ecétipos dos
Estados Unidos e a maioria dos argentinos. Com poucas exce¢des 0s ecOtipos coletados
na Argentina, Havai, Flérida e Texas foram separados dentro de agrupamentos distintos.

Casa et al.(2002) utilizaram 86 primers RAPD para revelar a variabilidade
genética de bidtipos sexuais e apomiticos de Paspalum dilatatum Poir. e constaram altas
similaridades genéticas entre os bi6tipos apomiticos. Entretanto, Miz & Souza-Chies
(2006) tambem utilizaram marcadores RAPD para analisar relagcbes e diversidade
genéticas entre bidtipos de Paspalum dilatatum Poir. e espécies afins. No referido
trabalho foi constatada uma extensa variabilidade entre as espécies estudadas. Os
bidtipos de Paspalum dilatatum ndo formaram um agrupamento Unico.

Em estudos de mapeamento genético, os marcadores moleculares tém sido
utilizados principalmente na deteccdo de genes relacionados a apomixia e aposporia. Os
marcadores RFLP e RAPD foram utilizados por Ortiz et al. (1997) como
“fingerprinting” para detectar o modo de reprodugdo em Paspalum notatum.

Poucos trabalhos sobre a diversidade genética da espécie Paspalum notatum
foram realizados com auxilio de marcadores moleculares. Daurélio et al. (2004)
analisaram populacfes de Paspalum notatum, uma das popula¢bes apomitica isoladas
das demais e outras duas populacGes em simpatria, uma sexual e outra apomitica, nesse
trabalho foi constatada uma maior diversidade genética entre os individuos da

populacdo sexual, seguido da simpétrica apomitica e alopatrica apomitica. A distancia
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genética entre todos os individuos analisados foi relativamente pequena. Em
contrapartida, Steiner (2005) analisou acessos de Paspalum notatum, procedentes,
principalmente, do Estado do Rio Grande do Sul (Brasil) e constatou uma ampla
variabilidade genética entre os acesso analisados, ambos autores referidos anteriormente
utilizaram marcadores RAPD.

Os ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) sdo marcadores arbitrarios multiloci
produzidos por amplificagdo por PCR com “primers” (inicializadores) correspondentes
a microssatélites. Os ISSR apresentam abundante polimorfismo, ndo requerem
conhecimento gendmico prévio, possuem alta reprodutibilidade e sdo de custo
relativamente baixo (Zietkiewicz et al., 1994; Bornet & Branchard, 2001). Devido a
essas caracteristicas, mais recentemente, esses marcadores moleculares estdo sendo
utilizados em larga escala em estudos que abordam a diversidade genética e relacfes
filogenéticas.

Como citado anteriormente, Paspalum notatum apresenta individuos com
diferentes niveis de ploidia e a técnica de citometria de fluxo tem sido Util para a rapida
verificacdo do nivel de ploidia de espécies vegetais. Esta técnica envolve a analise de
propriedades Opticas (dispersdo da luz e fluorescéncia) de particulas que fluem em
suspensdo liquida. A medicdo em fluxo permite analisar em alta velocidade e garante
que os citomas (qualquer tipo de particula - estruturas celulares, 6rgaos ou individuos)
sejam selecionados aleatoriamente de toda a populacdo da amostra, sem qualquer
subjetividade associada (Dolezel, 1997; Dolezel & Bartos, 2005).

A técnica de citometria de fluxo para analisar conteido de DNA foi
originalmente desenvolvida para células humanas. Durante a década de 80, foi adaptada
para a andlise de células vegetais. Esta metodologia é baseada no uso de fluorocromos

de DNA especifico e na anélise de intensidade de fluorescéncia relativa dos ndcleos
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marcados. O contetdo do DNA esta relacionado ao nivel de ploidia logo a determinacgéo
de conteudo de DNA por este método pode ser utilizado como uma alternativa a
contagem de cromossomos e outros métodos convencionais para a determinacdo do
nivel de ploidia (DoleZel, 1991).

O presente trabalho teve por objetivo avaliar a diversidade e relacGes genéticas
entre os taxons classificados como Paspalum notatum. Para tanto foram utilizados
marcadores moleculares do tipo ISSR, comparando-os a dados morfol6gicos e nivel de

ploidia.

MATERIAL E METODOS
Material Vegetal:

Cento e quatorze acessos procedentes, principalmente, do Estado do Rio Grande
do Sul (Figura 1 e Tabela.1l) foram analisados. A metodologia de coleta envolveu a
confeccdo de exsicatas, armazenamento de laminas foliares em silica gel para posterior
extracdo de DNA, e a confecgdo de mudas, que estdo sendo cultivadas na Faculdade de
Agronomia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Extracdo do DNA total:

O material foliar seco em silica gel foi depositado em cadinhos de porcelana e
macerado com o auxilio de nitrogénio liquido. A extracdo do DNA gendmico foi
realizada por mini-preparacdo utilizando a técnica de CTAB (Doyle & Doyle, 1987)
modificada, adaptada a tubos Eppendorf de 2 ml. A qualidade e quantidade do DNA
gendmico foram verificadas em gel de agarose 0,8%. A concentragdo das amostras foi
estimada por comparacdo visual pela intensidade de fluorescéncia de fragmentos de

DNA com concentracfes conhecidas (DNA do fago A a 25ng, 50ng, 100ng e 250ng).
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Figura 1: Locais de coleta dos acessos de Paspalum notatum procedentes do Estado do
Rio Grande do Sul, Brasil.

