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RESUMO 
 
 

Identificação da Variabilidade genética de Brachiaria ruziziensis por 
marcadores molecular 

 
 

O conhecimento da variabilidade genética de Brachiaria ruziziensis é necessário 
antes de iniciar-se um programa de melhoramento. Este trabalho objetivou estudar a 
variabilidade genética de 37 amostras de Brachiaria ruziziensis, provenientes de  
coleta realizada pela EMBRAPA Gado de leite por meio de marcadores moleculares 
RAPD e primers longos. O DNA das folhas foi extraído pelo método CTAB, 
utilizaram-se 14 primers decâmeros e 9 primers longos. Os dados foram utilizados 
para análise de variância molecular (AMOVA) utilizando-se as distâncias ao 
quadrado (EXCOFFIER et al., 1992) com auxílio do programa Arlequin (EXCOFFIER 
et al., 2006). Encontrou-se variação entre espécies de 47,42% e 36,07% para RAPD 
e primers longos, respectivamente e dentro da espécies observou-se variação de  
52,58% e 63,93%. Foi construído um dendrograma com o algoritmo de agrupamento 
UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Using an Arithmetic Average) utilizando-se 
para essa análise o programa NTSYS 2.0 (ROHLF, 1998).Ambos marcadores 
conseguiram agrupar os genótipos onde as amostras 1 a 5 foram as mais 
semelhantes entre si. RAPD utilizando-se primers curtos e primers longos são 
eficientes para estimar a variabilidade em Brachiaria ruziziensis. 

 
 
Palavras chave: RAPD; Diversidade; Pastagem 



ABSTRACT 
 

Genetic variability identification in Brachiaria ruziziensis by molecular 
marckers  

 
Knowledge of the genetic variability of Brachiaria ruziziensis is required before you 
start a breeding program. This study investigated the genetic variability of 37 
samples of Brachiaria ruziziensis, from the collection held by EMBRAPA Dairy 
Cattle by molecular markers and long primers. The DNA was extracted from leaves 
by CTAB method, we used 14 decamer primers and primers 9 long. The data were 
used for analysis of molecular variance (AMOVA) using the squared distances 
(Excoffier et al., 1992) using the program Arlequin (Excoffier et al., 2006). We 
found variation between species of 47.42% and 36.07% for RAPD primers and 
long, respectively and within the species observed variation of 52.58% and 
63.93%. A dendrogram was constructed with the UPGMA clustering algorithm 
(Unweighted Pair-Group Method using an Arithmetic Average) using this analysis 
to the program NTSYS 2.0 (ROHLF 1998). Both markers were able to group the 
samples where genotypes 1 to 5 the most similar to each other. RAPD using 
primers short and long primers are effective to estimate the variability in Brachiaria 
ruziziensis.  
 
 
Keywords: RAPD; diversity; Pasture 
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1 INTRODUÇÃO 
 

 

1.1 O Gênero Brachiaria 

 

 

A Brachiaria é um gênero pertencente à família Poaceae, nativa da 

África Tropical, abrangendo cerca de 100 espécies e revisto por Dusi et al., (2000). 

As espécies do gênero Brachiaria têm sua distribuição como forrageiras tropicais 

em ambos os hemisférios do globo, ocorrendo principalmente na África. 

No Brasil, são encontradas 15 espécies, das quais cinco são nativas. 

Provavelmente três dessas espécies foram introduzidas há várias décadas, sendo, 

portanto consideradas como nativas, e sete espécies foram introduzidas 

(RENVOIZE et al., 1996). O gênero Brachiaria é uma gramínea, de origem 

africana, sendo introduzida no Brasil a partir da década de 1950, onde, a 

verdadeira expansão ocorreu nas décadas de 1970 e 1980, principalmente nas 

regiões de clima mais quente (ZIMMER; EUCLIDES 2000). Na região do cerrado, 

a introdução de gênero Brachiaria foi, sem dúvida alguma, o elemento responsável 

pela grande expansão da pecuária. Segundo Keller-Grein et al. (1996) das 

pastagens implantadas no Brasil 85% correspondem ao gênero Brachiaria. Além 

da importância como forrageira, ainda é considerada a planta importante para a 

formação de palhada para sistemas de plantio direto (MENEZES; LEANDRO 

2004; LARA-CABEZAS; PÁDUA 2007). 

O gênero Brachiaria é de grande importância para a pecuária 

brasileira por ser amplamente utilizado na alimentação animal. Apresenta 

características vantajosas, como a formação de pastagens por sementes, 

adaptação às mais variadas condições de solos, desenvolvendo-se desde solos 

úmidos e férteis, até os solos pobres do Cerrado sujeitos a secas estacionais. 

Além destas características, pode-se citar a alta qualidade nutricional, alta 

produção de matéria seca, crescimento bem distribuído durante a maior parte do 

ano, o baixo custo quando comparado ao fornecimento de outros concentrados e 

  



 11

a tolerância a altos níveis de alumínio predominantes em solos ácidos de algumas 

importantes regiões de pecuária no Brasil (BARBOSA, 2006). 

