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Introdução

O azevém (Lolium multiflorum Lam.) é 
uma planta rústica, vigorosa, de excelente 
estabelecimento, que perfilha em abundância 
e possui ressemeadura natural, sendo, uma 
das poaceas de maior importância no ramo 
pecuário do Sul do Brasil (PUPO, 1979). Produz 
alimento com elevado teor de proteína, 
de fácil digestão e bastante palatável aos 
ruminantes (FONTANELI, 1991). No Sul do 
País, o azevém encontra-se naturalizado, 
devido à grande capacidade de ressemeadura 
natural da espécie, que após uma intensa 
seleção natural, conquistou a condição de 
espécie espontânea, com enorme adaptação e 
disseminação (MITTELMANN, 2005). 

Devido à grande importância desta forrageira 
no Brasil, no ano de 1999 iniciaram-se na 
Embrapa Clima Temperado atividades voltadas 
ao melhoramento do azevém anual, através 

da realização de coletas de germoplasma. 
As coletas deram origem a experimentos 
pioneiros, que detectaram a existência de 
variabilidade genética entre as distintas 
populações (DIAS et al., 2001; CASTRO et 
al., 2003; VARGAS et al., 2006; VIEIRA et al., 
2004). Em 2003, foi criado o Banco Ativo de 
Germoplasma (BAG) de Azevém e o Programa 
de Melhoramento de Azevém, através de 
uma parceria entre Embrapa Gado de Leite, 
Embrapa Clima Temperado e Embrapa 
Pecuária Sul (MITTELMANN, 2005). 

No entanto, a simples coleta e a conservação 
do germoplasma, sem as informações sobre 
suas características, torna os bancos de 
germoplasma simples depósitos de materiais 
(ABADIE; BERRETA, 2001). Os recursos 
genéticos vegetais desacompanhados de sua 
caracterização são de pouca utilidade (FAO, 
1998). Em um programa de melhoramento, é 
de fundamental importância que se conheçam 
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as populações de trabalho, tanto em termos 
da variabilidade presente nas constituições 
genéticas, como em termos de qualidade 
destes materiais (ALLARD, 1999). Segundo 
Auler et al. (2002), o conhecimento do nível 
de diversidade e da estrutura genética das 
populações é crucial para a definição das 
estratégias de melhoramento e conservação a 
serem empregadas. 

A estrutura genética das populações de 
azevém é similar a de outros organismos de 
fecundação cruzada, em que cada indivíduo 
é altamente heterozigoto e apresenta uma 
grande variabilidade potencial (DALL´AGNOL 
et al., 1989). Para Breese e Hayward (1972), 
a detecção de grande variabilidade dentro 
das populações, com ampla diversidade 
e adaptação natural, como é o caso de 
populações de azevém, fornece ferramentas 
de grande valor aos melhoristas.

O uso de marcadores moleculares no manejo 
de bancos de germoplasma tem sido cada vez 
mais expressivo, fato que se deve ao rápido 
desenvolvimento de um grande número de 
técnicas para analisar a variação genética 
(SCHLÖTTERER, 2004). Nenhum tipo de 
marcador é superior a todos os demais para 
um grande número de aplicações. O tipo de 
marcador molecular mais apropriado para 
um determinado estudo vai depender de uma 
série de fatores como: o grau de polimorfismo 
pressuposto; a disponibilidade de reagentes e 
equipamentos para uso; pessoal qualificado e 
limitações de recursos financeiros e de tempo 
para execução (SPOONER et al., 2005). 

Entre os diferentes tipos de marcadores 
moleculares, o AFLP (Amplified Fragment 
Length Polymorphism - polimorfismo de 
comprimento de fragmentos amplificados), 
técnica que foi desenvolvida por Vos et al. 
(1995), apresenta algumas vantagens para uso 
na caracterização de recursos genéticos, como 
a detecção de grande número de bandas 
informativas por reação, com ampla cobertura 
do genoma e considerável reprodutibilidade 
e principalmente por não necessitar de dados 
de seqüenciamento prévio da espécie para a 
construção de primers (SPOONER et al., 2005; 
VUYLSTEKE et al., 2007).