Cadigo Cadigo de Acesso Local Coordenadas
1 TS, MD,FC 1 Camaqué - RS Long. - 51,58 Lat. - 30,50
4 TS, MD, FC 4 Camaqué - RS Long. - 51,55 Lat. - 30,44
6 TS, MD, FC 6 Camaqué - RS Long. - 51,55 Lat. - 30,44
10 TS, MD, FC 10 Chuvisca - RS Long. - 52,08 Lat. - 30,39
13 TS, MD, FC 13 Dom Feliciano - RS Long. - 52,10 Lat. - 30,38
18 TS, MD, FC 18 Dom Feliciano - RS Long. - 52,10 Lat. - 30,37
27 TS, MD, FC 27 Dom Feliciano - RS Long. - 52,17 Lat. - 30,33
30 TS, MD, FC 30 Dom Feliciano - RS Long. - 52,23 Lat. - 30,33
36 TS, MD, FC 36 Dom Feliciano - RS Long. - 52,26 Lat. - 30,34
40 TS, MD, FC 40 Rio Pardo - RS Long. - 52,30 Lat. - 30,03
48 TS, MD, FC 48 Encruzilhada do Sul - RS Long. - 52,34 Lat. - 30,49
60 TS, MD, FC 60 Encruzilhada do Sul - RS Long. - 52,41 Lat. - 30,59
63 TS, MD, FC 63 Encruzilhada do Sul - RS Long. - 52,47 Lat. - 30,59
64 TS, MD, FC 64 Encruzilhada do Sul - RS Long. - 52,47 Lat. - 31,06
68 TS, MD, FC 68 Cangucgu - RS Long. - 52,51 Lat. - 31,10
75 TS, MD, FC 75 Cangucgu - RS Long. - 52,44 Lat. - 31,21
83 TS, MD, FC 83 Cangucgu - RS Long. - 52,49 Lat. - 31,14
85 TS, MD, FC 85 Cangucgu - RS Long. - 52,53 Lat. - 31,08
88 TS, MD, FC 88 Piratini - RS Long. - 52,58 Lat. - 31,06
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91
96
99
103
105
109
112
116
122
124
126
135
140
151
154
175
193
206
223
224
226
230
235
238
242
243
244
247
248
252
255
259
261
268
271
C1
C3
C4
C6
C9
C10
C12
C13
C15
C16
C17
C18
C19
C20
C21
C22
C23
C24
C25
C26
C28
M1
M2
M4
M5
M6
M7
M8
M9

TS, MD, FC 91
TS, MD, FC 96
TS, MD, FC 99
TS, MD, FC 103
TS, MD, FC 105
TS, MD, FC 109
TS, MD, FC 112
TS, MD, FC 116
TS, MD, FC 122
TS, MD, FC 124
TS, MD, FC 124
TS, MD, FC 135
TS, MD, FC 140
TS, MD, FC 151
TS, MD, FC 154
TS, MD, FC 175
TS, MD, FC 193
TS, MD, FC 206
TS, MD, FC 223
TS, MD, FC 224
TS, MD, FC 226
TS, MD, FC 230
TS, MD, FC 235
TS, MD, FC 238
TS, MD, FC 242
TS, MD, FC 243
TS, MD, FC 244
TS, MD, FC 247
TS, MD, FC 248
TS, MD, FC 252
TS, MD, FC 255
TS, MD, FC 259
TS, MD, FC 261
TS, MD, FC 268
TS, MD, FC 271

FC 001

FC 003

FC 004

FC 006

FC 009

FC 010

FC 012

FC 013

FC 015

FC 016

FC 017

FC 018

FC 019

FC 020

FC 021

FC 022

FC 023

FC 024

FC 025

FC 026

FC 028

V14244 "A"
V14244 "E"

V14310

V14326

V14329

V14327

V14614

V14783

Piratini - RS
Santana da Boa Vista - RS
Santana da Boa Vista - RS
Santana da Boa Vista - RS
Santana da Boa Vista - RS
Santana da Boa Vista - RS
Santana da Boa Vista - RS
Santana da Boa Vista - RS

Cachoeira do Sul - RS
Pantano Grande - RS
Eldorado do Sul

S&o Francisco de Paula - RS

Lageado Grande - RS
Bom Jesus - RS
Cambara do Sul - RS
Jaquirana - RS
S&o José do Ausentes - RS
Vacaria - RS - RS
Rosério do Sul - RS
Rosério do Sul - RS
Rosério do Sul - RS

Santana do Livramento - RS
Santana do Livramento - RS
Santana do Livramento - RS
Santana do Livramento - RS

Quarai - RS
Quarai - RS
Quarai - RS
Quarai - RS
Quarai - RS
Uruguaiana - RS
Uruguaiana - RS
Itaqui - RS
Alegrete - RS
Rosério do Sul - RS
Sarandi - RS
Palmitinho - RS
Tenente Portela - Rs
Santo Angelo - RS
Tuparendi - RS
Tuparendi - RS
Porto Mauéa - RS
Alecrim - RS
Porto Lucena - RS
Candido Godoi - RS
Sdo Luiz Gonzaga - RS
Sdo Luiz Gonzaga - RS
Caibaté - RS

S&o Miguel das Missdes - RS
Sao Miguel das Missdes - RS

Caibaté - RS
Sdo Luiz Gonzaga - RS

Santo Ant6nio das Missdes - RS
Sao Francisco de Assis - RS
Sao Francisco de Assis - RS
Sao Francisco de Assis - RS

Uruguaiana - RS
Uruguaiana - RS
Barra do Quarai - RS
Capivari do Sul - RS
Capivari do Sul - RS
Capivari do Sul - RS
Itaquirai - MS
Vale do Sol - RS

Long.
Long.
Long.
Long.
Long.
Long.
Long.
Long.
Long.
Long.
Long.

- 53,03
- 53,03
- 53,06
-53,10
- 53,17
-53,17
-53,23
- 53,22
- 52,57
-52,31
-51,06

Long. - 50,53
Long. - 50,37

Long.
Long.
Long.
Long.
Long.
Long.
Long.
Long.
Long.
Long.
Long.
Long.
Long.
Long.
Long.
Long.
Long.
Long.
Long.
Long.
Long.
Long.
Long.
Long.
Long.
Long.
Long.
Long.

- 50,30
-50,17
- 50,27
- 50,07
-50,54
- 54,60
- 55,10
-55,21
- 55,29
- 55,37
- 55,50
- 56,04
- 56,14
- 56,21
- 56,28
- 56,28
- 56,28
- 56,26
- 56,46
- 56,06
- 55,22
- 54,59
-52,51
- 53,37
- 53,50
- 54,16
-54,34
-54,34

Long. - 54,43

Long.
Long.
Long.
Long.
Long.
Long.

-54,44
- 54,55
- 54,45
- 54,58
- 54,58
- 54,39

Long. - 54,33
Long. - 54,34

Long.
Long.

- 54,38
-55,01

Long. - 55,17

Long
Long

Long.

Long

Long.

Long
Long

Long.

