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Resumo

O conhecimento da variabilidade genética e da relacao entre diferentes
acessos de Stylosanthes guianensis é importante para maximizar o uso dos
recursos genéticos disponiveis. Este trabalho teve como objetivo avaliar a
variabilidade genética em 20 acessos dessa espécie, pertencentes ao
banco de germoplasma da Embrapa Gado de Corte, usando marcadores
RAPD (DNA Polimérfico Amplificado ao Acaso). Foram selecionados 40
primers randémicos, que produziram um total de 210 bandas; destas, 82
polimoérficas (39,05 %). Os dados obtidos foram utilizados para gerar uma
matriz de similaridade genética usando o coeficiente de Jaccard. A similari-
dade genética variou de 0,747 a 0,945, o que indicou uma variabilidade
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genética pouco acentuada entre os acessos estudados. Os acessos com
menor similaridade genética foram SGO1 e SG14. Os resultados das
anélises de agrupamento com os métodos UPGMA (Agrupamento com
Média Aritmética Nao Ponderada) e Tocher foram similares. Apesar da
baixa variabilidade genética detectada entre os 20 acessos, estes foram
separados em nove grupos distintos pelo método UPGMA e seis grupos
pelo método de Tocher.

Termos para indexacdo: leguminosa forrageira, marcadores moleculares,
polimorfismo genético, genética vegetal.



Analysis of Genetic
Diversity in Stylosanthes
guianensis Using RAPD
Markers

Abstract

The knowledge on genetic variability and the relationship among different
Stylosanthes guianensis accessions is important to maximize the use of
available genetic resources. The objective of this work was to determine
the genetic variability among 20 accessions from the Germplasm Bank of
Embrapa Beef Cattle, characterized by RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) markers. A total of 210 bands were generated with the
use of 40 random primers and 82 of these were polymorphic (39,05 %).
The data obtained was used for generating a genetic similarity matrix using
the Jaccard coefficient. Genetic similarity ranged from 0.747 to 0.945,
indicating low genetic variability for these accessions. The accessions with
the lowest genetic similarity were SGO1 and SG14. Cluster analyzes using
two methods, UPGMA (Unweighted Pair-group Method with Arithmetical
Average) and Tocher, were similar. Despite the low genetic variability
detected among the 20 accessions, nine distinct clusters were formed by
UPGMA and six by the Tocher methods.

Index terms: forage legumes, molecular markers, polymorphism, vegetal
genetic.
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Introducéo

Nos Cerrados brasileiros, a exemplo do que ocorre em outras regioes
tropicais e subtropicais, a pecuéria bovina é baseada, principalmente, na
utilizacdo de pastagens para a alimentacao animal. Atualmente, as espéci-
es de maior importancia para pastagens em regioes tropicais sao as
gramineas dos géneros Brachiaria e Panicum (LOCH; FERGUSON, 1999).
No entanto, na estagao seca do ano, ocorre uma acentuada diminuicao na
producao de forragens pelas gramineas, tanto em quantidade como em
qualidade, o que, segundo Macedo (1995), é uma das principais causas da
baixa produtividade da exploracdo da pecuéria no Brasil Central.

Além disso, estima-se que na regidao dos Cerrados 80% da &rea cultivada
com pastagens de gramineas apresenta algum nivel de degradacao, dentre
outras causas, a deficiéncia de nitrogénio. Isso significa, em médio e longo
prazos, reducao da produtividade animal e sério risco ambiental para a
regido (MACEDO, 2000).

Nesse contexto, o desenvolvimento de sistemas de producao, fundamenta-
dos em consoércio de gramineas e leguminosas forrageiras, tem sido
considerado uma alternativa promissora, pois possibilita, entre outras
coisas, o0 aumento da qualidade nutricional da dieta e da quantidade de
forragem disponivel, especialmente durante o periodo seco, e a adicao de
nitrogénio ao solo por meio da fixacdo bioldgica de nitrogénio (BALDION et
al., 1975; MIRANDA et al., 1999). Isso pode proporcionar um incremento
econdmico pelo aumento na produtividade de carne e leite e diminuicao de
gastos com adubos nitrogenados.