O AFLP é uma técnica na qual fragmentos de 
DNA, entre 80 e 500pb, são obtidos a partir da 

digestão do DNA com enzimas de restrição, 
normalmente uma de corte raro e uma de 
corte freqüente. Os fragmentos digeridos são 
ligados a adaptadores de oligonucluotídeos 
específicos, os quais se anelarão com primers 
pré-seletivos, cuja seqüência é complementar 
a dos adaptadores, acrescido de um 
nucleotídeo arbitrário na sua extremidade 3’. 
Os fragmentos pré-amplificados são então 
submetidos às reações de amplificação 
seletiva, utilizando primers com a mesma 
seqüência dos primers pré-seletivos acrescida 
de dois nucleotídeos arbitrários na sua 
extremidade 3‘. As amplificações ocorrem 
via PCR (Polymerase Chain Reaction - reação 
em cadeia da polimerase). Os fragmentos 
amplificados (em torno de 50-100 fragmentos 
por reação) são, então, separados por 
eletroforese em gel de poliacrilamida 
desnaturante (VOS et al., 1995).

Embora a análise de AFLP seja 
freqüentemente utilizada em estudos de 
variabilidade genética em espécies alógamas 
como Lolium perenne (ROLDÁN-RUIZ et 
al., 2001; GUTHRIDGE et al., 2001), Trifolium 
repens (KÖLLIKER et al.,2001),  Daucus 
carota (BRADEEN et al., 2002) e Trifolium 
pratense (HERMANN et al., 2005). A utilização 
da técnica em Lolium multiflorum ainda é 
incipiente (ROLDÁN-RUIZ et al., 2000).

Com a finalidade de estabelecer um protocolo 
para o emprego da técnica de AFLP, visando 
explorar a diversidade genética de populações 
de azevém, foi conduzido este trabalho.

Material e Métodos

O experimento foi desenvolvido no 
Laboratório de Biologia Molecular da Embrapa 
Clima Temperado - Pelotas/RS – Brasil.

Amostras de DNA

O material biológico consistiu de duas 
populações de azevém do banco ativo de 
germoplasma da Embrapa Clima Temperado, 
CNPGL 136, coletado em Pelotas, RS e CNPGL 
188, de Coqueiros do Sul, RS. Foi extraído 
o DNA de 30 indivíduos de cada população, 
a partir de 0,4 g de tecido vegetal jovem e 
fresco, utilizando o tampão CTAB, conforme 
técnica descrita por Saghai-Maroof (1984) 
com pequenas modificações, adaptando o 
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protocolo à quantidade menor de tecido, 
permitindo a obtenção de um volume de 
DNA suficiente para a aplicação da técnica. O 
precipitado DNA/RNA foi ressuspendido em 
tampão Tris-EDTA, pH 8,0 e quantificado em 
gel de agarose 0,8%, corado com brometo de 

etídeo (Figuras A e B). Através da intensidade 
da banda, foi estimada a quantidade de DNA 
em ng/ml, por comparação visual com o 
marcador de peso molecular Low DNA Mass 
Ladder (Invitrogen).

Figura A – População CNPGL 136 (amostras de             
DNA), M = marcador de peso molecular Low 
DNA Mass Ladder.    

Figura B - População CNPGL 188 (amostras de     
DNA), M = marcador de peso molecular Low
DNA Mass Ladder.

M M
DNA DNA

RNA RNA

Análise de AFLP 

Após testes iniciais, seguindo protocolo 
descrito por Vos et al. (1995), utilizando o 
Kit AFLPÒ Analysis System I (Invitrogen), 
os resultados das amplificações não se 
mostraram satisfatórios, não apresentando 
quantidade de fragmentos condizentes com 
a capacidade de detecção oferecida pela 
técnica, nem tampouco com a qualidade 
de visualização esperada, portanto, ajustes 
tiveram que ser feitos na metodologia original. 