**%

**

.-57,0
.-57,0
-57,4
.-50,5
-50,5
.-50,5
.-54,1
-52,7

Lat. - 31,01
Lat. - 30,57
Lat. - 30,56
Lat. - 30,50
Lat. - 30,46
Lat. - 30,40
Lat. - 30,35
Lat. - 30,28
Lat. - 30,16
Lat. - 30,13
Lat. - 30,01
Lat. - 29,05
Lat. - 29,06
Lat. - 29,13
Lat. - 29,15
Lat. - 28,45
Lat. - 28,44
Lat. - 28,31
Lat. - 30,19
Lat. - 30,34
Lat. - 30,49
Lat. - 30,53
Lat. - 30,48
Lat. - 30,42
Lat. - 30,35
Lat. - 30,28
Lat. - 30,26
Lat. - 30,19
Lat. - 30,19
Lat. - 30,19
Lat. - 30,01
Lat. - 29,53
Lat. - 29,53
Lat. - 30,02
Lat. - 30,14
Lat. - 28,06
Lat. - 27,20
Lat. - 27,23
Lat. - 28,19
Lat. - 27,40
Lat. - 27,40
Lat. - 27,38
Lat. - 27,42
Lat. - 27,51
Lat. - 27,58
Lat. - 28,14
Lat. - 28,14
Lat. - 28,24
Lat. - 28,28
Lat. - 28,26
Lat. - 28,24
Lat. - 28,25
Lat. - 28,29

Lat. - 29,7
Lat. - 29,7
Lat. - 30,1
Lat. - 30,2
Lat. - 30,2
Lat. - 30,2
Lat. - 23,3
Lat. - 29,6
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M11 V14282 Candoi - PR Long. - 52,0 Lat.-255
M17 V14870 Capivari do Sul - RS Long. - 50,5 Lat. - 30,2
M18 V14871 Capivari do Sul - RS Long. - 50,5 Lat. - 30,2
M23 MD s/n Encruzilhada do Sul - RS Long. - 52,6 Lat. - 30,6
M24 MD s/n Encruzilhada do Sul - RS Long. - 52,6 Lat. - 30,6
M25 MD s/n Lavras do Sul - RS Long. - 54,0 Lat. - 30,9
M26 MD s/n Cacapava do Sul - RS Long. - 53,5 Lat. - 30,5
M27 MD s/n Lavras do Sul - RS Long. - 54,0 Lat.- 30,9
M28 MD s/n Cacapava do Sul - RS Long. - 53,5 Lat.- 30,5
M29 MD s/n Lavras do Sul - RS Long. - 54,0 Lat.- 30,9
M30 MD s/n Bagé - RS Long. - 54,1 Lat.-31,3
M31 MD s/n André da Rocha - RS Long. - 51,5 Lat. - 28,6
M32 MD s/n Barretos - SP Long. - 48,6 Lat.-20,5
M33 MD s/n Vacaria - RS Long. - 51,0 Lat.- 28,5
M35 MD s/n Séo Borja - RS **

M36 CN s/n San Tomé - AR *x

M37 CN s/n San Tomé - AR wx

M39 CN s/n San Tomé - AR wx

M41 CN s/n San Tomé - AR w*

M42 CN s/n San Tomé - AR wx

M44 CN s/n San Tomé - AR *x

M49 CNs/n Mostardas *x

M50 CNs/n Piracicaba - SP Long. - 47,9 Lat.-22,7
M51 CN s/n Possadas - AR ol

M54 Sts/n Eldoradodo Sul - RS Long. - 51,6 Lat.-30,1
M55 V14921 Quarai - RS Long. - 56,4 Lat. - 30,4
M56 V14931 Alegrete - RS Long. - 55,8 Lat. - 29,8
M67 MD s/n Colonia-UY Hx

M69 MD s/n S&o José do Horténcio - RS Long. - 51,2 Lat.-29,6
Bag2 Cultivada Agronomia-UFRGS ** **

Ard CN s/n André da Rocha - RS *x
Pens9 Sts/n Viaméo - RS Long. - 50,8 Lat. - 30,0

*V - Valls, J.F.M.; CN — Nabinger, C.; MD - Dall’Agnol, M.; St — Steiner, M.G.; FC — Cidade, F.W.; TS — Souza- Chies, T.T.; **
néo disponivel;.

Tabela 1: Acessos de Paspalum notatum, codigos dos coletores, origem e coordenadas
geograficas.

Amplificacdo do DNA gendmico total

Foram utilizados quatro *“*primers” correspondentes a sequiéncias de
microssatélites sintetizados pela empresa Promega: (CT)sG, (AC)sT, (GA)sG e
(CTC)sRC.

As reacOes foram realizadas para um volume de 25 pl, contendo 2,5 ul de 10x
PCR Buffer; 0,75 ul de DMSO (96%); 2,5 ul de MgCl, (50mM), 1ul de dNTPs
(10mM), 1ul de Primer (10 pmol/ul); 0,25 ul de Taqg polimerase Cenbiot (5U/ul); 10 a

30 ng de DNA genbémico; agua MilliQ estéril para completar o volume de 25 pl.

Condigdes de Amplificacao:
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As amplificacGes foram realizadas em termociclador da Applied Biosystems
(Gene AMP PCR System 2400). As reagdes foram submetidas a 40 ciclos de
amplificacdo apds a desnaturacdo inicial a 94°C por 5 min. Cada ciclo consistiu de 1
minuto a 94°C, 45 segundos a 48-50°C e 2 minutos a 72°C (desnaturacao, anelamento e
extensdo das fitas de DNA, respectivamente). Ao final, foi realizada uma extenséo de 5
minutos a 72°C.

Os produtos de amplificacdo submetidos a eletroforese em gel de agarose (2%),
migraram em tampdo TBE 1X (50mM Tris, 50mM &cido boérico, 2,5mM EDTA, pH
8,3) sob voltagem constante de 100 volts por 3 horas. O marcador “Ladder” 100bp
(Gibco) foi utilizado como marcador de peso molecular. O gel de agarose, corado com

brometo de etidio foi visualizado sob luz UV e fotografado.

Anélise dos Dados:

A partir da leitura dos géis gerou-se uma matriz binaria em que os individuos
foram genotipados quanto a presenca (1) e auséncia (0) de bandas (fragmentos de DNA
amplificados). A matriz foi utilizada para calcular a porcentagem de polimorfismo
obtido com cada primer analisado, através da seguinte formula: P =nbp/nbt, onde P é o
indice de polimorfismo, npb é o nimero de bandas polimdrficas e nbt € o nimero total
de bandas.

A matriz binaria foi analisada com o auxilio do Programa NTSYS-PC verséo 2.1
(Rohlf, 2000). Foi utilizado o coeficiente de similaridade de Jaccard para gerar as
matrizes de similaridade. Para a constru¢do do dendograma, foi utilizado o método de
agrupamento UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Average).

