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RESUMO - Este estudo foi realizado com o objetivo de verificar a diversidade genética na colegdo de acessos de P. urvillei
do Departamento de Plantas Forrageiras e Agrometeorologia (DPFA) da Faculdade de Agronomia (UFRG) visando sua utilizagdo
em futuros trabalhos de sele¢do. Foram avaliados 64 acessos provenientes do Rio Grande do Sul, 1 de Xanxeré, Santa Catarina,
trés de Curitiba, Parana, e 1 da Argentina. A diversidade genética foi analisada por meio de marcadores do tipo RAPD e SSR.
Utilizaram-se dez primers para marcadores RAPD, o que possibilitou obter 56 bandas polimoérficas e 11 grupos no dendrograma
com similaridade média de 0,70. Na técnica de SSR, foram utilizados sete primers e obtidas 28 bandas polimoérficas, formando
sete grupos no dendrograma com similaridade média de 0,66. Ambos os marcadores foram eficientes para o agrupamento de
acessos coletados. O uso de maior nimero de primers para gerar mais bandas polimérficas foi necesséario para obtencdo de
fingerprints gendmicos dos individuos similares. Os dendrogramas gerados neste estudo dao subsidios para futuros cruzamentos
de geracdes parentais contrastantes ou similares no melhoramento de Paspalum urvillei.

Palavras-chave: diversidade genética, marcadores moleculares, melhoramento de plantas, Paspalum urvillei

Genetic diversity among accesses of Paspalum urvillei Steudel estimated
by microssatelites and RAPD markers

ABSTRACT - The aim of this study was to estimate the genetic diversity among accesses of P. urvillei of
Departamento de Plantas Forrageiras e Agrometeorologia (DPFA) of the College of Agronomy — UFRGS and to evaluate
their use in selection programs. Sixty four accesses from different cities of the Southern Region of Brazil (Rio Grande
do Sul, Santa Catarina and Parana States) and from Argentine were analyzed by RAPD and SSR molecular markers. Ten
primers of RAPD markers were used and resulted in 56 polymorphic bands and 11 groups in a dendrogram with average
similarity 0.70. Seven primers were used for the SSR technique and resulted in 28 polymorphic bands and seven groups
in a dendrogram with average similarity 0.66. Both markers were efficient on grouping the accesses collected across the
Southern region. A large number of primers was required to generate additional polymorphic bands to get genomic
fingerprints of similar individuals. The dendrograms obtained from this study provided significant information for
designing crossing strategies of parental generations in breeding programs of P. urvillei.
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Introducéo

Entre as gramineas nativas do Brasil, o género
Paspalum L. destaca-se pelo maior nimero de espécies,
muitas com valor nutritivo satisfatério e com potencial
paraserem utilizadas como recurso forrageiro. As espécies
do género, que se destacam pela tolerancia ao frio e pela
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producdo e qualidade de forragem, séo utilizadas haalgum
tempo na alimentacdo de bovinos no Rio Grande do Sul
(Prestesetal., 1976).

A maioria das espécies do género Paspalum ¢
apomiticapolipl6ide, principalmente tetrapldide. Entretanto,
muitas dessas espécies apomiticas tetraploides tém co-
especificos sexuais, dipléides e auto-incompativeis (Quarin
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& Normann, 1990). Entre 0s 20 grupostaxondmicos estabe-
lecidos por Barreto (1974), sdo importantes para a regiao
subtropical os grupos Dilatata, Plicatula e Notata. Quatro
bi 6tipos sexuais e apomiticos do grupo Dilatata convivem
nesta regido: P. dilatatum Poiret, P. urvillei Steudel,
P. pauciciliatum Parodi e P. dasypleurum Kuntze ex Desv.
(Valls& Pozzobon, 1987). Considera-sequeP. urvilleisgja
o tetrapldide sexual envolvido na origem de novos
pentapl 6i des, emvirtudedesuascaracteristicasdepolinizacdo
—atuatanto como doadorade pélen quanto como receptora
(Caponio & Quarin, 1990).

Segundo Rosengurt (1976), Paspalum urvillei apre-
senta consideravel produtividade e capacidade para
suportar altastaxasdelotagédo duranteaprimaveraeoveréo.

A existéncia de variabilidade genética é fundamental
em todo programa de melhoramento de plantas (Allard,
1971) e pode ser verificada por meio de caracteristicas
morfol gicas e molecul ares (Federizzi, 1998). A tecnologia
de marcadores molecul ares tem sido amplamente utilizada
no melhoramento de vérias culturas. Os marcadores
mol ecul ares podem ser empregados em praticamente todas
asetapasdo melhoramento deplantas. Segundo Ferreira&
Grattapaglia (1998), esses marcadores permitem ao pesqui-
sador maior informacédo de dados, que, associados aos
dados fenotipicos, complementam os resultados dos pro-
gramas de mel horamento.