Dentre as leguminosas nativas do Brasil, com potencial para uso
forrageiro, destacam-se vérias espécies do género Stylosanthes
(SCHULTZE KRAFT; GIACOMETTI, 1979). O género Stylosanthes
(Leguminosae) inclui 40 espécies e um grande nimero de subespécies e de
variedades botanicas descritas (FERREIRA; COSTA, 1979; STACE;
CAMERON, 1984). E originario da América Central e do Sul, e o Brasil é o
seu principal centro de origem e maior centro de diversidade (MILES;
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LASCANO, 1997). As espécies desse género estao entre as mais impor-
tantes leguminosas forrageiras em ambientes tropicais aridos e semi-
aridos, com destaque para seu uso na Australia e em paises dos continen-
tes asiatico e africano, além do Brasil (GUODAO et al., 1997).

As principais espécies de Stylosanthes com potencial de uso forrageiro no
Brasil sdo: S. guianensis, S. macrocephala, S. capitata e S. scabra (MILES;
GROF, 1997). Destaca-se S. guianensis, objeto deste estudo.

Stylosanthes guianensis é uma espécie dipléide (2n = 20), originéria da
América Central e do Sul, e ocorre desde o México até a Argentina, e tem
sido amplamente utilizada como forrageira em muitos paises tropicais e
subtropicais (BURT; MILLER, 1975).

Essa espécie é perene de vidalonga e se divide em quatro variedades
botanicas: vulgaris, canescens, microcephala e pauciflora, e os ecétipos
apresentam variabilidade quanto a longevidade quando expostos a fatores
ambientais adversos. Desta forma, é possivel selecionar genétipos superi-
ores para diversas condicoes ambientais (FERREIRA; COSTA, 1979).

Apresenta ampla diversidade fenotipica e pode apresentar até 18% de
proteina bruta na parte aérea, e os acessos das variedades botéanicas
pauciflora e vulgaris séo os de mais alta producao de matéria seca e
retencao de folhas verdes em periodos de seca em solos de baixa fertilida-
de (KARIA; ANDRADE, 2000).

Apesar da comprovada contribuicdo de cultivares de S. guianensis e de
outras espécies de Stylosanthes na agropecudaria, ainda ha poucos estudos
sobre a variabilidade genética intra e interespecifica e do controle genético
de caracteristicas de importancia agronémica. A maioria dos estudos
sobre a variabilidade genética foi realizada por meio de caracteres
morfoldégicos (STACE; CAMERON, 1984; MANNETJE, 1984; KARIA et al.,
2002).

Para estabelecer estratégias de melhoramento que resultem em ganhos
genéticos em vérios ciclos, é altamente relevante a utilizacao de métodos
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mais elaborados de selecédo, que considerem a natureza continua de
distribuicao de caracteres agrondmicos e seus parametros, e que usem
marcadores moleculares para agilizar a identificacao de gendétipos superio-
res.

A utilizacao de marcadores moleculares apresenta inimeras possibilidades
de estudo em espécies como as do género Stylosanthes, dentre estes
podem ser citados a geracao de informacoes sobre a variabilidade genética
intra e interacessos, determinacao da taxa de cruzamento e, em um
estdgio mais avancado, auxiliar melhoristas nas tomadas de decisdes no
processo de selecao.

Dentre as técnicas moleculares destaca-se a de Random Amplified
Polymorphic DNA — RAPD, por se tratar de uma metodologia menos
laboriosa e com custos comparativamente menores aos de outras técni-
cas. Além disso, é capaz de fornecer resultados equivalentes aos obtidos
por marcadores co-dominantes, por exemplo, na determinacao da taxa de
cruzamento de uma espécie (FERREIRA et al., 2000; GAIOTTO et al.,
1997).

A grande vantagem dos marcadores moleculares do tipo RAPD ¢ a utiliza-
cao de primers randdmicos em baixas condicdes de estringéncia que
permite o anelamento do primer a regides anénimas do DNA, sendo capaz
de analisar grande nimero de locos representando o genoma como um
todo, sem a necessidade de conhecimento prévio do genoma do organismo
estudado (WILLIAMS et al., 1990; WELSH; MCCLELLAND, 1990).