Com a finalidade de verificar a consisténcia dos agrupamentos gerados no

dendograma, foi montada uma matriz de distancia cofenética, utilizando o mddulo
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COPH do programa NTSYS. Com o auxilio do modulo MXCOMP a matriz de

similaridade original foi correlacionada com a matriz de distancia cofenética.

Citometria de fluxo

Os acessos analisados com a técnica de citometria de fluxo estdo expressos no
dendograma obtido a partir dos dados moleculares (Figura 4) e suas origens geograficas
estdo destacadas na Tabela 1. Apenas 0s acessos que permaneceram vivos durante o
cultivo foram analisados com esta técnica, pois ha necessidade de material foliar fresco.
Preparacéo da suspensao de nucleos intactos e analise das amostras:

As amostras para analise de citometria de fluxo foram preparadas de acordo com
Dolezel and Gohde (1995).

Cerca de 50 mg de tecido foliar (folhas jovens) foi selecionado. O tecido foliar
foi “picado” com lamina afiada em 0,5 ml de tampdo OTTO | (0,1M de &cido citrico,
0,5% de Tween20) em placa de Petri. A suspensédo de ndcleos foi filtrada em membrana
de nylon 37 um em tubos eppendorf de 2 ml.

Posteriormente adicionou-se tampé&o OTTO Il (0,4M Na;HPO,*12H,0), RNase
(50 pg/ml) e lodeto de Propidio (50 ug/ml). O volume total foi transferido para tubos de
polietileno de 5 ml e levados ao citdmetro. A intensidade de fluorescéncia dos nucleos
marcados foi analisada usando o citdmetro FACScalibur, Becton Dickinson. O
citdmetro foi calibrado utilizando-se uma planta de nivel de ploidia conhecido, neste
caso, utilizou-se Paspalum notatum var. saurae (2n=2x=20).

O nivel de ploidia das amostras foi estimado pela comparacdo da posicdo dos

picos em G1 com o padrdo.

Dados morfolégicos:
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Buscou-se na literatura caracteristicas relevantes as quais poderiam ajudar na
classificacéo de biotipos de Paspalum notatum.

Neste trabalho considerou-se o “acesso” como “unidade operacional” (OTU).
Foram utilizadas plantas coletadas em diferentes localidades da América do Sul,
principalmente, no Estado do Rio Grande do Sul (Tabela 1).

Os caracteres considerados Uteis para a separacdo de bidtipos de Paspalum
notatum corresponderam a altura do colmo florifero, numero de ramos da
inflorescéncia, média dos comprimentos dos ramos da inflorescéncia, comprimento e
largura de lamina foliar e comprimento e largura das espiguetas, em alguns casos a
presenca ou auséncia de tricomas nas laminas foliares foi util. Os caracteres
mencionados sdo apresentados na Tabela 2, para analise por taxonomia numérica.

Foram analisados 95 acessos (Figura 2) quanto a caracteristicas morfoldgicas.
Para alguns acessos, tinha-se apenas a exsicata como fonte de informagéo, e em outra
parcela do material foi possivel adquirir as medida diretamente das plantas cultivadas
em vasos com substrato comercial na Faculdade de Agronomia da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul. Foi utilizada régua milimetrada para obtencéo das medidas, estas
foram realizadas no estadio de florescimento pleno, compreendendo os meses de
dezembro de 2005 a fevereiro de 2006, visando a padronizacdo das medi¢fes com o

estadio fenoldgico das plantas.

CARACTERES ESTADOS

1. Altura do colmo florifero (cm)

2. Numero de ramos da inflorescéncia 0) 2

(1) 2 ou mais

3. Média dos comprimentos dos ramos da inflorescéncia (cm)

4. Comprimento da lamina foliar (2° folha abaixo da bandeira)

(cm)

39



5. Largura da lamina foliar (2° folha abaixo da bandeira) (mm)

6. Pilosidade da lamina foliar (0) glabra
(1) pilosidade parcial
(2) densa pilosidade

7. Comprimento da espigueta (mm)

8. Largura da espigueta (mm)

Tabela 2: Caracteres utilizados para analise de Taxonomia Numérica.

Na matriz de dados, com 95 OTU’s e oito caracteres, 0s caracteres qualitativos
foram codificados em estados, sendo usado um so6 algarismo para cada cédigo, enquanto
0s caracteres quantitativos foram incluidos pelos seus valores reais, resultando em uma
matriz com dados mistos. Devido a isto, a mesma teve que ser padronizada no modo
Stand do NTSYS 2.1 (Rohlf, 2000).

As técnicas numericas utilizadas incluiram andlise de agrupamento (UPGMA),
baseada no coeficiente de distancia Euclidiana. As analises foram realizadas no
programa NTSYS 2.1 (Rohlf, 2000). As analises de estatistica descritiva e contribuicéo
relativa dos caracteres para divergéncia genética foram realizadas com o auxilio do

Programa Genes (Cruz, 2001).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Dados de citometria de fluxo:

A espécie Paspalum notatum apresenta citotipos sexuais dipléides (2n=2X=20),
agamospérmicos tetrapldides (2n=4X=40), e ocasionalmente, encontram-se na natureza
tripldides e pentaploides (Quarin, 1989; Tischler & Burson, 1995).

A técnica de citometria de fluxo foi realizada com o intuito de caracterizar os
acessos de Paspalum notatum quanto ao nivel de ploidia, para contribuir ao tratamento

taxonémico dado ao Complexo Paspalum notatum e a unidade espécie.

40



Os niveis de ploidia observados para os acessos analisados através da técnica de
citomeria séo apresentados junto ao dendograma dos ISSR (Figura 4). A predominancia
de acessos tetrapldides € visivel. Cerca de 97,6% das plantas analisadas sdo tetraploides.
Observou-se um individuo hexaploide (88). Martinez et al. (1994), em cruzamentos
experimentais entre plantas diploides e tetrapldides, obteve plantas hexaploides. Se
experimentalmente, através de cruzamento entre plantas de diferentes niveis de ploidia,
obteve-se individuos hexaploides talvez seja possivel se encontrar tal citétipo na
natureza.