A caracterizacdo molecular, além de Util para o agrupa-
mento de gendti pos, tanto para planejamento de cruzamen-
tosquanto parasel egdo de gendti pos promissores, pode ser
utilizadacomo fingerprinting (impressdodigital) dosculti-
varesdesenvolvidoserecomendadosincorporadosao pro-
cesso de protecdo. Assim, este trabalho foi realizado com o
objetivodeverificar adiversidadegenéticaentreacessosde
P. urvillei dacolecéodoDPFA daFaculdadede Agronomia
— UFRGS visando sua utilizagdo em futuros trabalhos de
selecdo de materiais de interesse para a producéo animal.

M aterial e M étodos

Oexperimentofoi conduzidonoL aboratériode Analise
Genética do Departamento de Plantas Forrageiras e
Agrometeorologia (DPFA) daFaculdade de Agronomiada
Universidade Federal do Rio Grandedo Sul (UFRGS). Foram
avaliados 64 acessos (Tabela 1) provenientes de diversos
municipios do estado do Rio Grande do Sul, incluindo 1
acesso de Xanxeré, de Santa Catarina, trés acessos de
Curitiba, Parang, e 1 da Argentina.

O DNA foi extraido imediatamente apds a coletade um
conjunto de folhas de plantas jovens mantidas em vasos

Tabela 1 - Origem e locais de coleta de acessos de Paspalum
urvillei

NUmero do acesso Origem Local de coleta

1 Dom Feliciano Serra do Sudeste

2 Dom Feliciano Serra do Sudeste

3 Dom Feliciano Serra do Sudeste

4 Dom Feliciano Serra do Sudeste

5 Encruzilhada do Sul Serra do Sudeste

6 Encruzilhada do Sul Serra do Sudeste

7 Cangucu Serra do Sudeste

8 Cangucu Serra do Sudeste

9 Cangucgu Serra do Sudeste

11 Piratini Serra do Sudeste

13 Santana da Boa Vista Serra do Sudeste

14 Santana da Boa Vista Serra do Sudeste

15 Santana da Boa Vista Serra do Sudeste

16 Santana da Boa Vista Serra do Sudeste

17 Cachoeira do Sul Depressao Central

18 Caxias do Sul Serra do Nordeste

21 Lageado Grande Campos de Cima da Serra
23 Lageado Grande Campos de Cima da Serra
25 Cambara do Sul Campos de Cima da Serra
26 Cambara do Sul Campos de Cima da Serra
27 Jaquirana Campos de Cima da Serra
28 Bom Jesus Campos de Cima da Serra
29 Sao José dos Ausentes Campos de Cima da Serra
30 S&o José dos Ausentes Campos de Cima da Serra
31 Bom Jesus Campos de Cima da Serra
32 Campestre da Serra  Campos de Cima da Serra
33 Ipé Campos de Cima da Serra
35 Rosério do Sul Campanha

39 Cerro do Jarau Campanha

41 Xangri-la Litoral Norte

42 Xangri-la Litoral Norte

44 Xanxeré Santa Catarina

45 Passo Fundo Planalto Médio

49 Trés de Maio Vale do Alto Uruguai
50 ljui Planalto Médio

52 Santa Rosa Vale do Alto Uruguai
53 Cruz Alta Planalto Médio

54 Rosério do Sul Campanha

57 Bagé Campanha

58 Eldorado do Sul Depressao Central

59 André da Rocha Serra do Nordeste

60 Pinheiro Machado Serra do Sudeste

61 Pinheiro Machado Serra do Sudeste

62 Santana do Livramento Campanha

64 Santana do Livramento Campanha

65 Santana do Livramento Campanha

67 Quarai Campanha

69 Cristal Serra do Sudeste

70 Hulha Negra Campanha

71 Alegrete Campanha

72 Dom Pedrito Campanha

75 Bagé Campanha

76 Sao Gabriel Campanha

77 S0 Gabriel Campanha

79 Porto Lucena Vale do Alto Uruguai
80 Curitiba Parana

81 Curitiba Parana

83 Curitiba Parana

84 Argentina Argentina

85 Picada Café Serra do Nordeste

86 Picada Café Serra do Nordeste

87 Picada Café Serra do Nordeste

88 Cerro Grande do Sul Serra do Sudeste

89 ljui Planalto Médio
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com substrato comercial, de modo que cada uma das 64
plantas constituiu uma amostra. O material foi macerado
com auxilio de cadinhos, pistilos e nitrogénio liquido,
segundo protocol o de extragéo adotado por Doyle& Doyle
(1987). A quantificacéo de DNA foi realizada utilizando-se
espectrofotémetro Qubit™™ fluorometer, da Invitrogen®.
A concentragdo das solucdes de trabalho de DNA foi de
3ng/uL parareacdesde PCR parao RAPD ede5ng/plL para
as reacdes de PCR para o SSR.