Os objetivos deste trabalho foram: a) analisar a variabilidade genética e
estimar a distancia genética em 20 acessos de S. guianensis, pela técnica
de RAPD e b) selecionar primers polimérficos que serao utilizados para
analisar a progénie desses acessos e determinar a taxa de cruzamento
nessa espécie.
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Material e Métodos

Material vegetal

Vinte acessos de S. guianensis pertencentes ao banco de germoplasma da
Embrapa Gado de Corte, Campo Grande, Estado de Mato Grosso do Sul.
As anédlises foram realizadas utilizando uma planta por acesso. As plantas
analisadas foram instaladas em casa de vegetacao, por meio de estaquia.

Desses acessos, foram coletadas folhas jovens (primeira folha completa-
mente expandida a partir do apice), as quais foram envolvidas em papel de
aluminio, devidamente identificadas e imediatamente congeladas em
nitrogénio liquido para serem transportadas até o laboratério onde se
prosseguiu com as extracdes dos DNAs.

Extracao de DNA

Os DNAs foram extraidos segundo o protocolo descrito por Bonato et al.
(2002) com modificacoes.

As amostras de folhas jovens de cada acesso foram maceradas com
nitrogénio liquido em cadinhos de porcelana e o pé fino obtido foi transferi-
do para tubos de microcentrifuga de 2 mL. Adicionaram-se as amostras,
900 pL de tampao de extracao (2% CTAB; 1,4 M NaCl; 0,2% 2-p-
mercaptoetanol; 20 mM EDTA; 100 mM Tris-HCI pH 8; 1% PVP 40). Apés
60 minutos de incubacao a 65°C, com suave inversao a cada 10 min., as
amostras foram resfriadas a temperatura ambiente (TA) e centrifugadas
durante 10 min. a 10.000 rpm em microcentrifuga Eppendorf modelo
5410.

Os sobrenadantes obtidos foram transferidos para novos tubos de
microcentrifuga de 2 mL e a estes foram adicionados 250 pL de fenol e
250 pL de cloroférmio. Apés suave homogeneizagao durante 10 min. as
amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm também por 10 min., para
separacao das fases. A fase superior foi transferida e novamente foram
adicionados 250 pL de fenol e 250 pL de cloroférmio as amostras que
foram homogeneizadas durante 10 min. e centrifugadas. A fase superior

13
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foi transferida e adicionou-se o mesmo volume de cloroférmio: éalcool
isoamilico (24:1). Ap6s suave homogeneizacao durante 10 min. as amos-
tras foram centrifugadas e 400 pL da fase superior de cada amostra
foram transferidos para novos tubos de microcentrifuga de 1,5 mL.

Foram adicionados 200 pL de acetato de amoénio 7,5 M e 400 pL de
isopropanol gelado as amostras para a precipitacdo do DNA. Apéds suave
inversao e incubacdo a-20°C por 30 min., as amostras foram
centrifugadas a 10.000 rpm por 30 min, formando um precipitado (DNA)
que foi lavado com etanol 70% gelado e deixado secar a TA.

O DNA foi ressuspendido em 400 pL de tampao TE (10 mM Tris-HCI pH
8,0; 50 mM EDTA) e mantido a 4°C até a manha seguinte.

Apés, foram adicionados 10 uL de RNAse A (10 mg/mL) e as amostras
foram incubadas a 37°C durante 30 min., para a digestdao completa do
RNA. Em seguida, foram adicionados 40 pL de acetato de aménio 7,5 M e
duas vezes o volume de etanol absoluto gelado. As amostras foram
cuidadosamente invertidas, incubadas a —20°C por 30 min e centrifugadas
a 10.000 rpm por 10 min. O precipitado foi lavado com 400 uL de etanol
70% gelado, deixado secar a TA e ressuspendido em 100 uL de TE.

