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RESUMO 

Desmanthus é um gênero do grupo das leguminosas, que possui como principal 

característica o alto teor de proteína, chegando a 23% em suas folhas além de boa 

aceitabilidade pelos animais e de não possuir toxicidade na alimentação. O 

gênero é nativo das regiões tropicais e subtropicais das Américas, incluindo o 

Brasil. Dentro deste gênero está a espécie Desmanthus leptophyllus. O presente 

trabalho foi desenvolvido com o objetivo de estimar a diversidade genética de 

acessos de Desmanthus leptophyllus, pertencentes ao Banco de Germoplasma da 

Embrapa Tabuleiros Costeiros. Para a extração do DNA foram coletadas folhas 

jovens de doze acessos contendo 8 repetições BAGDes (192, 179, 177, 105, 229, 

180, 169, 21, 187, 160, 164, 29) e 1 acesso contendo 7 repetições (55). 

Posteriormente foi realizada a quantificação, diluições (10 nanogramas/µL) e 

Reações em cadeia da Polimerase (PCR) utilizando marcadores ISSR. Logo após 

as amostras foram submetidas a eletroforese e os géis foto documentados. 

Obteve-se índice de Shannon de 0,369, sendo considerado moderado baixo e, 

heterozigosidade esperada média de 0,263 também considerada baixa. A variação 

genética foi maior dentro dos acessos do que entre os acessos. Assim para o BAG 

de D. leptophyllus da Embrapa Tabuleiros Costeiros há baixa diversidade entre os 

acessos e que os primers ISSR são ferramentas importantes na caracterização 

molecular da espécie. 

 

 
 

Palavras-chave: Caracterização molecular, Banco ativo de germoplasma. 
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1. INTRODUÇÃO 

 
 

A busca por sistemas de produção de alimentos sustentáveis tornou-se uma 

questão global significativa devido à crescente demanda por alimentos, representando um 

desafio importante na necessidade de suprir essa lacuna (MATOS et al., 2018). A produção 

de alimentos com maior eficiência no uso de insumos garante a preservação dos 

ecossistemas onde o desafio é gerar conhecimento e tecnologia que garanta a estabilidade 

dos ecossistemas (MEDEIROS; ESPINOLA, 2019). 

Neste contexto, sistemas agrícolas que buscam sustentabilidade necessitam de 

materiais genéticos que possuam como características, além de produtividade, resistência 

a estresses bióticos e abióticos (MEDEIROS & ESPINOLA, 2019). O uso de espécies 

forrageiras nativas vem sendo uma alternativa que além de se mostrarem produtivas nas 

condições ambientais impostas, garantem a manutenção da biodiversidade, (GIULIETTI 

et al, 2004). Nesse cenário ganham importância plantas do gênero Desmanthus, onde se 

acredita que este apresente uma enorme capacidade para pastagens no semiárido. Pois é 

resistente a períodos de seca, possui boa capacidade de rebrota e produz uma alta 

quantidade de sementes (GARDINER; BURT, 1995). 

Desmanthus é um gênero de plantas que está inserido no grupo das leguminosas. 

Possui como característica marcante o alto teor de proteína chegando a 23% em suas 

folhas, além de apresentar uma boa aceitabilidade pelos animais e não possuir toxicidade, 

podendo ser consumido pelos mesmos. Pode ser encontrado de forma natural entre as 

regiões tropicais e subtropicais das Américas, incluindo o Brasil (COSTA et al., 2017). 

Esse gênero conta com cerca de 24 espécies (MUIR et al., 2014) e dentre elas está 

Desmanthus leptophyllus (Kunth) M. T. Strong & H. B. Gillis que se caracteriza por ser 

um arbusto ereto, podendo chegar a 3 metros de altura e de maneira geral, possui muitas 

ramificações (LUCKOW, 1993). D. leptophyllus possui ocorrência natural no Nordeste 

brasileiro, tornando os estudos com essa espécie importantes para a comunidade 

nordestina. 
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Devido a sua importância, foram lançadas três cultivares de Desmanthus, dentre 

elas a Cultivar “Bayamo”, (PENGELLY; LIU, 2001) possuindo algumas limitações, como 

por exemplo a dificuldade no estabelecimento. Pesquisadores acreditam que o gênero 

pode fornecer forragem para as regiões de ocorrência (JONES; BRANDÃO, 1998). 