A reac8o dapolimeraseem cadeia(PCR) parao marcador
de polimorfismo de DNA amplificado ao acaso (RAPD) foi
baseada no protocolo descrito por Ferreira & Grattapaglia
(1998), com modificagbes. O volume final de reacdo, de
20 pL, foi composto de 5,0 uL da solucéo de trabalho de
DNA (15ng/ul), 2,0 uL detamp&o PCR 10X, 0,93uL deMgCl,
(50 mM), 1,38 uL de 10 mM de dNTP mix contendo 2,5 mM
de cada um dos quatro nucleotideos (dATP, dTTP, dCTP,
dGTP), 4 uL de primer (5 ng/uL), 0,27 uL de Tag DNA
polimerase (5 U/uL) eaguaMiliQR esterilizadaparacompl etar
ovolume. Foram utilizados oitoprimer sdaempresaOperon
Technologies(Alameda, CA) (Primers: OPA1; OPA7; OPAS;
OPA9; OPA18; OPB6; OPG3; OPG4) e dois primers da
University of British Columbia (Vancouver, BC) (UBCS3;
UBC9), de acordo com trabalhos anteriormente realizados
com Trifolium repensL., Trifolium pratense L., Lotus
corniculatusL., Lolium multiflorumL.

As condicdes de amplificacdo de RAPD seguiram o
protocolo de Casa et al. (2002), que consiste de um ciclo
de1minutoa93°C, 1 minutoa36°Ce2 minutosa72°C; 40
ciclosde amplificacdo de 1 minuto a93°C, 1 minuto a36°C
e 2 minutos a 72°C; 5 minutos a 72°C e, finalmente, de
temperaturaconstantede 4°C paraconservacao do produto
da reacdo até a retirada das amostras do aparelho. O
produto dareacao foi submetido a eletroforese em gel de
agaroseal,5% combrometodeetidio (0,4 uL/mL) submerso
em tampao TBE 1X aumacorrente de 100V por 2 horas. Os
géisforam fotografadossob luz ultraviotelae osfragmentos
das amostras determinados por comparagdo a um padréo
de 100 pb (Invitrogen) utilizando-se o programa Kodak
EDAS 290 (Electrophoresis and Analysis System). Em
seguida, foi gerada uma matriz binaria com auxilio do
programa NTSYS pc 2.1 (Numerical Taxonomy and
Multivariate Analysis Systen) (Rolph, 2001). A matriz de
similaridade foi construidacom base no indice de Jaccard
e, apartir dela, foi construido um dendrogramade simila-
ridade entre os acessos pelo médulo SAHN do NTSY S
utilizando-se o método demédiadedistancias (UPGMA —
Unweighted Pair-Group Method using un Arithmetic
Average).

A reacéo de PCR parao SSR foi adaptadado protocolo
descrito por Wang et a. (2006), com modificagdes. O volume
final dereacdo, de 15 L, foi composto de 3 uL dasolugdo
de trabalho de DNA (15 ng/pL), 1,5 pL de tampédo PCR
10X, 0,90 uL deMgCl, (50mM), 0,6 uL de10mM dedNTP
mix contendo 2,5 mM decadaum dosquatro nucleotideos,
1,2 pL de primer (100 ng/pL), 0,27 pL de Taq DNA
polimerase (5 U/ul) eaguaMiliQ esterilizadaparacompl etar
o volume. Utilizaram-se sete primers (Pv-1; Pv-3; Pv-53;
M-15; TRSSRA01H11; TRSSRA02C03; TRSSRAXX31),
de acordo com trabalhos anteriormente realizados com
Lolium multiflorum L. (Kubik et al., 1999), Paspalum
vaginatum Sw. (Wang et al., 2006) e Trifolium repensL.
(Kolliker et al., 2001).