Embora Pozzobon & Valls (1997) tenham encontrado individuos dipléides no
Estado do Rio Grande do Sul (sul do Brasil), os referidos autores consideraram
duvidosa a ocorréncia natural de dipldides, porém, dificilmente todos os acessos
dipléides encontrados em campos nativos desse Estado sejam escape da cultivar
Pensacola (Paspalum notatum var. saurae). Neste trabalho comprovou-se a ocorréncia
de um individuo dipléide em Uruguaiana (fronteira do Brasil e Argentina) e um em
Capivari do Sul (Regido do litoral do Estado do Rio Grande do Sul — Brasil). O ultimo
municipio mencionado tem investido na recuperacdo de pastagens nativas e ha anos ndo
ocorre o plantio de forragem cultivada nesta localidade. Segundo Valls (comunicacéo
pessoal) a regido de Capivari do Sul é um local de grande diversidade da espécie.

O conhecimento do nivel de ploidia em espécies de interesse agronémico é (til
para programar estratégias de melhoramento genético, e a citometria de fluxo pode ser
uma ferramenta rapida para esta finalidade, desde que a técnica esteja bem padronizada
para evitar a obtengéo de falsos resultados.

Dados morfoldgicos:
A distancia genética entre 0s acessos de Paspalum notatum foi estimada pelo

coeficiente de distancia euclidiana. A matriz de distancia genética foi utilizada para
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gerar o dendograma (Figura 2). A maior distancia observada foi de 9,37 entre 0s acessos
Pensacola (Pens) e 0 M39 e a menor foi de 0,11 entre os acessos M56 e M67.

O ponto e corte foi estimado em 3,59, através da media das distancias entre
todos 0s acessos. A partir deste ponto observa-se a formacao de 8 grupos (Figura 2).
Grupo 1 : Caracteriza-se por apresentar comprimento dos ramos da inflorescéncia
variando de 2 a 7,2 cm, altura do colmo florifero de 10,5 a 33,5 cm, laminas foliares, em
geral, medindo 2,5 a 7,2 cm de comprimento e 2,3 a 7 mm de largura, comprimento e
largura da espigueta entre 2,0 a 3,2 mm e 1,5 a 2,2 mm, respectivamente. Laminas
foliares glabras a pubescentes.
Grupo 2: Ramos da inflorescéncia medindo 5,5 a 15 cm, colmo florifero de 27 a 62 cm,
largura da lamina foliar de 5 a 10 mm e comprimento de 9 a 36 cm, comprimento e
largura da espigueta de 3 a 4 mm e de 2 a 3 mm, respectivamente. Laminas foliares
glabras a levemente pubescentes.
Grupo 3: € representado por plantas com ramos da inflorescéncia medindo de 4,3 a
6,75 cm, colmo florifero de 21 a 24 cm, comprimento da ldmina foliar de 13,8 a 27 cme
largura de 7 mm, espiguetas com 2 a 3 mm de comprimento e 1,9 a 2,9 mm de largura.
Laminas foliares levemente pubescentes.
Grupo 4 : as plantas pertencentes a este grupo apresentam ramos da inflorescéncia
variando de 9 a 12 cm, colmo florifero de 34 a 45 cm, comprimento da lamina foliar de
27 a 36 cm e largura de 8 a 10 mm, espigueta com 3 a 4 mm de comprimento e 2 a 2,5
mm de largura. Laminas foliares glabras.
Grupo 5: é constituido apenas pelo acesso Ar4 de André da Rocha. Apresentando
ramos da inflorescéncia medindo 10 cm, colmo florifero com 43 cm, lamina foliar com
25 cm de comprimento e 10 mm de largura e espigueta com 4 mm de comprimento e

2,8 mm de largura. Laminas foliares glabras a levemente pubescentes.
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Grupo 6: representado pelo acesso M49, apresentando ramos da inflorescéncia
medindo 8 cm, colmo florifero 38,2 cm, 1amina foliar com 22 cm de comprimento e 8
mm de largura, espiguetas com 2,5 mm de comprimento e 1,5 mm de largura. Laminas
foliares pubescentes.
Grupo 7: representado pelo acesso M54, com ramos da inflorescéncia medindo 8,75
cm, colmo florifero 30 cm, lamina foliar com 19,2 cm de comprimento e 10 mm de
largura, espigueta com 3,2 mm de comprimento e 2,2 mm de largura. Laminas foliares
glabras.
Grupo 8: representado pelo acesso Pens9 (Paspalum notatum var. saurae),
apresentando ramos da inflorescéncia medindo 8,75 cm, colmo florifero com 59,5 cm,
laminas foliares com 25,4 cm de comprimento e 4 mm de largura, espigueta com 2,8
mm de comprimento e 1,5 mm de largura. Laminas foliares glabras.

O coeficiente de correlagdo cofenética, o qual indica o quanto o agrupamento
dos acessos apresentados no dendograma representa a estimativa da similaridade

genética a partir de determinado marcador foi de 0,91.

Variaveis| Meédia Minimo | Maximo CVv Variancia DP
ACFL 26,72 9,5 62,00 37,15 98,57 9,92
NRINF 0,03 0 1 556,71 0,03 0,18

MCRINF 6,02 2,00 15,00 46,09 7,70 2,78

CLF 11,52 3,30 38,00 67,92 61,22 7,82
LLF 5,66 2,30 12,00 33,72 3,64 1,91
PLF 0,51 0 2 128,70 0,42 0,65
CESP 3,06 2,00 4,00 12,15 0,14 0,37
LESP 2,03 1,50 3,00 12,96 0,07 0,26

ACFL = altura do colmo florifero, NRINF = ndmeros de ramos da inflorescéncia, MCRINF = média do comprimento dos ramos da
inflorescéncia, CFL = comprimento da l&mina foliar, LFL = largura da lamina foliar, PLF = pilosidade da I&mina foliar, CESP =
comprimento da espigueta, LESP = largura da espigueta. CV = co-variancia, DP = desvio padrao.

Tabela 3: Estatistica descritiva obtida pela analise de distancia euclidiana

Analisando a tabela acima (Tabela 3) se pode observar que o carater que
apresentou maior variacdo corresponde a altura do colmo florifero, a qual obteve valor
de 98,57, variando de 9,5 a 62 cm, sendo seguida pelo comprimento da lamina foliar,

67,22 e pela média do comprimento dos ramos da inflorescéncia com valor de 7,70.
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Steiner (2005) apresentou cinco caracteristicas as quais contribuiram em maior
proporcdo para a divergéncia genética entre os acessos de Paspalum notatum, que
foram: comprimento dos ramos da inflorescéncia (18,10%), comprimento da espigueta
(15,05%), largura da lamina foliar (14,05%) e comprimento da lamina foliar (12,05%).
Tais caracteristicas foram igualmente mencionadas por Barreto (1974) e Canto-Dorow
(1993) como fontes de informacdo Uteis para a separacdo de bidtipos de Paspalum
notatum.