Para quantificar e avaliar a integridade do DNA extraido fez-se uma
diluicao 1:10 (v/v) de cada amostra com 2 L de tampao de corrida 6X
(0,25 g de azul de bromofenol, 15 g de ficoll 400 em 100 mL de agua
milliQ autoclavada) e esta foi submetida a eletroforese em gel de agarose
0,8%, ja corado com brometo de etidio (0,5 ug/mL). O tampao utilizado
para o preparo do gel e na cuba foio TBE 1X (0,89 M Tris; 0,89 M borato
e 0,08 M EDTA).

Apds a corrida eletroforética, o resultado foi visualizado em luz UV,
fotodocumentado em sistema digital e salvo em formato JPEG. A
quantificacao foi realizada por comparacao das bandas obtidas dos DNAs
extraidos com padroes de concentracdes conhecidas do DNA lambda
(Invitrogen).
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Depois de estimada a concentracao, as amostras de DNA foram diluidas
na concentracao de 5 ng/uL e mantidas a 4°C. Os estoques foram congela-
dos a -20°C.

Amplificacdo e eletroforese

As reacoes foram preparadas em volume final de 25 pL contendo: 1X
tampé&o da 7aq DNA polimerase (Invitrogen), 2 mM MgCl, (Invitrogen), 2,5
mM dNTPs (Invitrogen), 4% DMSO (Sigma), 1U 7Tag DNA polimerase
(Invitrogen), 1,2 uM de primer (Invitrogen) e 20 ng de DNA gendmico.

As amplificagoes foram realizadas em termociclador PTC 100 (MJ
Research) utilizando uma etapa de 94°C por 5 min.; 40 ciclos de 94°C por
1 min., 40°C por 1,5 min. e 72°C por 2 min.; seguidos por uma etapa final
de 72°C por 7 min.

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1,5%, ja corado com brometo de etidio (0,5 uL/mL), e adicionados,
a cada reacao, 3 uL de tampao de corrida. O tampao utilizado para o
preparo do gel e na cuba foi o TBE 1X.

Os resultados foram visualizados em luz UV, fotodocumentados em
sistema digital e salvos em formato JPEG.

Para cada anélise foi feito um controle negativo: reacao contendo todos os
reagentes exceto o DNA, para verificar se ndo havia contaminacao de
reagentes com DNA e dar maior confiabilidade aos dados.

Inicialmente, trés diferentes acessos de S. guianensis foram analisados
com 51 primers decameros randémicos sintetizados pela Invitrogen, dos
quais 40 foram selecionados para as andlises dos 20 acessos (Tabela 1),
todos com contetddo GC entre 60% e 70% e que geraram bandas (frag-
mentos de DNA amplificados) nitidas e reproduziveis.
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Tabela 1. Lista dos 40 primers selecionados para as analises de RAPD em
Stylosanthes guianensis com suas seqliéncias de oligonucleotideos e contetdo
G-C (%).

; Seqigncia e G-C (%)
E14 TCC GCT CTG G (70%%) G19 GTC AGG GCA A (80%)

Do3 GTC GCC GTC A (V0% HOT CTG CAT CGT G (50%)
D1z CAC CGT ATC C (50%) ADO3 TCT CGC CTA C (B0%)
013 GGG GTG ACG A [70%) AFO1 GCTACACGG T (60%}
EO1 CCC AAG GTC C (70%] AFOZ CAG CCG AGA A (80%)
E11 GAG TCT CAG G (50%| AJOE GTC GGA GTG G (V0%
FO3 CCT GAT CAC C (50% ) AJOD ACG GCA CGC A (T0%)
FO4 GGT GAT CAG G (50%] AKO4 AGG GTC GGT C (70%]
FO7 CCG ATA TCC C (50% | AK1E TCG CAG CGA G (TO%)
F1Z ACG GTA CCA G (80% ALDT TGT GAC GAG G (80%]
G2 GGC ACT GAG G (70%]) ALOZ ACCCTG TGG G (¥0% )
GO3 GAG CCCTCC A (70%) ALOZ CCC ACC CTT G (0%}
Go4 AGC GTG TCT G (H0% ) AMTO CTG TGT GCT C (G0%)
GO6 GTG CCT AAC C (80 %) ANTT GTC CAT GCA G (B0% |
GO7 GAA CCT GCG G (70%) BAO1T TTC CCC ACC C (T0%}
G10 AGG GCC GTC T (70%] BADZ TGEC TCG GCT C (70%)
G11 TGC CCG TCG T (70%} BAOZ GTG CCA GAA C (B0%]
G13 CTC TCC GCC A (V0% BEQ1 ACA CTG GCT G (60% |
G158 ACT GGG ACT C (50%] EEOQZ CCCCCGTTA G (70%})
G17 ACG ACC GAC A (80%] EEOQ3 TCA CGT GGC T (30%)