Etapas da análise de AFLP

i) Digestão: Foram realizadas seis distintas 
reações de digestão, onde foram alterados o 
tempo de digestão, a quantidade de DNA e de 
enzimas de digestão e os volumes de reação, 
conforme descrito na Tabela 1. Os reagentes 
utilizados em cada reação de digestão foram: 
DNA genômico, Enzimas EcoRI e MseI 
(Invitrogen); Tampão 5x [Tris-HCl (pH 7.5) 10 
mM, Acetato Mg 10 mM, Acetato K 50 mM] 
e H2O MilliQÒ suficiente para completar o 
volume final de reação.

Tabela 1. Reações de digestão do DNA genômico, testadas em azevém.

Tempo = total de horas de digestão; T °C = temperatura indicada para ativar a enzima; DNA= 
concentração de DNA utilizada em cada reação; Tampão (5X) = concentração de tampão utilizada em 
cada reação; Volume Final = volume final de cada reação;  EcoRI  = unidades da enzima EcoRI utilizada 
em cada reação e  MseI = unidades da enzima MseI  utilizada em cada reação.
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ii) Ligação de adaptadores: A reação de ligação 
de adaptadores foi realizada no mesmo 
tubo onde previamente ocorreu a digestão, 
sendo adicionado, na relação 1:1 v/v com os 
produtos da digestão, solução de ligação de 
adaptadores do Kit AFLPÒ Analysis System I 
(Invitrogen) e 0,4 U da enzima T4 DNA ligase 
(Invitrogen). O material foi incubado por 2h a 
20°C.

iii) Pré-amplificação: Foram testadas 
quatro distintas concentrações da solução 
resultante da ligação dos adaptadores: 
solução sem diluição; diluída 1:5; 1:10 e 1:20 
em H2O MilliQÒ. As reações de PCR foram 
desenvolvidas em um volume final de 11 
µL, sendo composta por 1,0 µL da solução 
resultante da ligação dos adaptadores, 8 µL 
da solução pre-amp primer mix do Kit AFLPÒ 

Analysis System I (Invitrogen), 1X PCR buffer 
[Tris-HCl (pH 8.4) 20 mM, KCl 50 mM], BSA 
0,03 %, 1,8 mM de MgCl2 e 1 U de Taq DNA 
polymerase. O programa de PCR utilizado foi 
o sugerido por Vos et al. (1995). O produto 
da reação de pré-amplificação foi diluído nas 
seguintes proporções: 1:25 e 1:50 em H2O 
MilliQÒ para serem submetidos à amplificação 
seletiva. 

iv) Amplificação seletiva: A amplificação 
seletiva foi realizada em um volume final de 
10 µL sendo composta por: 2,5 ml da solução 
de DNA pré-amplificado, diluída 1:25 e 1:50; 
1X PCR buffer [Tris-HCl (pH 8,4) 20 mM, KCl 50 
mM], BSA (0,03%), 1U de Taq DNA polymerase 
(Invitrogen), 2,25 µL do primer M-CAG e 0,09 
µL do primer E-ACA do Kit AFLPÒ Analysis 
System I (Invitrogen).

O programa utilizado para o PCR foi o 
recomendado por Vos et al. (1995). Todas 
as etapas das reações foram realizadas em 
termociclador GeneAmp PCR System 9700 
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). 
Ao produto da amplificação final (10 ml) 
foram adicionados 4 ml da solução tampão 
de carregamento (formamida deionizada 
99%, EDTA 10 mM, 0,025% de xileno-ciano e 
0,025% de azul de bromofenol) e procedida 
a desnaturação das amostras a 94°C por 
5min. Foram aplicados 4,0 µl desta solução 
em gel de seqüenciamento (poliacrilamida 
6% p/v, uréia 7 M). Os fragmentos foram 
separados em gel de acrilamida a 6% em 
uma corrida a 60 w durante 2:30h. Os 
fragmentos amplificados foram visualizados 
após coloração do gel com nitrato de prata, 
seguindo protocolo descrito por Creste et al. 
(2001). O tamanho dos alelos foi estimado em 
comparação visual com o marcador de peso 
molecular de DNA de 100 pb (InvitroGen Life 
Technologies, Carlsbad, Calif., USA). 