As condic¢des de amplificacéo de SSR seguiram o pro-
tocolo de Wang et al. (2006): desnaturacéo a 94°C por 4
minutos (primeirosdez ciclos); 94°C por 1 minuto; 50°C por
30 segundos; e 72°C por 40 segundos. A cadaciclo, houve
aumento de 0,5°C na temperatura de anelamento; nos 35
ciclosposteriores, 94°C por 1 minuto, 45°C por 30 segundos
72°C por 40 segundos e, finalmente, extensao a72°C por 10
minutoseestoquea4°C. O produto dareacéo foi submetido
aeletroforeseem gel deagarosea3% com brometo deetidio,
submerso em tampéo TBE 1X, auma corrente de 120V por
2 horas. Para captacdo da imagem das bandas do gel,
utilizou-se 0 mesmo procedimento descrito para a técnica
deRAPD. A analisedosgéisde SSR resultouemumamatriz
binéaria empregada na construg&o damatriz de similaridade
utilizando-se o indice de Jaccard. A partir dessa matriz, foi
gerado um dendrograma de similaridade entre os acessos
pelo médulo SAHN do NTSY S utilizando-se o método de
média de distancias (UPGMA —Unweighted Pair-Group
Method using un Arithmetic Average).

Resultados e Discussao

Dez iniciadores foram selecionados para a técnica
dos marcadores do tipo RAPD. Desses 10 iniciadores,
foram geradas 3 (UBC - 9) a9 bandas (OPA - 1), resultando
em 53 bandas polimoérficas, as quais foram utilizadas na
avaliacdo da diversidade genética dos 64 acessos de
Paspalumurvillei. Otamanho dosfragmentosvarioude
200 a1.900 pb.

A matriz desimilaridade geradapel o i ndice de Jaccard
revelou variacéo de 0,24 a 1,0 entre os acessos e similari-
dade média de 0,70, bem préximo ao obtido por Casaet al.
(2002) ao analisarem avariabilidade entrebi6tipossexuai s
e apomiticos dePaspalumdilatatum Esses autores veri-
ficaram indices de similaridade de 0,76 entre acessos
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sexuais e apomiticos e de 0,91 entre bi6tipos apomiticos,
comprovando altosindicesdesimilaridade entre acessos.
Osmenoresindicesdesimilaridadeforam observadosnas
comparacdesdo acesso 23 (L ageado Grande) com 0 acesso
88 (Cerro Grande do Sul), com o acesso 84 (Argentina) e
com o acesso 83 (Curitiba), cujos indices de similaridade
foram de 0,24; 0,30; e 0,32, respectivamente. Estes baixos
indices contribuiram para que o acesso 23 apresentasse a
menor média de similaridade (0,46) na comparagdo aos
outros 63 acessos.

A particdo davariabilidade entre popul agbes é grande
em espéci esal bgamas e caracteriza-se por gerar altahetero-
geneidade. Cada individuo em populacBes de espécies
albgamas éaltamente heterozigético ediferentedosdemais.
A's espécies al 6gamas possuem maior plasticidade em rela-
¢ao as espéci es autégamas e gradati vamente otimizam sua
frequiénciagénicaparaoambienteondeséo cultivadas. Nas
espécies autbgamas, a variabilidade interpopulacional é
maior que nas espécies al bgamas, umavez que, em virtude
do seumodo dereproducao, asespéciesautdgamasformam
populacgdes adaptadas ao habitat, tornando populacdes
mais distintas entre si que no caso de espécies albgamas
(Borém, 2005).

1369

Em geral, osindicesde similaridade encontradosforam
altos. Considerando que Paspalumurvillei é umaespécie
autégama, seria esperado que populacdes coletadas em
diferentes locais pudessem ter se diferenciado ao longo
tempo e por meio desse processo diminuido aheterogenei-
dade efavorecido osgenesparaadaptacéo ao seu ambiente
especifico. No entanto, Paspalum urvillei tem grande
frequénciade dispersao, pois possui sementes com estru-
turas anemdfilas e, segundo Valls & Pozzobon (1987), é a
espécie do grupo Dilatata com maior area de ocorrénciano
Brasil. Essaespécie podeformar tiposmorfol 6gicosinterme-
didrios na hibridacdo com P. dilatatum Vacaria. Miz &
Souza-Chies (2006) relatam que as distancias genéticas
entre os grupos formados por P. dilatatum P. urvillei e
seus hibridos sdo muito pequenas. Assim, € possivel que
estes altos indices de similaridadeestejam relacionados ao
fluxo génico entre e dentro das populacdes das diversas
regides. As espécies que apresentam reproducao por
autogamiatambém podem apresentar variagdo nastaxasde
alogamia, o que pode reforcar a possibilidade de fluxo
génico. Portanto, a fécil dispersdo, aliada a escapes de
autogamiaem P. urvillei, estariaresultando em indices de
similaridade mais altos que os esperados.