O gênero Brachiaria possui espécies que se reproduzem tanto por 

sexualidade quanto por apomixia, permitindo estudo comparativo dos dois modos 

de reprodução. Valle (1990), analisando a reprodução de 14 espécies de 

Brachiaria reunidas pelo CIAT – Centro Internacional de Agricultura Tropical, numa 

coleção de 251 acessos, encontrou alguns totalmente sexuais em espécies 

apomíticas obrigatórias (B.decumbems, B. dictyneura e B. jubata), e sexualidade 

alta nas espécies B. brizantha e B. humidicola. Segundo Marcos Filho (2005) a 

apomixia geralmente não é completa, podendo ocorrer taxas variáveis de 

sexualidade de acordo com a região e o ano de produção. 

A Brachiaria ruziziensis apresenta excelente adaptação na maioria 

das regiões brasileiras. Por ser considerada uma planta sexuada diplóide, a 

espécie está servindo de base para o desenvolvimento de novos cultivares de 

Brachiaria. Desde 1988, o programa de melhoramento da Embrapa Gado de Corte 

vem realizando cruzamentos interespecificos, usando acessos sexuais de B. 

ruziziensis, duplicados por colchicina (VALLE, 1990). 

Estudos mais cautelosos sobre sistema de compatibilidade 

conduzidos em B. ruziziensis, cuja contraparte apomítica não foi ainda 

identificada, mostraram rejeição de tubos polínicos no estigma e estilete, mas com 

formação de sementes auto polinizadas (0, 49% a 7,20%) e, portanto, a alogamia 

foi sugerida como sistema preferencial de reprodução. Da mesma forma, foi 

observada rejeição e limitada formação de sementes nos tetraplóides sexuais de 

B.ruziziensis e nos seus híbridos sexuais (NGENDAHAYO et al., 1988; LUTTS et 

al., 1994). Apesar da baixa diversidade verificada, esse gênero apresenta  

potencial para o desenvolvimento de cultivares superiores por intermédio de 

programas de melhoramento genético (ASSIS et al., 2003). 

Um dos problemas observados no melhoramento genético de 

Brachiaria, é que as plantas se reproduzem preferencialmente por apomixia e são 

poliplóides, enquanto as fontes de sexualidade, que são espécies B. ruziziensis ou 
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acessos de outras espécies, são diplóides. Assim, o fluxo gênico é possível, tanto 

intra, como interespecificamente (VALLE et al., 1990), 

A preocupação em aumentar a base genética da Brachiaria nas 

pastagens aponta para diferentes demandas do melhoramento, havendo a 

necessidade de desenvolver-se novas variedades tetraplóides e apomíticas 

diplóides que permitam o cruzamento intraespecífico. Atualmente, todo o 

programa de melhoramento de Brachiaria utiliza como progenitor feminino uma 

única introdução de B. ruziziensis tetraplóide artificial (CARNEIRO et al., 2003).  

O melhoramento genético de Brachiaria tem por objetivo selecionar 

plantas e obter híbridos que reúnam características desejáveis: a alta 

produtividade, adaptações a solos ácidos, bom valor nutritivo e resistência a 

cigarrinha-das-pastagens (VALLE et al., 2004). Uma das limitações do 

melhoramento do gênero Brachiaria é a diferença de ploidia entre plantas 

apomíticas e sexuais (ARAÚJO et al., 2005). 

 

 

1.2 Marcadores Moleculares 

 

 

O estudo da variabilidade genética torna-se importante para a 

evolução, sendo também utilizada como instrumento de investigação por ecólogos 

e sistematas em diversas áreas como, na verificação das afinidades e os limites 

entre as espécies, e detecção sobre os modos de reprodução e estrutura familiar, 

para estimar níveis de migração e dispersão nas populações (AVISE, 1994). 

Os marcadores moleculares estão facilitando a realização de estudos 

de genética, taxonomia e evolução de plantas, proporcionando substancial avanço 

no conhecimento científico. As principais implicações deste avanço se refletem no 

poder, precisão e rapidez na manipulação da variabilidade genética, beneficiando 

de várias maneiras o melhoramento de plantas (FALEIRO, 2007). Nas plantas, os 

marcadores moleculares exercem importante função no mapeamento 

cromossômico, identificação e clonagem de genes e melhoramento e criação de 
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novas variedades, permitindo o conhecimento da variabilidade e identificação em 

níveis genéticos intra e interespecíficos (WILLIANS et al., 1993; GOTIMSKY et al. 

1999). 

Os marcadores de DNA apresentam vantagens em relação aos 

marcadores morfológicos e isoenzimáticos, uma vez que podem ser obtidos em 

grande número e não são influenciados por fatores ambientais (BORÉM, 1998). 

Segundo Ferreira e Grattapaglia (1998) o nível de polimorfismo para cada loci 

estudado é geralmente alto, além disso, marcadores facilitam a construção de 

mapas genéticos, pois a fonte de polimorfismo molecular em populações 

segregantes é teoricamente “ilimitada”. 