Andlise dos dados

Os dados obtidos dos 40 primers para os 20 acessos de S. guianensis
foram compilados em uma planilha na forma de variaveis binarias, ou seja,
“1" significando presenca de banda e “0”, auséncia. Esses dados foram
utilizados para a construcao de uma matriz de similaridade genética pelo
programa GENES versao para Windows (CRUZ, 1997), utilizando o coefici-
ente de similaridade de Jaccard (J), calculado de acordo com a férmula

J = N/P, onde, N é o nimero de concordéancias positivas e P é o total de
varidveis, menos as concordancias negativas. A andlise de agrupamento
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foi realizada por dois métodos: Unweighted Pair-group Method with
Arithmetical Average - UPGMA e Tocher, com o complemento aritmético
dos dados de similaridade genética.

Resultados e Discussao

Selecdo de primers
Dos 51 primers randdomicos testados em trés acessos de S. guianensis, 40
foram selecionados para a andlise dos 20 acessos.

A Fig. 1 representa uma selecao com seis primers, dos quais trés foram
escolhidos para as andlises com os 20 acessos: G13, G15e G17. O
primer G12 nao foi selecionado porque falhou na amplificacdo de uma das
amostras. O primer G14 amplificou menos de quatro bandas, critério
utilizado na selecao, e o primer G16 amplificou bandas pouco nitidas. Os
resultados apresentados para esses primers fornecem uma indicacao do
procedimento utilizado na selecao deles a fim de realizar andlise nos 20
gendtipos estudados.

Fig. 1. Gel de agarose 1,5% representando uma selecdo com seis primers em trés

diferentes acessos de Stylosanthes guianensis.

17
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Andlise dos dados de RAPD

Os 40 primers selecionados produziram um total de 210 bandas possiveis
de serem analisadas com seguranca para os 20 acessos deste estudo,
perfazendo uma média de 5,25 bandas por primer. A média obtida de
bandas por primer foi inferior ao obtido por Barros et al. (2005) em
Stylosanthes macrocephala (10,7). A Fig. 2 representa o perfil de RAPD
obtido com o primer GO4 para os 20 acessos de S. guianensis.

..1----" —
*!'!ntﬁi-

Fig. 2. Perfil de RAPD obtido com o primer GO4 para os 20 acessos de Stylosanthes
guianensis. M = 1kb DNA /adder e (-) = controle negativo.

Das 210 bandas obtidas com os 40 primers, 82 foram polimérficas
(39,05%). Os primers que produziram o maior nimero de bandas
polimoérficas foram o GO2 (7) e 0 GO7 (6). Apesar do baixo nimero de
bandas polimérficas foi possivel identificar 31 primers polimérficos (77 %),
ou seja, uma média de 2,6 bandas polimérficas por primer. De maneira
geral, essa técnica nao gera muitos polimorfismos por primer, porém, ela
apresenta como vantagens a rapidez e simplicidade, necessidade de
pequena quantidade de DNA e o custo relativamente baixo quando compa-
rado ao de outras técnicas moleculares (FERREIRA; GRATTAPAGLIA,
1998). Assim, pode-se utilizar um grande niimero de primers para solucio-
nar o problema do baixo polimorfismo detectavel por primer.
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A partir dos dados de auséncia e presenca de bandas dos 40 primers
foram estimadas as similaridades genéticas utilizando o coeficiente de
Jaccard. Os valores de similaridade genética entre os 20 acessos de S.
guianensis variaram pouco, os acessos SGO1 e SG04 foram os genetica-
mente mais similares (0,945) e os acessos SG13 e SG20 (0,747) foram
os geneticamente mais divergentes, indicando que a variabilidade genética
nesses acessos é pouco acentuada.