As plantas pertencentes ao gênero Desmanthus exibem variabilidade genética, o 

que se torna um aspecto importante na procura por acessos que favoreçam uma alta 

produção de forragem e permitam a adaptação às alterações ambientais (DAUFRESNE; 

RENAULT, 2006). Com isso, estudos genéticos ganham importância, como por exemplo 

a caracterização molecular de acessos. 

 

A caracterização molecular pode ser descrita como a aferição e documentação de 

características herdáveis das plantas, que podem ser expressas em diferentes ambientes. 

Com isso é possível realizar a separação genética de plantas em uma coleção. A 

caracterização molecular tem importância na conservação in situ e ex situ como também 

em programas de melhoramento genético, justamente pelas informações que são geradas 

permitindo observar a dinâmica populacional e fazer um manejo adequado do BAG 

(Banco Ativo de Germoplasma) de determinada espécie (AZEVEDO, 2010). 

 

O presente trabalho teve como objetivo estimar a diversidade genética de acessos 

de D. leptophyllus, pertencentes ao Banco de Germoplasma da Embrapa Tabuleiros 

Costeiros. 



11  

 

 

 

 

 

 

2. Referencial teórico 

2.1 Gênero Desmanthus 

 
 

Espécies do gênero Desmanthus são popularmente conhecidas pelo nome 

Jureminha e estão dentro do grupo das leguminosas, ganhando importância por algumas 

características, dentre elas, o alto teor de proteína, persistência no período seco, 

capacidade de rebrota e agressividade na colonização (CALDAS et al., 2006; RANGEL 

et al., 2009). Este gênero não apresenta toxicidade para os animais e contém um bom valor 

nutricional, tendo um teor proteico por volta de 23% em suas folhas, ocorrendo de forma 

natural no estado de Sergipe (COSTA et al., 2017). As espécies deste gênero também 

apresentam alta preferência entre os animais podendo ser consumida in natura ou na 

forma de feno (SANTOS et al., 2010). Este gênero oferece a possibilidade de cumprir o 

papel do Stylosanthes em lugares que esse gênero não possui boa adaptabilidade 

(RANGEL et al., 2015). O cultivo das espécies do gênero Desmanthus é quase inexistente 

no Brasil, porém na Austrália existem cultivares comerciais (JONES; BRANDON, 1998; 

COLLINS et al., 2016) 

Três cultivares de Desmanthus foram lançadas para as empresas em 1995 

(PENGELLY; LIU, 2001). A adoção dessas cultivares pela indústria tem sido lenta por 

uma série de razões dentre elas estão: dificuldade no estabelecimento, pouca 

competitividade dessas cultivares com gramíneas e baixo rendimento na semeadura 

(JONES; BRANDÃO, 1998). Apesar de sucesso limitado das cultivares, pesquisadores 

da Austrália e de outros lugares do mundo acreditam que o gênero pode fornecer forragens 

importantes para os trópicos e subtrópicos (JONES; BRANDÃO, 1998). 

O gênero Desmanthus é formado por 24 espécies, distribuídas em regiões tropicais 

e subtropicais das Américas, com maior diversidade no México, onde são encontradas 14 

espécies e sul do Texas nos Estados Unidos com 8 espécies (MUIR et al., 2014). As 

plantas deste gênero ainda podem apresentar adaptações de acordo com a região 
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fisiográfica que estão inseridas (REID et al., 1983). De acordo com o estudo taxonômico 

de Luckow (1993) existem cinco espécies deste gênero nativas do Brasil, D. leptophyllus 

Kunth, ocorrendo nos estados da Bahia, Ceará e Minas Gerais; D. paspalaceus (Lindm.) 