I —

| T T T T T
043 057

Coeficiente

T
0,72

Figura 1 - Dendrograma gerado a partir da matriz de similaridade pelo indice de Jaccard e pelo método de agrupamento UPGMA para

a técnica de RAPD.
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Um bom parametro paraverificar os padrdesdosindices
encontrados € a analise intrapopulacional, que permite o
calculo de valores de similaridades que podem ser compa-
rados aquel es obtidos nas comparagdes entre popul agdes.
No entanto, a colecao de plantas é composta de apenas
uma planta por acesso, o que impossibilita esse tipo de
analise.

Observando o dendrogramae considerando como ponto
de corte o valor de similaridade média de 0,70, com os 64
acessos, formaram-se 11 grupos (Figura 1). Cinco desses
grupos foram formados por apenas um individuo. Apenas
0 sétimo grupo foi formado por dois acessos, 49 e 79.

Os maiores indices de similaridade (1,0) foram encon-
trados para acessos de mesmo municipio ou de municipios
adjacentes. Ressalta-seque, apesar deterem sido col etadas
No mesmo municipio, as plantas sdo originarias de locais
diferentes, onde poderiam ter formado popul agdes distin-
tas na auséncia de fluxo génico. A matriz de similaridade
genética indicou similaridade préxima ou superior a 0,90
entreosacessos5 e6 (ambosdo municipiodeEncruzilhada
do Sul), 8 e14 (Cangugu e SantanadaBoaVista), 11, 13, 14
el5(oprimeirodePiratini eosoutrostrésde SantanadaBoa
Vista) e os acessos 85 e 87 (ambos de Picada Café).

Osacessos1e4,ambosdo municipiodeDomFeliciano,
apresentaram similaridadede0,96. Osacessos 71 (Alegrete),
75 (Bagé), 76 e 77 (S&o Gabriel) apresentaram similaridade
maior que 0,91. O acesso 28 (Bom Jesus) foi bastante similar
aos acessos 27 e 31, também de Bom Jesus (>0,94), assim
comooacesso 27 (Jaquirana) foi similar aosacessos28 (Bom
Jesus), e 30 (S&o José dos Ausentes), >0,91. O acesso 59
(André da Rocha) foi similar aos acessos 85 e 87 (Picada
Café), >0,93. Osacessos 50 (ljui) e53 (Cruz Alta) apresen-
taram similaridade de 0,94 e os acessos 60 e 61, de Pinheiro
Machado, 0,91. Os acessos 80, 81 e 83 (Curitiba) também
apresentaram similaridade maior que 0,84. Apesar dessa
claratendéncia, algunsacessoscol etadosno mesmo muni-
cipioagruparam-sedeformadiferente, como osacessos 25
(G2) €26 (G6), de Cambarado Sul, 29 (G2) e 30 (G6), de Sdo
JosédosAusentes, €21 (G2) e23(G11), deLageado Grande.
Osmenoresindicesocorreram entreacessosdediferentes
regides, como os do acesso 23 (Lageado Grande) ou o
acesso 33 (I1pé), que apresentou similaridade entre 0,30 e
0,40 com os acessos 62 e 64 (Santana do Livramento), 67
(Quarai), 70 (HulhaNegra), entre outros.Considerando as
excegdes, hatendénciade acessos de mesmaregido apre-
sentarem maior similaridade entre si em comparagdo a
acessos de outraregiao.

Essaandlise permitiu boadiscriminac&o dos acessos,
emboran&otenhapossibilitado aobtencéo de fingerprints

gendmicos de cada acesso. Aproximadamente 16% (10 de
63) dos acessos foram iguais a algum outro individuo.
Apesar disso, aandlisefoi bastante eficiente naseparacao
de grupos distintos e no agrupamento de acessos de
regides proximas, tendo sido suficiente para subsidiar
escol hasde geracdes parentai s parauso no melhoramento
desta espécie.

Para a técnica dos marcadores do tipo SSR, foram
sel ecionados seteiniciadores, que geraram quatro bandas,
totalizando 28 bandas polimorficas. Liu et al. (1995),
caracterizando a diversidade de locos em ecétipos de
Paspalum vaginatum Swartz, encontraram um ndmero
mai or de bandas por loco, quevariou de 6 a16 bandas, com
médiade 14 bandas. O tamanho dos fragmentos variou de
300 a 1.800 pares de base. A andlise foi realizada com
marcadores dominantes, considerando cadaloco um alelo.

Neste estudo, foram utilizados primers desenhados
para outras espécies, como milho (Zea mays), arroz (Oryza
sativa) e sorgo (Sorghum bicolor), testados com sucesso
em P. vaginatum por Wang et al. (2006), primers utili-
zados em trevo-branco (Trifolium repens) por Kolliker
et al. (2001) e primers utilizados em azevém (olium
multiflorumL.) por Kubik et al. (1999). Apesar do longo
tempo deevol ucgdo dasespéci es, algumas semel hangasdos
ancestrais comuns ai nda se mantiveram, o que possibilitou
a utilizag&o de primersde sequiéncias repetitivas.