Utilizando seqüências derivadas de milho, Pessino et al. (1998) 

localizaram marcadores moleculares que segregam com o caráter apospórico em 

B.brizantha localizados no cromossomo 5 de seu genoma. Leblanc et al. (1997) 

isolaram fragmentos de cDNA específicos de plantas apomíticas pertencentes a 

uma população segregante originada de cruzamentos entre B. brizantha 

(apomítica) e B. ruziziensis (sexual). 

Caracteres fenotípicos, tradicionalmente usados para estimar a 

diversidade genética, são limitados, uma vez que são influenciados pelo ambiente 

e estágio de desenvolvimento da planta (TATINENI et al., 1996). Os marcadores 

de DNA são independentes das condições ambientais e mostram alto nível de 

polimorfismo, com herança mendeliana, possibilitando uma descrição mais 

detalhada da estrutura genética de populações (WILLIAMS et al., 1990).  

Segundo Milach (1998) os vários tipos de marcadores moleculares 

disponíveis diferenciam-se pela tecnologia utilizada, pela habilidade em detectar 

diferenças entre indivíduos, custo, facilidade de uso, consistência e 

reprodutibilidade. Para Faleiro (2007) as metodologias utilizadas para identificar os 

tipos de marcadores moleculares dividem-se em dois grupos: hibridização ou 

amplificação de DNA. 

Ainda segundo Faleiro (2007) dentre os marcadores mais 

conhecidos identificados por hibridização estão os marcadores RFLP (Restriction 

Fragment Lenght Polymorphism) e minissatélite ou locos VNTR (Variable Number 
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of Tandem Repeat). Os mais conhecidos, por amplificação, são os marcadores 

RAPD (Random Amplified Polymorfhic DNA) e os microssatélites ou SSR (Simple 

Sequence Repeat). Recentemente, dois marcadores baseados em amplificação 

estão sendo amplamente utilizados: AFLP (Ampliflified Fragment Lengh 

Polymorfhism) e os ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) . 

Em Paspalum simplex tetraplóide (apomítico), a análise de 

segregação utilizando RFLP mostrou herança tetrassômica, sugerindo que esta 

espécie seja um autotetraplóide (PUPILLI et al., 1997). 

Rodrigues et al. (2001) utilizando a técnica “Differential Display PCR” 

(DDPCR) compararam o perfil de expressão gênica em ovários de plantas de 

B.brizantha apomíticas e sexuais, obtendo 60 seqüências de cDNA amplificadas 

por PCR de RNAm, caracterizando o genoma funcional desta forrageira, para esta 

característica. 

Tecnologias baseadas em amplificação que utilizam o próprio DNA 

das espécies em estudo são aquelas baseadas nos protocolos da reação em 

cadeia da polimerase (PCR), oferecendo certas vantagens como a utilização da 

enzima DNA-polimerase termoestável, que, com alterações de temperatura, 

amplifica exponencialmente um determinado segmento de DNA. Em particular, a 

PCR associada à técnica denominada “Random Amplified Polymorphic DNA” e 

“Inter Simple Sequence Repeat” tem conduzido as pesquisas de identificação do 

polimorfismo (FALEIRO, 2007).  

Os RAPDs (Random Amplified Polymorphic DNA) consistem um dos 

marcadores moleculares mais usados em estudos genéticos. Os RAPDs 

amplificam o DNA genômico, de forma arbitrária, utilizando apenas uma seqüência  

iniciadora em cada reação, onde oligonucleótideos de 10 bases, denominados 

“primers”, formados por diferentes combinações das quatro bases nitrogenadas, e 

com um conteúdo de G+C entre 50 e 70%, sem seqüências polindrômicas dirigem 

a reação da polimerase em cadeia (FRITSCH; RIESEBERG, 1992). Ainda, é uma 

técnica que requer muito pouco DNA, sua manipulação é simples, quando 

comparada a outras técnicas de marcação molecular que exigem qualquer 

sistema especial para detecção de polimorfismo, tais como hibridizações, 
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marcações radioativas ou compostas quimioluminiscentes e, também, por não 

necessita de informação prévia sobre a genética do organismo a ser estudado 

(CAETANO-ANOLLES et al.,1991). 

Ishii et al. (1996) estudando a divergência genética entre variedades 

de arroz na Ásia, conseguiram identificar o grau de parentesco e grupo precursor 

de Oryza sativa e de Oryza glaberrima pela técnica do RAPD. Verma et al. (1999) 

conseguiram diferenciar variedades locais de arroz na Índia utilizando a mesma 

técnica.  

Em Poa pratensis, análises com RAPD e AFLP mostraram uma 

ligação altamente significante entre alguns marcadores e partenogênese, 

reforçando a hipótese de herança monogênica desta característica (BARCACCIA 

et al., 1998). 