Burkart, encontrada nos estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina; D. 

pernambucanus (L.) Thellung, nos estados da Bahia, Maranhão, Paraíba, Pernambuco, 

Piauí, Mato Grosso do Sul e Rio de Janeiro; D. tatuhyensis Hoehne, nos estados de São 

Paulo, Paraná, Rio Grande do Sul e Santa Catarina; e D. virgatus (L) Willd, nos estados 

da Bahia, Ceará, Paraíba, Pernambuco, Mato Grosso do Sul, Espírito Santo, Minas Gerais, 

Rio de Janeiro, São Paulo, Rio Grande do Sul e Santa Catarina (LUCKOW, 1993). 

A região nordeste do Brasil pode ser definida como o centro de várias leguminosas 

(LOIOLA et al., 2010). Em condições específicas dessa região o gênero ocorre 

naturalmente nas pastagens, consistindo em um dos principais recursos para a produção 

de ruminantes (CALADO et al., 2016). 

 
2.2 Desmanthus leptophyllus 

 
D. leptophyllus são arbustos eretos de 0,4 a 3 metros de altura lenhoso na base e 

geralmente muito ramificado, raiz principal cilíndrica e lenhosa (LUCKOW et al., 1993). 

 

Distribuída em toda a América Central e norte da América do Sul em países como 

Venezuela, Brasil, Equador, Chile e Peru, em matagais costeiros, pântanos, lugares baldios 

e beiras de estradas; em solos arenosos, calcários, rochosos e salinos variando entre 0 a 

1500 metros de altitude (LUCKOW et al., 1993). 

 

2.3 Parâmetros Genéticos e Variabilidade 

 
Os estudos sobre a diversidade genética e sobre o nível de diferenciação genética 

entre as populações das espécies são de grande importância para abastecer os estoques 

genéticos e subsidiar políticas de manejo e exploração desses recursos bem como obter 

maneiras de conservar esses recursos em nível geográfico e regional (CRUZ, 2005). Desse 

modo, o estudo da diversidade auxilia o melhorista na seleção de materiais promissores 

para serem utilizados nos programas de melhoramento (FALEIRO et al., 2011). A 
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diversidade genética pode ser quantificada por marcadores moleculares ou por 

marcadores morfológicos (LIRA, 2015). 

A distribuição dessa variabilidade entre as populações e dentro das populações é 

motivada pelo fluxo gênico, sistema de cruzamento e deriva genética (TEMPLETON, 

2011). As espécies que possuem alogamia com maior frequência têm níveis mais altos de 

variabilidade dentro das populações do que espécies onde predomina a autogamia 

(CANOVÁS et al., 2015). 

Conhecendo a estrutura genética de uma população é possível presumir quais 

fenômenos ecológicos e genéticos atuam sobre elas (CRUZ et al., 2011). A variabilidade 

genética pode ser definida como a variedade de alelos nos genótipos presentes dentro de 

uma população em estudo (FRANKHAM et al., 2008). Tal variabilidade é a base para que 

a seleção natural atue e permita a evolução e adaptação as mudanças ambientais nos 

organismos (HART; CLARK 2010). 

O conhecimento da variabilidade devido às diferenças genéticas existentes através 

de parâmetros genéticos como herdabilidade, coeficiente de correlação genética e as 

implicações dos efeitos ambientais sobre estas estimativas, refletidas na interação 

genótipo x ambiente, é de fundamental importância em qualquer programa de 

melhoramento, pois indica o controle genético do caráter importante para o 

estabelecimento de estratégias de seleção (RAMALHO, 2001). 

 

 

 

 

 

2.4 Caracterização Molecular 

 
 

A utilização de marcadores moleculares é uma das ferramentas de maior 

importância na caracterização de bancos ativos de germoplasma de diversas espécies 

(DANTAS; et al., 2012). 

A caracterização por meio de características agronômicas e morfológicas possuem 

algumas restrições, como por exemplo a limitação da realização em qualquer período do 

ano, além de elevados custos e tempo (BIANCHI; et al., 2002). Uma alternativa é a 
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utilização de marcadores moleculares, ferramenta amplamente utilizada na 

complementação de caracterização, e que ajuda na identificação de genótipos. 

(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1996;). 