Vérios autores tém discutido (Ferreira & Grattapaglia,
1998; Jenczewski et al., 1999) sobre a confiabilidade dos
dados obtidos pela técnica do RAPD, especialmente em
razdo de problemas de repetibilidade. Para andlises de
diversidade genética de popul agdes, essa técnicatem ser-
vido bem e gerado dados confiaveis e bastante Uteis para
0 uso no melhoramento de plantas. Assim, realizou-se neste
estudo andlise da diversidade dos mesmos acessos de
P. urvillei utilizando-se a técnica do RAPD e dos SSR a
fim de comparar os dados gerados pelas duas técnicas.

Os valores de similaridade determinados pela técnica
SSRvariaramde0,22a1,0, médiade0,66, eforam semel hantes
aosencontradoscom RAPD (0,70). Essesresultados estao
de acordo com os obtidos por Casa et a. (2002), que
analisaramavari abilidadeentrebi 6ti possexuai seapomiticos
de P. dilatatumeverificaram indices de similaridade de
0,76 entre acessos sexuais.

O menor indice de similaridade (0,22) foi encontrado
entreosacessos 3 (Dom Feliciano) e39 (Cerrodo Jarau). Os
menores valores de similaridade média na comparagdo de
um acesso aos demais foram 0,47 para 0 acesso 33 de | pé,
0,51 parao acesso 39 Cerro do Jarau € 0,52 parao acesso 67
de Quarai.
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Figura 2 - Dendrograma gerado a partir da matriz de similaridade pelo indice de Jaccard e pelo método de agrupamento UPGMA para

a técnica de SSR.

A partir damatriz de similaridade obtidapelo indice de
Jaccard, foi gerado um dendrograma (Figura 2). Conside-
rando como ponto de corte a similaridade média de 0,66,
foramencontradossetegrupos. O nimero degruposobtidos
no RAPD (11 grupos) foi maior em comparacdo ao dos
marcadores SSR (sete grupos). Considerando que, com
marcadores RAPD, 5 dos 11 grupos foram compostos de
apenas um individuo, colocados entre os grupos maiores,
eque, com SSR, um dos sete grupos também foi composto
de apenas um individuo, nota-se semel hanca na formacao
de seis grupos preponderantes entre 0s acessos.

Os maiores indices de similaridade encontrados foram
de 1,0. Naandliserealizadacom SSR, o nimero de similari-
dades com indice 1,0 foi bem maior que naquelafeitacom
RAPD. O acesso 1 (Dom Feliciano) teve similaridade acima
de 0,90 com quasetodososacessos desuaregiao decoleta,
exceto com os acessos 60 e 61 (Pinheiro Machado), 11
(Piratini) e 13 (Santana da Boa Vista). Além disso, os
acessos 7 deCangucgu e4ldeXangri-14, 3e4deDomFeliciano
e 9 de Cangugu e 21 de Lageado Grande apresentaram

similaridadede1,0. Essesval oresdesimilaridadeencontrados
com o marcador SSR comprovam que 0s acessos de Dom
Feliciano tém grande similaridade com alguns de Cangucu,
pois 0s municipios sdo proximos.

Osacessos5e6 (Encruzilhadado Sul), 7 e8 (Cangucu),
14 e 15 (SantanadaBoa Vista), 60 e 61 (Pinheiro Machado)
apresentaram similaridade de 1,0 ou superior a 0,90 com o
outro acesso do mesmo municipio, tanto no SSR como no
RAPD, o queevidenciaaproximidade genéticados acessos.
Entretanto, osacessos 35 e54, deRosériodo Sul, apesar de
apresentaremsimilaridadede 1,0no SSR, noRAPD, ficaram
com 0,58 de similaridade, evidenciando que cada marcador
tem particularidades que as vezes diminuem seu poder de
discriminacéo.

Os acessos 45 (Passo Fundo) e 44 (Xanxeré) e os
acessos 57 (Bagé) e 70 (HulhaNegra) apresentaram simila-
ridade de 1,0 no SSR e de aproximadamente 0,70 no RAPD.
M uni cipiosproximosgeograficamentetendem aapresentar
individuos bem similares entre si. Entre acessos daregiéo
dosCamposdeCimadaSerra, verificou-sealtasimilaridade.
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O acesso 29 (S&o José dos Ausentes) e 0s acessos 25 e 26
(Cambara do Sul) apresentaram similaridade alta, tanto no
SSR como no RAPD, assim como os acessos 33 (Ipé) e 28
(Bom Jesus) apresentaram similaridadede 1,0 no SSR e, no
RAPD, superioresa0,62. Osindicesde similaridade apre-
sentados pelos acessos dos Campos de Cima da Serra
foram bem préximos.