Na tabela abaixo (Tabela 4) é apresentada a contribuicdo relativa das
caracteristicas avaliadas para a divergéncia genética entre os acessos estudados. Neste
caso se destacam a altura do colmo florifero, o comprimento da Iamina foliar, a média
do comprimento dos ramos da inflorescéncia e a largura da lamina foliar, que somadas

contribuiram para 96,39% da divergéncia entre 0s acessos.

Contribuicdo relativa para
Variaveis a divergéncia genética

Altura do colmo florifero 50,51%
NUmero de Ramos da Inflorescéncia 1,25%
Média dos comprimentos dos ramos da inflorescéncia 7,59%
Comprimento da lamina foliar (2° folha abaixo da bandeira) 30,70%
Largura da lamina foliar (2° folha abaixo da bandeira) 5,33%
Pilosidade da lamina foliar 1,80%
Comprimento da espigueta 1,50%
Largura da espigueta 1,32%

Tabela 4: Contribuicéo relativa dos caracteres para divergéncia genética
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011 196 381 5.66 750
Distancia Euclidiana

Figure 2: Dendograma UPGMA baseados no coeficiente de similaridade de Jaccard
entre os acessos de Paspalum notatum obtido a partir dos dados morfoldgicos
Marcadores moleculares ISSR

45



Um total de 91 fragmentos foram escorados para 0s quatro “‘primers”
analisados, com variacdo de 18 [(CT)sG] a 27 [(CTC)sRC] fragmentos (média de 22,75
fragmentos) por ““primer”.

Foi possivel detectar um amplo polimorfismo para os marcadores ISSR em
acessos de Paspalum notatum (Tabela 5). Somente 2 fragmentos foram monomorficos
(2,2%) entre todos 0s acessos, 0s quais foram gerados pelos primer (CT)sG e (AC)sT. A
Figura 3 ilustra o padréo eletroforético obtido com o ““primer” ISSR (CT)s G para

acessos de Paspalum notatum.

Numero de Bandas indice de polimorfismo
Primers5' — 3' bandas polimorficas (%)
(CT)8-G 18 17 94,4
(AC)8-T 20 19 95
(GA)8-G 26 26 100
(CTC)6-RC 27 27 100
TOTAL 91 89 97,8

Tabela 5: Seqiiéncia dos Primers, numero absoluto e polimorfismo de bandas
amplificadas pelos marcadores ISSR, indice de polimorfismo obtido para Paspalum
notatum.

O coeficiente de similaridade de Jaccard variou de 0,43 a 0,97, com uma média
de 0,59. A proporcdo relativamente ampla de fragmentos polimdrficos e o baixo
coeficiente de similaridade entre alguns bi6tipos sugerem que existe uma consideravel
variacdo genética dentro da espécie Paspalum notatum.

Espinosa et al. (2006) analisaram acessos de Paspalum notatum com auxilio de
marcadores moleculares AFLP, onde a distancia genética entre os genoétipos variou de
0,01 a 0,36, indicando uma diversidade genética relativamente pequena. Estes

resultados contrastam com os obtidos no presente trabalho. Essas diferencas podem ser,

provavelmente, devido as diferentes técnicas utilizadas, bem como ao numero de
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gendtipos analisados (42). Assefa et al. (2003) utilizaram marcadores ISSR para
amostrar a diversidade genética em populacbes de Eragrostis tef (Poaceae) e
constataram que estes marcadores foram mais eficientes para separar variedades e mais
polimorficos em relacdo aos marcadores AFLP, utilizados em trabalhos anteriores para

amostrar a diversidade da mesma especie.
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Figura 3: Padrdo eletroforético obtido com o primer ISSR (CT)s G para acessos de
Paspalum notatum.

O complexo modo de reproducdo de Paspalum notatum contribui para o

surgimento de novos genoétipos. A apomixia obrigatoria é praticamente a regra em
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Paspalum notatum, contudo ha co-especificos sexuais diploides alégamos (Burton,
1946; 1948). E, eventualmente, tetraploides com apomixia facultativa (Quarin, 1992).

Quarin (1992) sugeriu que as espeécies autotetrapldides de Paspalum devem ter
surgido em um curso de dois passos: Dipldides sexuais de fecundacdo cruzada
eventualmente desenvolvem sacos embrionarios apospoérico. Ocasionalmente a oosfera
ndo reduzida é fertilizada por nucleos espermaticos reduzidos de um dipléide, formando
um tripléide (2n, 2x+n=3x). O tripldide produziria uma prole que em combinacdo com
polen de dipldides formariam os tetrapldides (2n, 3x+n=4x). Assim, novos genotipos
autetrapldides surgiriam. Esta teoria vem sendo reforcada em Paspalum notatum pelas
descobertas da ocorréncia de tripldides em populagdes naturais (Quarin, 1989; Tischler
and Burson, 1995).

Daurelio et al (2004) ao avaliar a diversidade genética em trés populagdes de
Paspalum notatum com auxilio de RAPD, das quais duas populacBes apomiticas
tetrapldides, sendo uma destas em simpatria com uma populacdo de dipldides sexuais.
Os autores observaram uma taxa de variabilidade superior na populacdo apomitica
simpatrica em relacdo a populacéo isolada de tetrapldides apomiticos. Os resultados do
referido trabalho indicaram que a co-existéncia de dipldides sexuais e tetrapldides
apomiticos devem aumentar a variabilidade no sistema apomitico. Os novos gendtipos
que surgem através deste sistema agamico, favorecem a selecdo de gendtipos superiores
adaptados aos mais diversos ambientes.

Pode-se observar na Figura 4 que os acessos coletados na regido de Capivari do
Sul apresentaram-se dispersos nos diferentes grupos formados no dendograma,
provavelmente, alguns desses acessos devem ter se originado de eventos independentes
de autopoliploidizacdo. Por outro lado, a variagédo existente entre os diferentes acessos

analisados pode ser devido ao modo de reproducdo apomitica que, teoricamente, causa
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um isolamento, impedindo o fluxo génico e, conseqlientemente a divergéncia genética
entre as diferentes populagdes. Além disso, os supostos fundadores de populacbes de
mesma origem geografica podem ser mais distantes entre si do que entre individuos de

outras regioes.