O uso de marcadores moleculares é uma opção bastante segura nos estudos 

genômicos, sendo uma alternativa veloz onde se busca o polimorfismo ao nível de DNA 

sem sofrer interferência do ambiente. Assim, fazendo com que aumente a eficiência de 

programas de melhoramento genético (MARTINS et al., 2011) 

Um dos marcadores bastante utilizados desde 1994 é o Inter-Simple Sequence 

Repeat - ISSR (ZIETKIEWICZ et al., 1994). O marcador de Repetição de Sequência 

Simples entre Diferentes Loci é um marcador de técnica simples, sendo fácil sua 

utilização e possui um baixo custo se mostrando uma ferramenta de grande importância 

na análise de diversidade genética e na caracterização de acessos e cultivares de diferentes 

espécies. Com o uso deste marcador no gênero Desmanthus se obteve resultados 

eficientes na discriminação de genótipos (NASCIMENTO et al., 2018). 

 

 
3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Coleta e extração de DNA 

 
 

O material coletado foi proveniente do Banco Ativo de Germoplasma de 

Desmanthus da Embrapa Tabuleiros Costeiros, mantidos na sede, em Aracaju, SE. 

(FIGURA 1). Baseado na disponibilidade de sementes, foram selecionados doze acessos 

contendo oito plantas (192, 179, 177, 105, 229, 180, 169, 21, 187, 160, 164, 29) e um 

acesso contendo sete plantas (55), de onde foram coletadas folhas jovens colocadas em 

sacos de papel devidamente identificados e posteriormente levadas ao laboratório de 

Biologia Molecular da Embrapa Tabuleiros Costeiros e armazenadas a -80°C. 
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FIGURA 1. Acessos de D. leptophyllus dispostos em estufa telada. Embrapa Tabuleiros 

Costeiros, Aracaju. 

 
A extração foi baseada no método descrito por (MELO, 2016) com modificações. 

Foi utilizada uma folha jovem de cada planta, essas folhas foram maceradas em almofariz 

contendo nitrogênio líquido; e após foram adicionados 800µL de tampão de extração 

(CTAB 2%, PVP 1%, 3 µL de Proteinase K e β-mercaptoetanol) e passados para tubos de 

2mL. Posteriormente foram colocados em banho maria a 65°C por 60 minutos, 

homogeneizando-os a cada 10 minutos durante os 30 primeiros minutos. 

Após o banho maria foram adicionados 500µL de clorofórmio e álcool isoamílico 

(24:1) aos tubos, os quais foram homogeneizados e submetidos a centrifugação a 10.500 

rpm a 20°C durante 10 minutos. 200µL dos sobrenadantes obtidos foram pipetados em 

tubos de 1,5mL contendo 200µL de isopropanol gelado e mantidos em freezer por um 

período de aproximadamente 24 horas. Logo após, o material foi centrifugado a 15.500 

rpm a 20°C durante 20 minutos para a formação do precipitado, o isopropanol foi 

descartado e adicionado álcool 70% e submetido a centrifuga a 15.500 rpm a 20°C durante 

5 minutos, essa etapa foi repetida uma vez. Após isso o álcool 70% foi descartado e 

adicionado álcool absoluto, e em seguida centrifugado a 10.000rpm a 20°C durante 5 

minutos. Logo após o processo de limpeza foi descartada a parte líquida dos tubos e 

colocados os precipitados para secar. Após secos os precipitados foram ressuspendidos 

em TE [Tris-HCl + EDTA] contendo RNAse, os quais foram mantidos a 37°C por 30 

minutos e em seguida armazenados em geladeira. 



16  

 

3.2 Quantificação, Gel eletroforese e diluição 

 
 

A quantificação foi realizada utilizando NanoDrop 2000c (Thermo Scientific) 

onde foi adicionado 2µL da solução do DNA extraído, em local específico do 

equipamento, e quantificado automaticamente (FIGURA 2). 