Assim como na andlise com RAPD, no caso dos
marcadores SSR, também houve discriminagdo de acessos
de col etado mesmo municipio em grupos diferentes, como
osacessos 28 (G6) e31(G2), deBom Jesus, 41 (G1) e42 (G6),
de Xangri-14, e 21 (G1) e 23 (G4), de Lageado Grande. Os
acessos 21 e 23 jahaviam sido discriminadosem diferentes
grupos com o marcador RAPD, assim como com o0 SSR, e
apresentaram baixa similaridade.

Na andlise da similaridade entre os acessos de cada
regi&o, apesar do maior nimero de acessos com similaridade
1,0, na andlise com SSR, a maior média foi obtida nas
analisescom RAPD. Osindicesdesimilaridadevariaram de
0,67 (acessos do Vale do Alto Uruguai) a 0,90 (acessos de
Curitiba) no RAPD, com médiageral de 0,81. Para SSR, as
similaridades dentro das regifes variaram de 0,60, entre os
acessos do Litoral Norte, a 0,80 (acessos do Vale do Alto
Uruguai) e a média geral foi de 0,72. De modo geral, os
acessosde Curitibaapresentaram similaridadealtanosdois
marcadores, assim como os da Depressdo Central e do
Planalto M édi o apresentaram médiadesimilaridade proximas
amédiageral, com 0,83 e 0,84, respectivamente, no RAPD
e 0,73 e 0,72, respectivamente no SSR. Os acessos da
Campanhaapresentaram similaridadeinferior amédiageral,
de0,75no RAPD e0,67 no SSR. Osacessos dos Camposde
Cima da Serra e do Vale do Alto Uruguai apresentaram
similaridade médiainferior no RAPD (0,75 e 0,67, respecti-
vamente) e superior no SSR (0,75 e 0,80, respectivamente).
Osacessos daSerrado Nordesteedo Litoral Norte, porém,
foram superiores a média geral no RAPD, com 0,86 € 0,85,
respectivamente, einferioresamédiageral no SSR, com0,71
e 0,60, respectivamente. Os valores de similaridades por
regi&o comprovaram que, apesar do agrupamentodamaioria
dos acessos por regido, os valores estimados diferem em
cada técnica, de acordo com o marcador utilizado.

A técnicade SSR promoveu discriminagao satisfatoria
dos acessos, permitindo a construcdo de agrupamento
evidentedosindividuospor regido decoleta. M uitos acessos
apresentaram similaridadede 1,0, o queimpediu aobtengéo
de fingerprints gendmicosde cadaacesso, COMo no caso
daanalise com marcadores RAPD. Do mesmo modo que ho
RAPD, o uso de maior nimero de bandas polimérficas
poderiaaumentar o poder de discriminagéo ediferenciar os
acessosindividual mente. Ambasastécnicas, RAPD e SSR,

indicaram satisfatoria defini¢cao de grupos e mostraram-se
como ferramenta Gtil no melhoramento deP. urvillei, agru-
pando acessos similares e apresentando 0s acessos mais
contrastantes.

O coeficiente de correlagdo encontrado foi de 0,18 e
indica baixa correlagdo entre os grupos formados nas téc-
nicas. Sun et al. (2004), usando esses mesmos marcadores
paraverificar adiversidade genéticaem hibridos de milho,
verificaram correlagdo de 0,34 entreasmatrizesgeradaspor
ambos os marcadores. Raina et al. (2001) verificaram alta
correlacdo (0,92) entre matrizes geradas por dados de
marcadores do tipo RAPD e SSR em cultivares e espécies
selvagens de Arachis sp.

A compilagdo dosdadosdasduastécnicastotalizou 17
iniciadorese 81 bandas polimérficas. Houveformagdode 11
grupos (Figura3), porém, desses grupos, nove foram com-
postos por um ou dois acessos. A similaridade média
calculadafoi de 0,69. A menor similaridade encontrada foi
de 0,34 entre os acessos 33 (Ipé) e 79 (Porto Lucena),
enquanto amaior similaridadefoi de 1,0 entre os acessos 5
e 6, ambos de Encruzilhada do Sul, e entre os acessos 14 e
15 de SantanadaBoa Vista. O primeiro grupo foi composto
dos acessos de duas regi Oes adjacentes da metade sul do
estado (Serrado Sudeste e Campanha), dosdoisacessosda
regido da Depressdo Central (17, de Cachoeirado Sul, e 58,
de Eldorado do Sul), dos quatro acessos do Planalto Médio
(45, de Passo Fundo, 50 e 89, deljui, €53, de Cruz Alta), dos
trésacessosde Curitiba (80, 81 e 83), dos quatro acessos da
Serra do Nordeste (59, de André daRocha, e 85, 86 e 87, de
Picada Café), de um acesso do Valedo Alto Uruguai (52, de
Santa Rosa), um acesso de Campos de Cimada Serra (21, de
Lageado Grande) eumacessodoLitoral Norte(41, deXangri-18).