Kazan et al. (1993) estudaram a variabilidade genética em 20 cultivares de
S. guianensis e de outras espécies de Stylosanthes (S. scabra, S. hamata e
S. humilis), utilizando marcadores RAPD, e também encontraram baixa
variabilidade intraespecifica e alta variabilidade interespecifica. Em
contrapartida, Karia et al. (2002), avaliando 72 acessos de S. guianensis,
44 de S. capitata e 26 de S. scabra, observaram alta variabilidade
intraespecifica utilizando marcadores morfolégicos e agronémicos. Barros
et al. (2005) também observaram alta variabilidade genética
intraespecifica em 86 acessos de S. macrocephala utilizando marcadores
RAPD e Sistema de Informacdes Geograficas (SIG).

A baixa variabilidade genética observada neste estudo, entre os 20
acessos de S. guianensis pode ser conseqiiéncia do pequeno nuimero de
acessos analisados e do modo como estes foram selecionados, pois fazem
parte do programa de melhoramento da Embrapa Gado de Corte e foram
selecionados pelas caracteristicas morfoagrondmicas interessantes e nao
contrastantes. Sabe-se que essa espécie apresenta ampla distribuicao
geogréafica e, conseqlientemente, grande diversidade fenotipica, desde
plantas rasteiras até semi-arbustivas; nimero de ramificacOes variaveis;
periodo de florescimento variando de fevereiro (precoces) a maio (tardias);
entre outras (KARIA; ANDRADE, 2000).

A fim de representar graficamente o padrao de distancia genética, o
complemento aritmético dos dados da matriz de similaridade foi utilizado
para gerar um dendrograma pelo método UPGMA representado na Fig. 3.
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Considerando-se a média das porcentagens das distancias genéticas entre
todos os acessos (55,8 %) pode-se distinguir a formacéo de nove grupos.
Os acessos SGO1, SGO4, SGO5, SGO6 e SGO7 formaram o primeiro
grupo. O segundo grupo foi formado pelos acessos SG03, SGO9, SGO2 e
SGO08. O terceiro grupo pelos acessos SG10, SG11 e SG12. O acesso
SG13 nao se agrupou com nenhum outro, formando o quarto grupo. O
quinto grupo foi formado pelos acessos SG16, SG18 e SG17. Os demais
acessos nao se agruparam formando os outros quatro grupos.

O método de Tocher agrupou os acessos em seis grupos, mas o resultado
foi similar aquele obtido pelo método UPGMA. Os acessos SG13, SG15,
SG19 e SG20 também nao agruparam com nenhum outro acesso, forman-
do quatro grupos diferentes, sugerindo que esses acessos sao 0s mais
distantes geneticamente entre si e dos demais acessos. O acesso SG14
ficou agrupado com os acessos SG16, SG17 e SG18 e os demais acessos
formaram o maior grupo (Tabela 2).

Tabela 2. Grupos formados pelo método de Tocher com os 20 acessos de
Stylosanthes guianensis.

I 1 4 7 6 8 & 10 3 11 & 12 2
Il 16 18 17 14

1] 15
" 19
W 20

VI 13
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Conclusoes

Os resultados indicam uma alta similaridade genética entre os 20 acessos
de S. guianensis estudados.

Apesar da alta similaridade genética detectada entre os 20 acessos foi
possivel separa-los em diferentes grupos pelos métodos de anélise de
agrupamento empregados.

Os marcadores moleculares RAPD discriminaram todos os acessos de S.
guianensis estudados.

Dos primers analisados, 77 % geraram bandas polimérficas e poderao ser
empregados como ferramenta de auxilio ao programa de melhoramento da
espécie em guestao.
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