 
 

FIGURA 2. Equipamento NanoDrop 2000c (Thermo Scientific) 

 
 

Além da quantificação as amostras, os DNA das amostras foram testadoss em gel 

de agarose a 1% para avaliar a integridade. Para isto adicionou-se 5µL de marcador de 

tamanho no primeiro poço de cada gel, e nos demais solução contendo 6µL de água 

ultrapura, 4µL da solução de DNA extraído e 2µL de tampão de carregamento nos demais 

poços. O gel foi submetido a eletroforese por 1 h e 40 min., em cuba de eletroforese 

horizontal (FIGURA 3). 

A diluição foi feita do DNA em água ultrapura para concentração de 10ng/µL, 

utilizando dados da quantificação para definir os volumes de DNA e água ultrapura a 

serem utilizados. 



17  

 

FIGURA 3. Cuba de eletroforese horizontal 

 
 

3.3 Reação em cadeia da Polimerase (PCR) e fotodocumentação 

 
 

Foram utilizados 6 primers que se mostraram eficazes em estudos de diversidade 

genética com D. pernambucanus (NASCIMENTO et al., 2018). 

 
TABELA 1. Primers utilizados com suas respectivas sequências e temperatura de 

anelamento. 

 

PRIMER SEQUÊNCIA TA (°C) 

ISSR1 CAC ACA CAC ACA GG 51 

ISSR2 CTC TCT CTC TCT CTC TAC 51 

ISSR4 CAC ACA CAC ACA AC 51 

ISSR7 CAC ACA CAC ACA GT 44 

ISSR10 GAG AGA GAG AGA CC 39 

ISSR14 CTC CTC CTC GC 49 

 
Foram realizadas reações em cadeia da polimerase (PCR) contendo diferentes 

componentes. O DNA foi usado em uma concentração de 10 ng/µL na quantidade de 1 

µL por reação. O volume total da reação foi de 20 µL, composto por 14,8 µL de água 
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ultrapura, 2 µL de tampão de reação 10X, 0,6 µL de MgCl2, 0,4 µL de dNTP (10 nM) e 

0,2 µL de Taq polimerase (5U/µL). 

A amplificação das amostras foi realizada em termociclador (FIGURA 4). O 

procedimento envolveu uma desnaturação inicial a 94 °C por quatro min., seguida por 40 

ciclos de amplificação. Em cada ciclo, ocorreu desnaturação a 94 °C por 45 seg., 

anelamento por 1 minuto e extensão a 72 °C por 2 min. Após os ciclos, a reação foi 

encerrada com uma extensão final a 72 °C por 7 min, seguida de resfriamento a 10 °C. 

 
 

FIGURA 4. Termociclador utilizado para amplificação do DNA 

 
 

Posteriormente foi adicionado 2µL de corante em cada amostra, centrifugado a 

6000rpm em 20°C por 1 minuto e submetidos a gel eletroforese 2% utilizando uma 

voltagem de 184V, 92mA e 120W durante 2h e 35 min. Logos após o gel foi corado em 

solução de brometo de etídio por 30 minutos e fotografado utilizando o equipamento Gel 

doc L-pix HE (Figura 5) 
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Figura 5: Equipamento de fotodocumentação Hel doc L-pix HE 

 

FIGURA 6. Gel fotodocumentado contendo bandas amplificadas . 

 
 

3.4 Análise estatística 

 
 

Através das fotos dos géis obtidos, foi montada uma matriz binária com base na 

ausência e presença de bandas. A matriz foi importada para o programa Genalex 6.5 e 

estimou-se a variabilidade genética, tendo como base o índice de Shannon (I), 
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heterozigosidade esperada (He) e análise de variância molecular (AMOVA). Também foi 

realizada a estimativa de variância utilizando dendrograma. 

 
4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
 

Foram utilizados 6 primers, onde os estes escolhidos para avaliar a diversidade 

genética amplificaram 21 fragmentos. Houve uma taxa de 100% de polimorfismo em 

todas as linhas de bandas. 

 
Tabela 2. Lista de primers utilizados com número total de bandas, número de bandas 

polimórficas e porcentagem de polimorfismo. 