A técnica de RAPD tem sido bem difundida para análise da 

variabilidade genética de plantas, Vieira (2003) analisou a variabilidade genética 

em acessos de trapoeraba (Commelina benghalensis) em comparação à resposta 

fenotípica ao herbicida glyphosate. Este autor observou uma considerável 

variabilidade genética entre os acessos estudados e este não permitiu agrupar, 

distintamente, aqueles tolerantes e sensíveis ao glyphosate. 

Segundo Bitencourt et al. (2008) foi possível identificar 286 híbridos 

e 61 não híbridos utilizando-se RAPD entre diversas plantas potencialmente 

híbridas de Brachiaria humidicola. Fato semelhante foi demonstrado por 

Srivastava et al. (2009), estudando Bouganvillea, onde a técnica de RAPD 

permitiu a confirmação da relação genética entre híbridos e seus parentais. 

A técnica de RAPD tem-se mostrado uma ferramenta poderosa seja 

na determinação de variabilidade, como em Bouganvillea (SRIVASTAVA et al., 

2009), Catharanthus roseus (SHAW et al., 2009), Coffea (C. arabica autogamous)  

(DINIZ et al., 2005); C.canephora allogamous (FERRÃO et al., 2009), Mandioca 

(Manihot esculenta - FERREIRA et al., 2008), seja em Brachiaria (CHIARI et al., 

2007, AMBIEL et al., 2008, BITENCOURT et al., 2008, CHIARI et al., 2008) ou em 

capim elefante (PEREIRA et al., 2008) e Paspalum urvellei (SAWASATO et al., 

2008). 
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Os ISSR (Inter-Simple Sequence Repeats) são marcadores 

arbitrários altamente informativos multiloci correspondentes a microssatélites 

produzidos por amplificação da reação de cadeia polimerase utilizando um único 

iniciador (primers 16-20 pb) (POWELL et. al.,1996). Os ISSR apresentam alto 

polimorfismo, não requerem prévios conhecimentos genômicos, possuem maior 

reprodutibilidade e, além disso, são de custo relativamente baixo (ZIETKIEWICZ 

et. al., 1994). A técnica de ISSR é baseada na amplificação de regiões (100- 

3000bp) orientadas inversamente, espaçadas proximamente aos microssatélites 

oferecendo ampla cobertura de regiões neutras do genoma (REDDY et al., 2002). 

Os microssatélites estão dispersos no genoma de forma 

relativamente proporcional. Regiões de grande abundância destas seqüências têm 

sido encontradas e são nomeadas “SSR hot spots” (ZIETKIEWICZ et al., 1994, 

BORNET; BRANCHARD, 2001). 

Por meio das análises de marcadores ISSR, Rossato et al. (2007), 

estudando as populações de palmeiras do gênero Butia, demonstraram  

complexidade em sua diversidade genética, confirmando a classificação botânica. 

Souza et al. (2005) utilizando a técnica ISSR com os “primers” UBC 854, 855 e 

811, conseguiram detectar regiões genômicas potencialmente associadas a 

tolerância a ácidos orgânicos, enquanto que a utilização dos iniciadores UBC 850 

e 826 possibilitou a identificação de regiões genômicas potencialmente associadas 

à sensibilidade. 

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 família Poaceae, tendo alto nível de polimorfismo. Morais et al. (2008) 

estudando a diversidade genética de maracujazeiro azedo, com marcadores ISSR, 

obtiveram similaridade de 62 %. Essa possibilidade foi relatada por Pio Viana et al. 

(2003) trabalhando com genótipos comerciais de maracujazeiro amarelo utilizando 

marcadores RAPD. 

As técnicas moleculares descritas permitem estimar a variabilidade 

genética entre e espécies, além de servirem como ponto de partida para estudos 
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de manejo dessas plantas, pois, aliadas ao sequenciamento permitem localizar 

genes de resistência, bem como possíveis mutações relacionadas ao surgimento 

de indivíduos resistentes em determinadas espécies. 

Esse trabalho teve como objetivo avaliar a variabilidade molecular 

entre amostra Brachiaria ruziziensis, acessos pertencentes ao programa de 

melhoramento genético da Embrapa Gado de Leite por meio dos marcadores 

moleculares RAPD comparando a utilização de primers curtos e primers longos. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS  
 

 

O experimento foi conduzido no laboratório de genética molecular e 

citogenética da Universidade do Oeste Paulista - UNOESTE, em Presidente 

Prudente – SP no período compreendido entre janeiro de 2008 a julho de 2008. 

Como fonte de DNA utilizou-se tecido foliar de 37 amostras de 

Brachiaria ruziziensis. Como outras espécies do gênero utilizaram-se uma amostra 

de B. decumbens ‘Basilisk’, as B.brizantha ‘Marandu’ e ‘Xaraés’, a B. humidicola 

‘Tully’, B. jubata, Brachiaria híbrida ‘Mulato’, obtidas partir de coleta da Embrapa 

Gado de Leite de Juiz de Fora - MG, sendo que os cultivares ‘Tanzânia’, 

‘Mombaça’ e ‘Tobiatã’de Panicum maximum foram usados como marcadores 

externos. 