Agrupamentos formados no dendograma

No Estado do Rio Grande do Sul encontramos uma ampla variedade de formas
para a espécie Paspalum notatum, o que levou alguns autores a propor a subdivisdo da
espécie em nivel intra-especifico. Barreto (1974) considerou quatro diferentes “formas”
para a espécie, onde as caracteristicas apresentadas por estas permaneciam constantes,
porém o autor mencionou que ndo havia caracteres fixos que permitiriam a diviséo da
espécie em variedades. Mais tarde, Canto-Dorow (1993) avaliou um grande nimero de
acessos de Paspalum notatum propondo uma nova classificacdo intra-especifica, a
referida autora considerou um total de quatro diferentes bidtipos para Paspalum
notatum var. notatum. As classificacbes propostas pelos autores mencionados acima
foram utilizadas para a caracterizacdo intra-especifica dos acessos de Paspalum notatum
analisados neste trabalho. A similaridade média entre os individuos analisados de P.
notatum foi utilizada para formar os agrupamentos. Observa-se a formacdo de seis

grupos principais (Figura 4)
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Figure 4: Dendograma UPGMA baseados no coeficiente de similaridade de Jaccard
entre 0s acessos de Paspalum notatum obtido a partir dos marcadores moleculares

ISSR. 2x=diploid e 4x=tetraploid (resultados obtidos pela analise de citometria de
fluxo).

O grupo 1 é formado por acessos provenientes das Regides da Encosta do

Sudeste, Campanha e Missdes no Estado do RS. As caracteristicas morfoldgicas
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apresentadas pelos acessos do grupo 1 permitem a divisdo deste em dois subgrupos. O
agrupamento disposto no apice do dendograma compreende acessos da Encosta do
Sudeste, 0s quais caracterizam-se por apresentar colmo florifero de 19.0-25.0 cm,
inflorescéncia com ramos de 3.0-6.0 cm, laminas foliares de 5.0-7.0 cm de comprimento
e 2.0-4.0 mm de largura, glabras a levemente pubescentes, espigueta de 3.0 mm de
comprimento e 2.0 mm de largura. Tais caracteristicas correspondem a “forma” comum
proposta por Barreto (1974) e com o biétipo “C” e “D” conforme Canto-Dorow (1993).
O segundo subgrupo apresenta acessos com colmo florifero de 20.0-33.0 cm, ramos da
inflorescéncia de 4-7 cm, laminas foliares de 8.0-14.0 cm de comprimento e 3.0-5.0 mm
de largura, glabras a pubescentes, espigueta de 2.8-3.2 mm de comprimento e 1.5-2.0
mm de largura. Correspondem a “forma” comum (Barreto, 1974) e aos biotipos “B” e
“D” (Canto-Dorow, 1993).

O segundo grande grupo (grupo 2) compreende acessos de varias regifes
fisiogréficas do RS, com ampla variagdo morfol6gica. No geral, as plantas pertencentes
a esse grupo apresentam laminas foliares largas, algumas das quais séo longas, glabras a
pubescentes. Pode-se distinguir dois subgrupos principais. O primeiro que compreende
0s acessos de nimero 13 a 126, que apresentam colmo florifero de 17.0-30.0 cm, ramos
de 3.0-7.0 cm, laminas foliares de 5.0-14.0 cm de comprimento e 5.0-8.0 mm de
largura, glabras a pubescentes, espigueta de 2.0-3.5 mm de comprimento e 1.5-2.3 mm
de largura. Alguns acessos correspondem a “forma” comum (Barreto, 1974) e ao bidtipo
“D” (Canto-Dorow, 1993), porém, apesar da semelhanca nas medidas das estruturas,
alguns dos acessos nao possuem tricomas e ndo existem bidtipos descritos por Canto-
Dorow (1993) para o padrdo encontrado nos acessos desse subgrupo. A maioria dos
acessos deste subgrupo apresenta folhas curtas e largas (maiores que 5.0 mm de

largura).
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O segundo subgrupo (M17 a M49) relne acessos que nao apresentam um
fragmento de DNA presente na maioria dos acessos tetraploides de Paspalum notatum,
com excecdo de M49 (Fig. 2). Este mesmo fragmento também se encontra ausente em
ambos acessos diploides analisados. Os acessos pertencentes a esse subgrupo sdo
provenientes de San Tomé e Posadas (Argentina), Capivari do Sul e Mostardas (Litoral
do Rio Grande do Sul, Brasil). Os representantes desse subgrupo caracterizam-se por
apresentarem laminas longas (12.5-36.0 cm de comprimento) e largas (7.0-10.0 mm de
largura), glabras ou levemente pubescentes, colmo florifero de 20.0-62.0 cm, ramos da
inflorescéncia de 7.2-15.0 cm, espigueta de 3.0-4.0 mm de comprimento e 2.0-2.8 mm
de largura. Os representantes deste subgrupo correspondem as “formas” gigante e/ou
Uruguaiana descritas por Barreto (1974) e ao biotipo “A” proposto por Canto-Dorow
(1993), porém algumas das plantas analisadas para este subgrupo apresentam leve
pubescéncia nas laminas foliares e ambos os autores referidos anteriormente consideram
laminas foliares glabras para estas formas (Barreto 1974) e bidtipo (Canto-Dorow
1993).

Os acesso M2 e M8 e 0 247 e 252 compartilham as mesmas caracteristicas
mencionadas para o subgrupo acima descrito. Por algum motivo os acessos 85, 193 e
106, os quais correspondem a “forma” comum (Barreto, 1974) e ao biétipo “D” (Canto-
Dorow, 1993) agruparam-se mais proximos aos acessos 255, C17 e Pens, onde os dois
primeiros correspondem ao bidtipo “A” (Canto-Dorow 1993) e a “forma” gigante
(Barreto, 1974), e o Pens corresponde a Paspalum notatum var. saurae (dipldide).
Provavelmente o nimero de marcadores utilizados neste trabalho podem ter sido
insuficiente para uma clara separacgéo de bi6tipos.

No grupo 3 encontram-se 0s acessos 2 (Encosta do Sudeste), 154 (Campos de

Cima da Serra), os quais correspondem ao bidtipo “D” (Canto-Dorow, 1993). Os
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acessos 223 a 226 sdo de Rosario do Sul (Regido da Campanha do Estado do Rio
Grande do Sul) e correspondem ao bidtipo “A” (Canto-Dorow), apresentando colmo
florifero de 31.0-49.0 cm, ramos da inflorescéncia em média com 9.5 cm, laminas
foliares 17.0 cm de comprimento e 7-10 mm de largura, glabras, espigueta 3.2-3.8 mm
de comprimento e 2.0-2.8 mm de largura.

