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RESUMO

Com o objetivo de determinar a existéncia de variabilidade genéticaem plantas de trapoeraba
(Commelina benghalensis L.), foram coletadas plantas em 10 diferentes regides de quatro Estados do
Brasil (SP, MG, MT e MS). Esses acessos foram submetidos a um estudo de variabilidade genética
por meio de RAPD com 35 iniciadores arbitrarios, os quais geraram 84 bandas polimérficas.
Observou-se a formacao de 2 grupos principais e o indice de identidade genética entre os acessos
estudados apresentou-se acima de 59%. Os acessos de Arceburgo e Taia¢t foram os que apresen-
taram a maior similaridade genética (95%). Campo Novo do Parecis foi o acesso que mais se
distanciou dentro do filograma. Observou-se que a variabilidade genética pela analise de dados
dos marcadores RAPD foi pequena entre os acessos de trapoeraba estudados, a qual ndo se mostrou
relacionada a distribuigdo geogréfica, pois nos 2 grupos existem acessos coletados em diferentes
Estados.
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ABSTRACT

GENETIC VARIABILITY OF TROPICAL SPIDERWORT (COMMELINA BENGHALENSIS L.)
ACCESSIONS. Aiming to observe the existence of genetic variability in plants of tropical
spiderwort (Commelina benghalensis L.), plants were collected from 10 different regions of 4
Brazilian states (SP, MG, MT and MS). Theseaccessions were analyzed by RAPD molecular markers
using 35 arbitrary primers which revealed 84 polymorphic bands. The establishment of 2 main
groups with geneticidentity above 59 % was observed. Theaccessions from Arceburgo and Taiagti
were the ones with greater genetic similarity (95%). Theaccession from Campo Novo do Parecis
was the one with less similarity in terms of the phylogram. The genetic variability observed
analyzing the RAPD markers was small among the studied tropical spiderwort accessions, with
no relation to the geographic region where the accessions were collected, since the two groups
formed involve accessions from different states.

KEY WORDS: Diversity, molecular marker, RAPD, weed.

INTRODUCAO

A familia Commelinaceae apresenta entre 40-50
géneros, com cerca de 700 espécies. Algumas sdo
cultivadas como ornamentais e por isso sdo levadas
paraasmais diversasregides. Asespéciesinfestantes
no Brasil concentram-se em 4 géneros: Commelina,
Tradescantia, Tripogandra e Murdannia (KissMaNN,1997).

Segundo KissMaNN (1997), C. benghalensis é uma
plantaanual reproduzida por semente. Em areascom
suficienteumidadeetemperaturahdumaperenizagao

por alastramentos sucessivos. Pedagos de ramos dei-
xados sobre o solo ou enterrados a pequena profun-
didade permitem o restabelecimento de plantas.

A trapoeraba é bastante freqiiente em lavouras
anuais, sendo de dificil controle, principalmente, em
aplicacOes isoladas do herbicida glyphosate, poden-
do acarretar problemas na colheita da cultura dasoja
(GummarAEsetal., 2007). SegundoMoNQuero et al.(2004),
os mecanismos de tolerancia de C. benghalensis ao
herbicida glyphosate sdo a absorcao e o metabolismo
diferencial.

*Parte da dissertagdo de mestrado da primeira autora. Apoio financeiro: CAPES.
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Asplantasdaninhassdocapazesdeconcorrer pela
agua, luz, espaco e nutrientes com as culturas de
interesse econdémico. Uma concorréncia que, geral-
mente, causareducdo na produtividade e depreciagdo
qualitativa dos produtos. Estima-se, por exemplo, que
asperdasocasionadasas culturasagricolas pelainter-
ferénciadasplantasdaninhasno Brasilsejamemtorno
de 20-30%. Assim, para minimizar estes prejuizos, é
preciso adotar métodos de controle, tais como: preven-
¢do, controle cultural, biolégico, mecanico e quimico
(Santos; ABREU, 2000), ou a integragdo entre eles.

Um dos objetivos do manejo integrado de plantas
daninhas é a prevencdo do desenvolvimento de
biétipos tolerantes aos herbicidas. MoNQUERro et al.
(2005) constataram que plantas de C. benghalensis
foram tolerantes a aplicacdo de glyphosate. JaRocHA
et al. (2007), ao estudarem efeito de herbicidas sobre
espécies de trapoeraba, verificaram que o tratamento
com glyphosate aplicado na forma isolada nao foi
capaz de inibir completamente o desenvolvimento
das plantas de C. benghalensis, C. diffusa e C. erecta.