Primer N° de Bandas N° de Bandas 

Polimórficas 

Porcentagem de 

Polimorfismo (%) 

ISSR1 3 3 100 

ISSR2 1 1 100 

ISSR4 3 3 100 

ISSR7 5 5 100 

ISSR10 4 4 100 

ISSR14 5 5 100 

TOTAL 21 21 100 

 
O índice de Shannon (I) é um parâmetro utilizado para avaliar a diversidade 

genética e varia de 0 a 1, onde 0 é o menor grau de variabilidade genética e 1 é o máximo 

de variabilidade genética (GIUSTINA et al., 2014). O índice de Shannon encontrado no 

estudo foi 0,369, semelhante ao encontrado em estudo com acessos de Desmanthus spp. 

onde o índice foi de 0,361e considerado moderado a baixo (COSTA et al., 2017). Outro 

parâmetro utilizado para analisar a diversidade genética é a heterozigosidade esperada 

(He) onde obteve-se uma média de 0,263 considerada baixa. Resultados semelhantes 

foram encontrados em estudos com Desmanthus virgatus utilizando marcadores RAPD 

com a He média de 0,38 indicando baixa variabilidade (SOARES et al., 2020) 

 
Tabela 3. Diversidade genética estimada pelo Índice de Shannon (I), heterozigosidade 

esperada (He) e heterozigosidade esperada ajustada (uHE) para acessos de Desmanthus 
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leptophyllus avaliados com primers ISSR. 

 

 
Acesso 

Índice de 

Shannon (I) 

Heterozigosidade 

esperada (He) 

Heterozigosidade 

esperada ajustada (uHE) 

 I He uHe 

192 0,435 0,295 0,315 

279 0,431 0,295 0,315 

55 0,443 0,304 0,328 

177 0,313 0,215 0,229 

105 0,446 0,300 0,320 

229 0,514 0,352 0,376 

180 0,437 0,290 0,309 

169 0,363 0,241 0,257 

21 0,164 0,094 0,100 

187 0,319 0,203 0,216 

160 0,274 0,179 0,191 

164 0,291 0,191 0,203 

29 0,367 0,250 0,266 

Média 0,369 0,247 0,263 

 
Esses resultados podem estar ligados ao método de reprodução da espécie, que 

pode influenciar na diversidade genética (SOARES et al., 2016). Por ser autógama o 

processo de troca de material genético é dificultado, explicando a baixa diversidade 

(SOARES et al., 2020). 

A variância molecular foi analisada por AMOVA (Análise Molecular da Variância), 

e os resultados revelaram 27% de variância entre os acessos e 73% dentro dos acessos. Em 

estudos com Stylosanthes spp., uma leguminosa na qual também predomina a autogamia, 

foram encontrados resultados divergentes onde a variância entre as populações foi maior 

que a variância dentro das populações (COSTA, 2017). 

 
TABELA 4. Análise de variância molecular (AMOVA) de 103 indivíduos representando 13 acessos 

de Desmanthus leptophyllus avaliados com primers ISSR. 

Aracaju, SE 
 

Fonte de variação df 
SS MS Est. % 

Var. 
 Entre 12 150.723 12.560 1.184 27%  

 Dentro 90 286.054 3.178 3.178 73%  

 Total 102 436,777  4,363 100%  
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As estimativas de diversidade genética, avaliadas através do método UPGMA 

(Figura 6), constataram a formação de dois grandes grupos distintos e a existência de 

algumas duplicatas. A existência de um pequeno número de grupos pode sugerir uma 

limitada diversidade genética, a qual pode estar relacionada à escassez de variação 

genética na espécie (FONTENELE et al., 2009) 

 
 

 

 
FIGURA 7. Dendrograma de similaridade entre 103 indivíduos representando 13 acessos 

de Desmanthus leptophyllus avaliados com primers ISSR. 

 
5. CONCLUSÃO 

Acessos de Desmanthus leptophyllus do Banco de Germoplasma de Desmanthus 

da Embrapa Tabuleiros Costeiro, apresentam diversidade genética classificada de 

moderada a baixa. A taxa de variação genética dentro dos acessos foi maior do que a 

variação entre os acessos. Sugere-se que alguns pares de genótipos sejam duplicatas 

Os marcadores moleculares ISSR utilizados no estudo, são importantes para 

estimar a variabilidade genética de Desmanthus leptophyllus. 
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