Para extração do DNA do tecido foliar utilizou-se o método Doyle e 

Doyle (1987) com adaptações. Foram utilizados aproximadamente 1cm de tecido 

foliar o qual foi macerado com pistilo em cadinho de porcelana sob nitrogênio, 

sendo adicionado tampão de extração (Tris–HCL 0,1M, EDTA 20mM, NACL1,4M, 

CTAB 2% e 0,2% -mercaptoetanol). O extrato foi transferido para um micro tubo 

e colocado em banho seco a 65°C, por 50 minutos, sendo agitado, por inversão, 

por intervalos de 10 minutos, adicionando-se posteriormente, uma solução de 

clorofórmio:álcool isoamílico (24:1). A mistura foi centrifugada por 5 minutos a 

12000 rpm, separando-se em duas fases. A fase orgânica foi descartada e a fase 

aquosa precipitada por isopropanol gelado (-20°C), deixando para precipitar 

(overnight) em freezer a temperatura de –20°C. Após este período, os tubos foram 

novamente centrifugados a 12000 rpm por 15 minutos para a formação de um 

“pellet”. O precipitado recolhido foi lavado em etanol 70% e centrifugado 

novamente a 12000 rpm por 10 minutos. Os “pellets” que apresentaram excesso 

de carboidratos foram incubados por 15 min a 65°C em etanol 70% centrifugando-

se novamente por mais 10 minutos a 12000 rpm. Após a lavagem, as amostras 

foram secas em fluxo laminar até a completa evaporação do etanol.  

O DNA coletado foi solubilizado em tampão TE (pH 8,0) adicionado 

de RNAase 0,1μg.μl-1 e incubado a 37°C por 30 min, sendo novamente aquecido a 
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65°C por 15 minutos para inativação da enzima. O DNA obtido foi quantificado em 

gel de agarose 1% contra um padrão conhecido através de espectrofotometria, e 

então diluído para amostras de trabalho de 10ng μL-1 acondicionadas em freezer –

20°C para o uso posterior. 

Testaram-se 27 primers decâmeros arbitrários (OPERON 

Tecnologies Inc) com diferentes concentrações de DNA molde (25, 50, 75ng) com 

a finalidade de se obter quantidade satisfatória para reações da RAPD. Os primers 

que formaram bandas estáveis em gel de agarose, reproduzíveis em RAPD e  

polimórficas com forma consistente foram eleitos.  

As reações RAPD baseadas em Williams et al. (1990) com 

modificações foram realizadas em termociclador MJ-PTC 100, onde cada solução 

continha 25ng de DNA molde, 10% de tampão para PCR (20 mM Tris-HCL, ph 

8.4, 50 mM de KCL) mais 1,5 mM MgCl2, 0,2 μM de cada DNTP, 0,4 μM do primer 

a ser testado e 1 U de Taq DNA polimerase em volume final de 25 μl. As reações 

ocorreram em 43 ciclos. Após a desnaturação inicial de 94°C por 5 minutos, cada 

ciclo constituiu-se de: desnaturação 94°C por 30 segundos; anelamento a 37°C 

por 1 minuto e 30 segundos, e extensão a 72°C por 30 segundos. Após os 43 

ciclos foi realizada uma extensão final de 5 minutos a 72°C. Em seguida as 

amostras foram resfriadas a 4°C. Após a reação o material foi aplicado em gel de 

agarose a 1,2% com brometo de etídeo, embebido em tampão TBE 0,5X e 

submetido a corrida de eletroforese a 150V/120mA por 1 hora. Os resultados 

foram visualizados com iluminação ultravioleta em câmara escura e as imagens 

capturadas em câmera CCD Alpha-Inmotech, sendo então analisadas por 

software Chemilmager. 

As reações de primers longos foram realizadas em termociclador MJ-

PTC 100, onde cada solução continha 25ng de DNA molde, 10% de tampão para 

PCR (20 mM Tris-HCL, ph 8.4, 50 mM de KCL) mais 1,5 mM MgCl2, 0,2 μM de 

cada DNTP, 0,8 μM do primer a ser testado e 1 U de Taq DNA polimerase em um 

volume final de 25 μl. As reações ocorreram em 35 ciclos. Após a desnaturação 

inicial de 94°C por 1 minuto e 50 segundos, cada ciclo constituiu-se de: 

desnaturação a 94°C por 40 segundos; anelamento a 44°C por 45 segundos, e 
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extensão a 72°C por 1 minuto e 50 segundos. Após os 35 ciclos foi realizada uma 

extensão final de 5 minutos a 72°C; em seguida as amostras foram  resfriadas a 

4°C. Após a reação o material foi aplicado em gel de agarose a 1,2% com brometo 

de etídeo, embebido em tampão TBE 0,5X e submetido a corrida de eletroforese a 

150V/120mA por 1 hora. Como marcador de peso molecular foi usado Ladder de 

100pb (Invitrogen). Os resultados foram visualizados com iluminação ultravioleta 

em câmara escura e as imagens capturadas em  câmera CCD Alpha-Inmotech, 

sendo então analisadas por software Chemilmager. 