O segundo grupo foi composto de quase todos 0s
acessos da regido de Campos de Cimada Serra (25 e 26, de
Cambarado Sul, 27, de Jaquirana, 28 e 31, de Bom Jesus, 29
€30, de Sdo José dosAusentes, 32, de CampestredaSerra).
As excegdes foram os acessos 21 (primeiro grupo) e 23
(décimo primeiro grupo), de Lageado Grande, e 0 acesso 33
(terceiro grupo). O acesso 84, da Argentina, foi incluido
neste segundo grupo.

Daregiéo da Campanha, as exce¢des ao agrupamento
regional foram os acessos 67 (Quarai), sétimo grupo, 39
(Cerro do Jarau), nono grupo, e 35 e 54 (Rosério do Sul),
décimo grupo. Daregiao da Serrado Nordeste, o acesso 18
de Caxias do Sul ficou isolado no quinto grupo. Daregido
doValedoAltoUruguai, osacessos49 (TrésdeMaio) e 79
(Porto Lucena) formaram o sexto grupo. O acesso 42
(Xangri-18) foi isolado doacesso 41, do mesmo municipio,
eficounooitavogrupo. O acesso 44 (X anxeré) ficouisolado
no quarto grupo.
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Figura 3 - Dendrograma gerado a partir da matriz de similaridade pelo indice de Jaccard e pelo método de agrupamento UPGMA para

a analise conjunta dos dados gerados pelas técnicas de RAPD e SSR.

Osacessos5e6 (Encruzilhadado Sul), 14 e 15 (Santana
daBoaVista), 7 e8 (Cangugu), 60 e61 (Pinheiro Machado),
76e77 (Sao Gabriel), 85, 86 e 87 (Picada Café) apresentaram
similaridade de 1,0 ou acimade 0,90 com o outro acesso do
mesmo municipio. Os outros acessos col etados em mesmo
municipio tiveram em geral similaridades acimadamédia—
em alguns casos, proximaa0,90, como entre 0s acessos 80,
81 e 83 (Curitiba). Os acessos 21 e 23 (Lageado Grande)
apresentaram similaridade inferior amédia, proximaa0,61,
e os acessos 35 e 54 (Rosério do Sul) apresentaram simila-
ridade proximaameédiade 0,69, confirmando que, apesar do
mesmo municipio de origem, nem sempre 0s acessos sao
similares.

A andlisedassimilaridades entre os acessosdentro de
cadaregido indicou variagdes de 0,70 entre 0s acessos do
Vale do Alto Uruguai a 0,86 entre os acessos de Curitiba,
cujamédiageral foi intermediéria(0,78) asencontradas nas
andlises independentes de RAPD (0,81) e SSR (0,72). As
médias por regido foram inferiores a média geral somente

entre os acessos da Campanha (0,73), dos Camposde Cima
da Serra (0,73) e do Vale do Alto Uruguai (0,70). Entre os
acessos da Depressao Central (0,79), do Planalto Médio
(0,79) e do Litoral Norte (0,80), as médias de similaridade
regional foram bem préximasamédiageral . Entreosacessos
daSerrado Sudeste (0,81), daSerrado Nordeste (0,83) ede
Curitiba (0,86), a média foi superior a média geral. Essa
mesma tendéncia foi observada na andlise das similarida-
des por regido no RAPD.

A tendéncia de agrupamento no dendrograma por
regides foi acentuada na analise conjunta dos dados das
duastécnicas. O nimero de similaridadeigual a 1,0 restrin-
giu-se aos acessos 5 e 6 (Encruzilhada do Sul) e 14 e 15
(Santana da Boa Vista). A analise conjunta dos dados das
duastécnicaséumaalternativaparaaobservacao dasimila-
ridade ou dissimilaridade entre uma técnica e outra. Os
dendrogramas gerados por este estudo d&o subsidio para
futuros trabalhos de selecdo e melhoramento genético da
espécie, poispossi bilitaaescolhadeparentais contrastantes.
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Conclusodes

Astécnicas de RAPD e SSR séo eficientes no agrupa-
mento de acessos de regides do sul do Brasil erevelam a
diversidade genética entre acessos de Paspalumurvillei.
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