Embora os resultados obtidos a partir da 
digestão de 100 ng de DNA por 12h a 37°C 
e com as diluições de 1:5 após a ligação de 
adaptadores e 1:25 após a pré-amplificação 
tenham sido satisfatórios, os perfis 
genotípicos resultantes, detectados a partir 
da coloração com nitrato de prata, ainda 
mostravam algumas amplificações um pouco 
fracas (Figura C – 6A). Por esse motivo, foi 
testada uma amplificação seletiva, na qual foi 
aumentada a concentração do primer EcoRI 
na reação de 0,25 ng/µL, para 10 ng/µL. A 
concentração do primer MSeI permaneceu 1,5 
ng/µL.
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Figura C. Resultado da amplificação seletiva. Gel de poliacrilamida 6%, corado com nitrato de 
prata. A: 250 ng DNA; B: 100 ng DNA; 1: adapters sem sofrer diluição e diluição 1:50 após a 
pré-amplificação; 2:  adapters com diluição de 1:5 e diluição 1:50 após a pré-amplificação; 3: 
adapters com diluição de 1:10 e diluição 1:50 após a pré-amplificação; 4: adapters com diluição 
de 1:20 e diluição 1:50 após a pré-amplificação; M: marcador 10 bp DNA Ladder (Cat.no. 10821-
015) - Invitrogen; 5: adapters sem diluição e diluição 1:25 após pré-amplificação; 6: adapters 
com diluição de 1:5 e diluição 1:25 após pré-amplificação; 7: adapters com diluíção de 1:10 e 
diluição 1:25 após pré-amplificação;  8: adapters com diluição de 1:20 e diluição 1:25 após pré-
amplificação.

Resultados e Discussão

A reação de digestão do DNA genômico 
que proporcionou a melhor qualidade de 
amplificação dos fragmentos foi a digestão 6 
(Tabela 1), na qual foi utilizada a concentração 
inicial de DNA genômico de 100 ng, num 
volume final de reação de digestão 10 ml, com 
1U de cada enzima EcoRI e MseI e tempo de 
reação de 12h a 37°C.

Das diluições testadas após a ligação dos 
adaptadores e após a pré-amplificação, 
foram melhor sucedidas respectivamente as 
diluições de 1:5 e 1:25 (Figura C-6A).  

Na amplificação seletiva que teve a 
concentração do primer EcoRI aumentada, 
foram evidenciados melhores resultados em 

termos de qualidade no padrão de bandas 
amplificadas, permitindo aos marcadores 
AFLP demonstrarem um alto poder de 
detecção de polimorfismo (Figura D e E). 
Uma única combinação de primers (M-CAG 
/ E-ACA) permitiu identificar 58 bandas 
polimórficas na população CNPGL 188 e 54 
na população CNPGL 136 (entre 80 pb e 330 
pb), resultado bastante satisfatório. Kölliker et 
al. (2001), obtiveram 50 bandas polimórficas 
com a melhor combinação de primers (M-CCA 
/ E-AAG) ao analisar populações de trevo 
branco. Estudando a diversidade genética de 
populações de trevo vermelho, Hermann et al. 
(2005) detectaram 39 bandas polimórficas com 
a combinação M-CAC / E-AAC.
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Figura D. População CNPGL 136, amostras de 
1-30, amplificadas em gel de poliacrilamida 6%, 
combinação de primers E-ACA / M-CAG.

Figura E. População CNPGL 188, 
amostras de 1-30, amplificadas em gel de 
poliacrilamida 6%, combinação e primers 
E-ACA / M-CAG.

Conclusões

O protocolo adaptado otimiza o emprego da 
técnica de AFLP para azevém, viabilizando 
sua utilização na realização de estudos de 
diversidade genética em Lolium multiflorum. 
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