A presença ou ausência de bandas de tamanhos moleculares 

idênticos foi usada para a construção de uma matriz de similaridade com base no 

cálculo do coeficiente de similaridade de Jaccard, codificando “1” como a presença 

da banda no gel e “0” como sua ausência. A fim de representar graficamente o 

padrão de divergência genética, com a matriz de similaridade, foi construído um 

dendrograma com o algoritmo de agrupamento UPGMA (Unweighted Pair-Group 

Method Using an Arithmetic Average) utilizando-se para essa análise o programa 

NTSYS 2.0 (ROHLF, 1998). A análise da variância molecular (AMOVA) foi 

calculada por meio da decomposição total nos seus componentes entre e dentro 

de espécies utilizando-se as distâncias ao quadrado (EXCOFFIER et al., 1992) 

com auxílio do programa Arlequin (EXCOFFIER et al., 2006). 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

 

Para otimização das reações RAPD utilizou-se a concentração de 

25ng de DNA molde extraído de tecido foliar, escolhida por não ocorrer diferenças 

em relação as demais concentrações de DNA testadas (Figura1); a partir de 10 

amostras de B.ruziziensis. 

 

A B 

FIGURA 1 - Gel de agarose a 1%, amostras de 1 ao 10 de Brachiaria ruziziensis, 
utilizando-se 25 ng (A) e 50 ng (B) de DNA respectivamente 

 

 

Utilizando-se DNA extraídos de sementes e folhas de cultivares de 

Vinca para análise de pureza genética Menezes et al. (2002) observou que o 

padrão de bandas obtidas através da técnica RAPD apresentou mais reprodutivos 

com o DNA extraído do tecido foliar.  

O teste com 27 “primers” foram escolhidos 14 para serem utilizados 

nas 46 amostras, quais geraram um total de 202 bandas, com média de 14 de 

bandas por primer, onde 184 foram polimórficas. Os tamanhos variaram de 300 a 

1560pb como pode ser observado na Tabela 1 encontrando-se dentro dos limites 

segundo Liu et al. (1999).  

Chiari et al (2007) trabalhando com 58 amostras acessos de 

Brachiaria humidicola encontraram 10 bandas por primer no total de 10 primers. 
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Dos 47 primers utilizados em quatro espécies de Brachiaria Chiari et al (2008) 

amplificaram 396 bandas com média de 8,4 bandas por primer. 

Ambiel et al. (2008) trabalhando com 42 amostras de várias espécies 

de Brachiaria e utilizando 10 primers, obtiveram um total de 114 bandas, 

perfazendo em média 11,4 bandas por primer, sendo todas polimórficos. Os 

tamanhos variaram de 200 a 1450 pb.  

 

 

TABELA 1 - Sequências nucleotídicas dos primers RAPD, número de bandas, 
número de bandas polimórficas e tamanho dos fragmentos 
amplificados em Brachiaria ruziziensis 

Primers Seqüência de 
nucleotídeos (5’ → 
3’) 

Nº de 
bandas

Nº de 
bandas 

polimórficas

Polimorfismo
% 

Tamanho dos 
fragmentos (pb) 

A1 CAG GCC CTT C 14 14 100 430 a 1390 
A5 AGG GGT CTT G 18 16 89 300 a 1500 
A9 GGG TAA CGC C 11 09 81 350 a 1200 

A16 AGC CAG CGA A 18 18 100 330 a 1360 
C2 GTG AGG CGT C 14  14 100 330 a 1360 
C16 CAC ACT CCA G 14 11 78 350 a 1420 
G5 CTG AGA CCG A 17 15 88 400 a 1340 
G9 CTG ACG TCA C 18 17 94 300 a 1500 
G10 AGG GCC GTT C 14 14 100 410 a 1480 
G11 TGC CCG TCG T 14 13 93 410 a 1560 
X6 ACG CCA GAG G 13 12 92 440 a 1450 

X15 CAG ACA AGC C 10 07 70 370 a 1500 
X20 CCC AGC TAG A 16 14 87 310 a 1490 
Y5 GGC TGC GAC A 11 10 91 440 a 1410 
14  202 184 92,28  

  

 

 No dendrograma (Figura 2) pode-se observar que as amostras 1 ao 

6 têm grande similaridade formando o primeiro grupo, já as demais amostras tem 

uma alta variabilidade entre si formando um segundo grupo. Os acessos de 

B.decumbems, B. brizantha, B. jubata, B. Mulato e B. humidicola estão próximos 

formando o terceiro grupo com uma similaridade entre elas. As amostras 32, 34, 

35 e 37 indicando um outgroup de B. ruziziensis sendo anômala formando o 
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quarto grupo, já os acessos P. maximum formam um grupo externo sendo quinto 

grupo.  