Devido a crescente relevancia dos estudos com as
plantas daninhas, a biologia molecular vem tornan-
do-se umaimportante ferramenta para o seu conheci-
mento. Pesquisas sobre a variabilidade genética com
o uso de marcadores moleculares, tipo RAPD (DNA
Polimérfico Amplificado ao Acaso), por exemplo,
permitem avaliar a origem e dispersdo de plantas
daninhas. Como exemplos destas pesquisas tém-se
os estudos feitos por PEREIRA ef al. (2000) com Cyperus
rotundus e de ALVEs et al. (2003) com Rottboellia
conchinchinensis. Uma outra aplicacdo pratica do uso
de marcadores moleculares é o estudo de variabilida-
de genética, dispersdo e colonizagdo de represas e
outros corpos de dgua por plantas daninhas aquati-
cas, como os realizados por Mori et al. (1999), MARTINS
etal. (2003) com Egeria najas e E. densa, e os de CARDOSO
et al. (2003) e Carposo et al. (2005) com Eichhornia
crassipes e Pistia stratiotes.

As pesquisas com o uso de marcadores
moleculares também servem como ponto de partida
para estudos de manejo dessas plantas, porque per-
mitem localizar certos genes relacionados a resistén-
cia a herbicidas. TaL; Rusin (2000), por exemplo, por
meio da analise de RAPD, detectaram biétipos de
Phalaris minor e Loliumrigidum resistentes ainibidores
da enzima ACCase (acetil Co-A carboxilase).
Stankiewicz et al.(2001), analisando 25 populacoes de
Solanum nigrum da Poldnia, Franga e Reino Unido,
detectaram3 grupos de popula¢éesnoqual aresistén-
cia a triazinas surgiu independentemente. Os resul-
tados confirmaram que S.nigrum, semelhanteaoutras
espécies predominantemente autégamas, é caracteri-
zada por diferencas genéticas substancialmente mai-
ores entre populacdes ereduzida variabilidade gené-
tica dentro das populacoes.

Assimsendo, medianteorecenteusodosmarcadores
moleculares na determinagdo de bidtipos de plantas
daninhas visando o manejo adequado dos mesmos, o
presente trabalho teve como objetivo determinar a exis-
téncia de variabilidade genética em plantas de
trapoeraba provenientes de diferentesestados do Brasil.

MATERIAL E METODOS

Plantas de trapoeraba, identificadas como C.
benghalensis, foram coletadas em dez diferentes regi-
oes dequatroestados do Brasil, sendoquecadaacesso
correspondeu a uma planta (Tabela 1). Essas plantas
foram transplantadas em canteiro de 1 n?, sob as
mesmas condigdes edafoclimaticas, em drea anexa ao
Laboratério de Biologia e Manejo de Plantas Dani-
nhas do Departamento de Biologia Aplicada a
Agropecuaria da FCAV /UNESP, para a propagacao
e coleta do material vegetal para a analise molecular.

Folhas jovens (geralmente com a quarta folha to-
talmente expandida) foram coletadas de cada acesso,
identificadas e mantidas em freezer a -80° C até o
momento daextracao do DNA total. Este procedimen-
to foi realizado no Laboratério de Genética de Bacté-
rias e Biotecnologia Aplicada, do Departamento de
Biologia Aplicada & Agropecudria, seguindo-se a
metodologia descrita por DELLAPORTA ef al. (1983)
modificada, comadigdo do processo de maceragdoem
nitrogénioliquido, para garantiraqualidade do DNA.

Paraandlise daqualidade do DNA extraido foram
feitas corridas em géis de agarose a 0,8 %, onde foram
aplicados 10 uL de DNA das amostras e 3 uL de
tampao de carregamento (Tris-HCI 0,1 M (pH 6.8),
azul de bromofenol 0,02%, glicerol 50%). O tempo de
corrida eletroforética foi de, aproximadamente 2h em
tensao de 48 V. Os fragmentos de DNA genoémico
foram visualizados sob luz UV e documentados em
fotodocumentador modelo Gel Doc 2000 (Bio Rad).

Tabela 1 - Pontos de coleta das plantas de trapoeraba, que
constituiram os acessos aserem estudados, com os respec-
tivos codigos adotados.

Acessos Estados Codigos
Guaira SP GUA
Monte Alto SP MAL
Taiaca SP TAI
Arceburgo MG ARC
Campo Verde MT CVE
Sorriso MT SOR
Campo Novo do Parecis MT CNO
Dourados MS DOU
Chapadao do Sul MS CHA
Sdo Gabriel do Oeste MS SGA

Arq. Inst. Biol., Sdo Paulo, v.74, n.4, p.315-320, out./dez., 2007



Variabilidade genética em acessos de trapoeraba (Commelina benghalensis L.).