O acesso AR (André da Rocha, RS, Brasil) apresentou colmo florifero de 31.0

cm, ramos com 9.5 cm, lamina foliar de 16.5 cm de comprimento e 9.5 mm de largura,
glabras e espigueta 3.8 mm de comprimento e 2.8 mm de largura.
Os representantes do grupo 4 caracterizam-se pr apresentar colmo florifero de 24.0-30.0
cm, ramos de 7.0-13.0 cm de largura, laminas foliares de 8-14 cm de comprimento e de
7.0-9.0 mm de largura, pubescentes, espigueta de 2.9-3mm de comprimento e de 1.7-2.0
mm de largura. Os acessos M5, M6 e M7 sdo da localidade de Capivari do Sul (Litoral
do Rio Grande do Sul) e o acesso M9 é procedente do Estado do Mato Grosso. Este
ultimo corresponde ao bidtipo “D” e, apesar de os a acessos de Capivari do Sul
apresentarem laminas foliares pubescentes, as suas dimensfes ndo correspondem ao
bidtipo descrito por Canto-Dorow (1993).

Os representantes do grupo 5 caracterizam-se por possuirem colmo florifero de
28-30 cm, ramos em média de 8.5 cm, laminas foliares glabras, de 11.0-15.0 cm de
comprimento e 7.0-1.2 mm de largura, espigueta de 3.0-3.5 mm de comprimento e 2-2.5
mm de largura. As dimensOes apresentadas pelos representantes deste grupo sdo
semelhantes ao bidtipo “A” (Canto-Dorow, 1993) e a “forma” gigante e/ou Uruguaiana
(Barreto, 1974). Neste grupo encontram-se acessos de Piracicaba (SP), Eldorado do Sul
(Depressao Central do RS), Alegrete e Quarai (Campanha do RS) e Colénia (Uruguai).

Os acessos incluidos no grupo 6 correspondem ao biétipo “D” (Canto-Dorow

1993), apresentando laminas foliares pubescentes, curtas e largas. Os acessos C26 e C28
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sdo procedentes de Sdo Francisco de Assis (Depressdo Central do RS) e 0 30 de Dom

Feliciano (Encosta do Sudeste).

CONCLUSOES

Os resultados apresentados neste trabalhno demonstram uma variagédo
morfoldgica e genética em Paspalum notatum relativamente ampla, considerando que a
espécie constitui um Complexo agamico. Ndo houve uma clara correlacdo geogréafica
dos acessos analisados com o dendograma obtido a partir de dados moleculares, porém,
pode-se explicar a inclusdo de acessos dos Estados de Sdo Paulo e Mato Grasso junto
aos acessos do Rio Grande do Sul e Argentina, pois se supdem que o centro de origem e
diversidade da espécie seja o sul do Brasil e noroeste da Argentina. A dispersdo da
espécie deve ter ocorrido a partir desses locais, do sul para o norte, logo o centro de
origem e diversidade pode apresentar genétipos extremamente relacionados aos
genotipos de outras localidades mais distantes.

Os resultados moleculares comparados aos dados morfoldgicos ndo confirmam
totalmente os biotipos propostos por Canto-Dorow (1993) e as “formas” apresentadas
por Barreto (1974), pois a variacdo morfologica existente em Paspalum notatum é
superior a retratada por esses autores. Além disso, alguns dos acessos morfologicamente
semelhantes, provavelmente, devem ter se originado de individuos com pool génico
diferenciado. Uma andlise morfolégica mais apurada deve ser feita a fim de aprimorar a
circunscricdo dos bidtipos propostos por Canto-Dorow (1993).

Apesar da ampla variacdo existente em Paspalum notatum observa-se que

independente do nivel de ploidia e de diferencas morfoldgicas existentes, ndo se pode
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desmembrar a espécie em novas variedades, pois ndo ha separacdo definida nem mesmo
entre os acessos diploides e tetrapldides.

Em resumo, os marcadores moleculares ISSR mostraram-se eficientes para
distingdo dos gendtipos analisados e observou-se uma variabilidade ampla para a
especie. Estes resultados adicionam dados sobre a diversidade genética existente em
Paspalum notatum, contribuindo para o conhecimento bioldgico da espécie e
fornecendo subsidios para futuros programas de melhoramento genético e de

conservacao.
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CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

1. Através deste estudo confirmou-se a unidade da espécie Paspalum notatum,
representada por individuos com diferentes niveis de ploidia, com reproducéo sexual e
apomitica e ampla variacdo morfologica.

2. Os marcadores moleculares utilizados neste trabalho podem ter sido insuficientes
e/ou conservados para o tratamento intraespecifico, ou seja, insuficientes para separacao
dos biétipos em grupos morfoldgicos bem definidos, podendo em trabalhos futuros, ser
incorporados um maior nimero de marcadores, além disso, devem ser incorporados
acessos com distribuicdo geografica mais ampla, incluindo mais acessos do Uruguai,
Argentina, Paraguai e restante do Brasil. Em conjunto, dados morfoldgicos devem ser
obtidos com maior detalhamento.

4. A técnica de citometria de fluxo com o intuito de analisar conteddo de DNA como
uma alternativa a contagem cromossémica, mostrou-se um método rapido e eficaz.

5. As escamas presentes na base dos ramos da inflorescéncia apresentam diferencas
qguanto ao tamanho, alguns acessos apresentaram dimensdes extremamente reduzidas,
enquanto outros, as possuiam muito desenvolvidas. Os tricomas hialinos presentes na
base desses mesmos ramos, também demonstraram ampla variagdo, porém ambos dados
ndo foram adquiridos para todos os acessos, logo, estes ndo foram tratados no trabalho.
Futuramente, estes podem ser boas fontes de informacgédo, pois aparentemente néo
sofrem pressdo ambiental. A simetria dos ramos da inflorescéncia talvez seja um caréater
interessante a ser investigado, pois alguns acessos demonstraram ramos exatamente
iguais, enquanto em outros apresentaram ramos extremamente assimétricos.

6. Outro fator interessante a ser investigado diz respeito a0 modo de reproducdo dos

acessos de Paspalum notatum do Estado do Rio Grande do Sul. E pertinente estimar
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qual a porcentagem de individuos tetrapldides sexuais que estdo presentes em
populacbes naturais, se € que existem tetrapldides sexuais, ou se esses Sdo

exclusivamente apomiticos.
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