Ambiel et al. (2008) utilizando-se dois lotes de sementes comerciais 

de B.ruziziensis, onde poderia ocorrer contaminação cruzada com outras 

espécies, conseguiu por meio dos marcadores RAPD agrupar os acessos 

seguindo o padrão da espécie, ficando todas no mesmo clado. 
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FIGURA 2 - Dendrograma obtido pelo agrupamento UPGMA, obtidos de bandas de RAPD, das amostras de Brachiaria e 
Panicum com base no cálculo do coeficiente de similaridade de Jaccard utilizando o programa NTSYS2.0.
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Com as informações obtidas pela análise de variância molecular 

(AMOVA), com base nos dados de 184 bandas polimórficas verificou-se que 

47,4% da variabilidade genética total está contida entre as espécies e 52,5% 

dentro da espécie conforme a Tabela 2. Fato esse pode estar relacionado que as 

amostras de Brachiaria ruziziensis consideradas sexuadas, ou seja, ocorre fluxo 

gênico. Sendo que as demais variedades são consideradas apomíticas gerando a 

progênie idêntica a planta mãe não ocorrendo o fluxo gênico.  

 
 
TABELA 2 - Resultados da análise de variância molecular (Amova) das espécies 

Brachiaria, agrupadas obtidos por marcadores moleculares  RAPD 
Fonte de variação GL SQ Componentes 

de variação 

Porcentagem de 

variação 

6 180,3 Entre espécies 

Dentro da espécie 39 534,8 

6,1 

13,7 

47,4 

52,5 

Total 45 715,1 19,8  

 

 

Chiari et al (2007) encontraram um índice de similaridade variando 

0,14 a 0,97 denotando uma significativa variabilidade genética interacessos. 

Segundo Chiari et al (2008) a similaridade genética variou de 0,49 a 0,87 sendo a 

menor similaridade  entre B. brizantha cv. Marandu e B. humidicola cv. BRS Tupi e 

alta similaridade nos acessos de B. ruziziensis entre 0,73 a 0,83. 

Estudando a similaridade genética inter e intraespecífica entre 

acessos de germoplasma e cultivares comerciais de Brachiarias, Ambiel et al. 

(2008) atentando–se para variabilidade genética dentro dos acessos, destacou 

que há menor variabilidade genética entre os acessos de B. decumbems e B. 

ruziziensis quando comparadas aos acessos de B. brizantha. Valle (1990) 

concluiu, através de variadas análises, para caracteres morfológicos, que as 

espécies B. brizantha, B. decumbems e B. ruziziensis estão superpostas, porém, 

B.brizantha é a que apresenta maior variabilidade nas características estudadas. 
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Para analises de primers longos foi utilizada uma concentração de 

25ng DNA. Dos 10 primers testados, 9 foram selecionados por apresentaram-se 

adequados, produzindo fragmentos robustos, e de boa intensidade, com bom perfil 

de amplificação. Os primers utilizados geraram um total de 142 bandas, com uma 

média de 15,8 de bandas por primer, sendo 130 polimórficas. Os tamanhos 

variaram de 340 a 1490pb como pode ser observado na Tabela 3. 

 

 

TABELA 3 - Seqüências nucleotídicas dos primers longos, número de bandas, 
número de bandas polimórficas e tamanho dos fragmentos 
amplificados em Brachiaria ruziziensis 

 
Primers Seqüência de nucleotídeos (5’ → 3’) Nº de 

bandas
Nºde 

bandas 
polimór

ficas 

Polimorfismo 
% 

Tamanho 
dos 

fragmentos 
(pb) 

1 GAC TGG GTA CCA ATT CA 27 26 96 460 a 1480 
2 CAC TGC GTTA CCA ATT CAC G 19 17 90 340 a 1500 
3 GAC TGC GTA CCA ATT CAC T 15 14 93 480 a 1330 
4 CTG ACC CAT GGT TAA 14 12 86 410 a 1520 
5 GAT GAG TCC TGA GTA A 8 07 88 540 a 1490 
6 GAT GAG TCC TGA GTA ACA A 14 14 100 510 a 1490 
7 GAT GAG TCC TGA GTA ACA C 17 15 88 550 a 1460 
8 GAT GAG TCC TGA GTA ACA G 10 07 70 610 a 1260 
9 GAT GAG TCC TGA GTA ACA T 18 18 100 430 a 1440 
  142 130 92,22  

 

 

Estudando cinco espécies de amora (Morus sp.) Vijayan et al. (2004) 

utilizaram 15 primers de ISSR considerados primers longos, obtendo um total de 

150 bandas. Chen et al. (2006) ultilizaram 5 primers em estudos genéticos em 

populações de Caldesia grandis e obtiveram um total de 60 bandas. Em estudos 

de genética espacial de soja selvagem, foram utilizados 15 primers ISSR, 

obtendo-se 182 bandas (JIN et al., 2006). Batista et al. (2008) trabalhando com 

Tibouchina papyrus utilizaram 6 primers ISSR, obtendo 42 bandas. 