As amostras foram quantificadas em
espectrofotémetro DU 640B (Beckman), diluidas na
proporcao de 2 pL da solugdo estoque de DNA em 98
uL deTE10:1(v/v). A concentracao final usada como
solucdo de trabalho foi de 10 ng/pL.

Utilizaran-se 59 oligonucleotideos iniciadores de
seqiiéncias arbitrarias de 10 bases, provenientes da
colecdo da “The University of British Columbia -
Nucleic Acid - Protein Service Unit”.

Asreacoes de amplificacdo foram conduzidas em
um volume total de 20mL, contendo: 17 uL. de “Mix”,
constituida de tampao para PCR 10X (200 mM Tris-
HCl (pH 8.4), 500 mM KClI), MgCl, (1,25 mM), dNTP
(10 mM), Iniciador (5 ng/nL), Tag DNA polimerase (2
U), agua (grau “Milli-Q”) esterilizada (q.s. p.) e30ng
dasamostrasde DNA.Todasasrea¢des deamplifica-
caorealizadas foram montadas em tubos de PCR (200
uL) estéreis. Para cada reacéo foi feito um controle
negativo, noqualfoiadicionadadgua grau “Milli-Q”
em substitui¢do ao material genético.

Asreacoesdeamplificacdoforamrealizadasusan-
do-se um aparelho termociclador MJ Research, Inc.,
PTC-100™. O programa adotado para esta etapa de
analise foi montado segundo o procedimento: 1 min
a 94° Cseguido de 36 ciclosde1mina94°C,1mina
35°C, 2mina 72° C e em seguida 72° C por 5 mim.

As amostras amplificadas foram analisadas em
gel de agarose a 1,5% utilizando-se do tampdo de
corrida TBE 1X (Tris 89 mM, H,BO,89mM, EDTA 2,5
mM, pH 8.2) e 3 mL de tampdo de carregamento. O
tempo de corrida eletroforética foi de aproximada-
mente, 2h a uma tensdo de 70 V. Os fragmentos
amplificados pela PCR e separados por eletroforese
foram comparados com o padrdo de tamanho
molecular conhecido (“1kb Plus DNA Ladder”),
visualizados sob luz UV e documentados em
fotodocumentador modelo Gel Doc 2000 (Bio Rad).

Por meio da anélise do bandeamento produzido
com o uso de cada oligonucleotideo iniciador aleaté-
rio, foi conferido o parametro 1 para a presenca de
banda e 0 para a auséncia de banda, permitindo a
elaboracdo de uma matriz binaria. Essa matriz foi
utilizada para a constru¢do de um filograma com
analise de “bootstrap” (indica o percentual de vezes
que foi possivel a reconstrucao dos agrupamentos)
pelo “software” FreeTree Win95/98/NT (HawmpL et
al.,2001). A similaridade genética entre os acessos foi
estimada pelo coeficiente de distancia descrito por
NEI (1986). Para o agrupamento dos dados da matriz
filogenética foi utilizado o método da média das
distancias genéticas (UPGMA-Unweighted Pair
Group Method for Arithmetic Averages) ONEATH;
SoxkaL, 1973), sendo que o filograma foi obtido com o
auxilio do “software” TreeView (PAGE, 1996) incluin-
doaandlise de “bootstrap” (FELSENSTEIN, 1985) de 500
vezes, o qual permite o agrupamento dos acessos, de

forma tanto mais similar quanto mais coincidentes
forem os fragmentos de mesmo tamanho molecular.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O método de extracdo das amostras de DNA utili-
zado foi eficiente para os referidos acessos. Os pa-
droes de bandas gerados pelas reacdes de RAPD
foram nitidos e produziram bandas de média a boa
intensidade. Os iniciadores utilizados permitiram
boa amplificagdo de todas as amostras produzindo
bandas polimérficas e demonstraram a existéncia de
variabilidade genética entre as populagdes, apresen-
tando um indice de similaridade acima de 59%. Den-
tre os padrdes polimorficos obtidos (Fig. 1) estao
representadas as bandas provenientes da amplifica-
¢do com o iniciador de nimero 229, para as amostras
referentes aos acessos de TAI, ARC, CVE, SOR, SGA,
CHA,DOU,CNO, GUA eMAL, onde se podem obser-
varregides polimoérficas, verificadas pela presencade
bandasemalgumasamostrasem detrimentoa outras.

Inicialmente, ao realizar-se o teste de iniciadores,
59 foram escolhidos para a caracterizacao dos aces-
sos pela técnica de RAPD. No entanto, somente 35
iniciadores foram utilizados para as andlises por
apresentarem boaamplificacdo e presenca debandas
polimérficas, sendo produzidas 84 bandas, 16 inici-
adores ndo apresentaram amplificagdo e 8 iniciado-
res apresentaram padrdes monomorficos.