No dendrograma obtido por meio dos primers longos observa-se alta 

similaridade entre as amostras 1 a 5 e próxima a amostra 6 formando o primeiro 
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grupo. As demais amostras apresentam uma alta variabilidade entre si formando o 

segundo grupo. As amostras 38, 41,42 e 43 estão próximas formando um terceiro 

grupo, as demais variedades que são as amostras 39 e 40 estão mais distantes 

das demais, porém próximas entre si, sendo que a amostra 27 manteve se como 

um grupo externo ao outgroup sendo considerada quinto grupo. Os 3 acessos 

Panicum apresentaram-se próximos formando sexto grupo conforme a Figura 3.
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FIGURA 3 - Dendrograma pelo agrupamento UPGMA, obtidos de bandas de primers longos, das amostras de Brachiaria                      
Panicum com base no cálculo do coeficiente de similaridade de Jaccard utilizando o programa NTSYS2.0 
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Rossato et al. (2007) utilizaram 4 primers ISSR em uma população 

de Palmeira do gênero Butia, obtiveram 5 grupos, de acordo com as espécies.  

A Brachiaria ruziziensis apesar de teoricamente ser sexuada 

apresentou cinco indivíduos geneticamente idênticos pelas duas metodologias 

revelando que há algum fator envolvido gerando isto, podendo ser, inclusive, uma 

porcentagem de apomixia nesta espécie.  

Com as informações obtidas pela análise molecular (AMOVA), com 

base de dados de 130 bandas polimórficas verificou-se 36,6% da variabilidade 

genética total está contida entre as espécies e 63,9% dentro da espécie conforme 

a Tabela 4. Resultado semelhante encontrado com os primers curtos confirmando 

a ocorrência do fluxo gênico na espécie Brachiaria ruziziensis.  

 
 
TABELA 4 - Resultado da análise de variância molecular (Amova) das espécies 

Brachiaria, agrupadas obtidos por marcadores moleculares de primers 
longos 

 
Fonte de Variação GL SQ Componentes de 

variação 

Porcentagem de variação

6 188, 7 Entre espécies 

Dentro da espécies 39 586, 2 

6,21 

15,0 

36,0 

63,9 

Total 45 774, 9 21, 2  

 

 

Brandão (2008) utilizando marcadores ISSR, considerados primers 

longos, encontrou a maior parte da diversidade genética de M. splendens dentro 

das populações, tanto nos ambientes de vegetação primaria (96,49%), quanto nos 

ambientes de vegetação secundária (91,15%). Segundo Nybom e Bartish (2000), 

estimativas de diferenciação genética entre populações cuja fecundação é 

cruzada, são em média 28%, obtidas a partir de marcadores dominantes e 

calculadas pela AMOVA. 

Lacerda et al. (2001) estudando Plathymenia reticulata encontraram 

12,3% de diferenciação entre populações. Goulart et al. (2005) em estudo 
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realizado em duas populações de Mabea fistulifera, encontraram 8,97% de 

diferenciação entre populações. 

Para espécies de Protium spruceanum, neste mesmo sistema, Vieira 

e Carvalho (2008) encontraram níveis semelhantes de distribuição da variabilidade 

genética, com 97 % da variabilidade ocorrendo dentro das populações  

Comparando-se os resultados obtidos com os dois marcadores pode-

se observar que os marcadores RAPD detectaram menos variabilidade entre os 

diferentes indivíduos da mesma população que os marcadores de primers longos. 

Isso difere dos resultados de Ambiel et al (2008) onde a diferença foi maior (3%). 

Todavia isto pode se ter ocorrido devido ao método usado por estes autores que 

extraíram DNA de uma amostra de sementes, para cada acesso, trabalhando 

então com um “pool” de DNA. Neste estudo, utilizaram-se trinta e sete acessos de 

uma população, e a variabilidade detectada foi maior, indicando alto índice de 

alogamia da espécie. 
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4 CONCLUSÕES 
 

 

A técnica de RAPD mostrou-se uma ferramenta importante na 

detecção de polimorfismo interacessos em Brachiaria ruziziensis. Os resultados 

obtidos por tal técnica indicam que existe alta variabilidade genética entre os 37 

acessos de Brachiaria ruziziensis, fazendo deste um germoplasma valioso para o 

melhoramento e seleção de novas cultivares. 

Na utilização dos primers longos foi possível identificar alta 

variabilidade genética entre os acessos de Brachiaria ruziziensis, resultado 

semelhante aos marcadores RAPD, sendo assim podendo ser utilizados para 

estudar a variabilidade genética desta espécie. 

Os primers utilizados nesse estudo considerados primers curtos e 

longos mostraram-se eficazes para o estudo da variabilidade da espécie 

Brachiaria ruzziensis. No entanto primers longos apresentaram alta variabilidade 

dentro da espécie sendo maior que o resultado dos primers curtos.  

Nos dendrogramas obtido por meio dos primers curtos e longos 

consegui-se a formação de um grupo com 5 indivíduos geneticamente muito 

semelhantes revelando que há algum fator envolvido gerando isto, podendo ser, 

inclusive, uma porcentagem de apomixia nesta espécie.  
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