As bandas geradas foram analisadas e uma ma-
triz bindria, com base na presenca e auséncia da
banda, foi construida. Essa matriz foi utilizada para
a construcdo de uma matriz de similaridade a partir
dométodo UPGMA (Tabela 2). A partir dos valores de
similaridade genética obteve-se um filograma utili-
zando-se do UPGMA como metodologia de agrupa-
mento.

Fig. 1 - Amplificagdo dos acessos de trapoeraba com o
iniciador dentmero 229. MM = marcador molecular “1kb
Plus DNA Ladder”; CN = controle negativo. Os cédigos
acima das canaletas referem-se aos acessos.
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Tabela 2 - Matriz de similaridade genética entre os acessos de trapoerabaobtida pelo método do coeficiente deNEr (1986).

ARC CVE SOR SGA CHA DOU CNO GUA MAL TAI

ARC 1,00

CVE 0,88 1,00

SOR 0,72 0,62 1,00

SGA 0,63 0,60 0,83 1,00

CHA 0,90 0,81 0,64 0,59 1,00

DOU 0,88 0,87 0,67 0,60 0,83 1,00

CNO 0,77 0,72 0,73 0,70 0,74 0,75 1,00

GUA 0,84 0,78 0,73 0,69 0,80 0,78 0,78 1,00

MAL 0,93 0,88 0,70 0,65 0,83 0,83 0,75 0,84 1,00

TAI 0,95 0,83 0,71 0,61 0,90 0,87 0,78 0,81 0,88 1,00
CNO
CUA
CHA

- s MAL
i
ARC
100 TAI
CVE
4 1
DOU
S50R
A

SCA

i

Fig.2-Filograma de similaridade genética entre os acessos de trapoeraba, obtido pela matriz de similaridade genética.

Os codigos referem-se aos acessos.

A Figura 2 mostra o filograma obtido a partir do
agrupamento hierdrquico e a andlise do valor de
“bootstrap” dos principais ramos. O algoritmo
“bootstrap” pode revelar a consisténcia interna dos
dados, ouseja, seatopologiamudarcomareamostragem
dos dados, menor serd o valor da propor¢do do
“bootstrap ” e, portanto, menor a seguranca que se pode
ter nela. Na verdade, estudos de simula¢Ges mostram
que a seguranca do “bootstrap ” (probabilidade de su-

porte da topologia quando esta é correta) depende do
método utilizado na construcdo de topologia.

NaFigura2 observa-se aformacao de dois grupos
principais, dentre estes, um grupo apresentando dois
acessos, SOR e SGA, e um grupo maior com os outros
8 acessos estudados. Dentre eles, ARC e TAI foram os
acessos queapresentaramamaior similaridade gené-
tica (95%).Ja CNO foi o acesso que mais se distanciou
dentro do filograma.
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Resultados com elevada similaridade genética
foram obtidos por Carposo et al. (2003) e CarDOSsO et al.
(2005), em acessos deE. crassipes (aguapé) e P. stratiotes
(alface-d’agua), o que se explica pela forma de propa-
gacdo vegetativa, que diminui a possibilidade de
recombinacdo genética.

WINKLER ef al. (2003) utilizaram da anélise por
RAPD na determinacado da diversidade genética de
populacoes de leiteira (Euphorbia heterophylla) resis-
tentes a herbicidas inibidores da enzima acetolactato
sintase. Pela técnica detectou-se o coeficiente médio
de similaridade de 40%, constatando-se entdo varia-
bilidade genética entre as populagoes.

VipaL etal. (2006) e LAMEGO et al. (2006), ao estuda-
rem acessos de picdo-preto com resisténcia aos
herbicidasinibidores da ALS, obtiveram uma simila-
ridade média de 27% e 37 %, respectivamente, para os
acessos avaliados, demonstrando que existe variabi-
lidade genética mesmo dentro de uma mesma popu-
lagao.

A técnica de RAPD é importante para estimar a
variabilidade genética existente dentro e entre popu-
lagdes, facilitando ou contribuindo para o manejo
dessas plantas.

CONCLUSOES

Observa-se que houve uma consideravel variabi-
lidade genética pelaanalise de dados dos marcadores
RAPD nos acessos de trapoeraba estudados, a qual
nadosemostrourelacionadaa distribuicao geogréfica,
pois nos dois grupos existem acessos coletados de
diferentes Estados. No entanto, esta ferramenta
molecular sugere que, dentro desta espécie de planta
daninha, poderdo ocorrer diferencas na suscetibili-
dade a métodos de controle, dada a variabilidade
genética observada entre os acessos estudados.
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