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INTROPUIEAD

MATTERIAIS B AFOROS

Desde 1974,
Biotecnologia, com apoio de outras instituicées nacionais e Internacionais vém introduzindo,

a Embrapa Cerrados, juntamente com a Embrapa Recursos Genéticos e

caracterizando e avaliando germoplasmas de gramineas e leguminosas, nativos e exdticos, que
possam ser utilizados na pecuaria como pastagens consorciadas ou banco de proteinas e na
agricultura como adubacdo verde. Dentre as diferentes espécies avaliadas, a Stylosanthes
guianensis (Aubl.) Sw. (Figura 1A e B) tem sido considerada uma das mais promissoras (Karia e
Andrade, 1996).

No Brasil, & sensivel o aumento da demanda por cultivares de leguminosas produtivas e
adaptadas as diferentes condicdes. Para atingir tal objetivo, € necessario que a variabilidade
genética disponivel seja amplamente explorada em programas de avaliacdo e melhoramento
genético. Aléemdisso, € necessario que acessos sejam avaliados em diferentes condicdes ambientais
e sistemas agricolas via ensaios em rede. Nesse sentido, em 1995, a Embrapa Cerrados iniciou um
trabalho de caracterizacdo morfo-agronémicade umacolecao base de 400 acessos de S. guianensis
com o objetivo de estabelecer uma colecdo de trabalho para avaliacdo em ensaios de rede em
diferentes locais (Kariaet al., 1996) (Figura 1C). O resultado desse trabalho foi uma primeira colecao
de trabalho com 35 acessos, incluindo-se trés cultivares comerciais como testemunhas.

OBJERING

Avaliar adiversidade genéticadacolecao de trabalho de 35 acessos de S. guianensis com base em

marcadores moleculares RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), objetivando-se complementar
os dados de variabilidade morfo-agronémica, gerando informacdes de interesse para programas de
melhoramento genético.
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Figura 1. Ramificacdes de Stylosanthes guianensis (A); Detalhe dainflorescénciade S. guranensis (B);
Visao geral de um experimento de campo para avaliacao morfo-agronémica (C).

RESUBIANDOS

A colecdo de trabalho de Stylosanthes guianensis analisada no presente estudo (Tabela 1) é
composta por trés cultivares comerciais ( "Mineirdo ™, "Bandeirante™ e "Cook’) e 32 acessos
selecionados com base na representatividade da diversidade genética de caracteristicas morfo-
agronémicas de uma colecao base de 400 acessos (C. T. Karia, comunicacao pessoal). Dos 3b
acessos, 15 pertencem a variedade botanica pauciflora, 13 a vulgaris, 4 a canescens e 3 a
microcephala(Tabela 1).

Folhas de cada acesso foram coletadas e o DNA gendmico extraido utilizando o método do CTAB,
com modificacdes (Faleiro et al., 2003). Amostras de DNA de cada material genético foram
amplificadas pela técnica de RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) no Laboratério de Genética
e Biologia Molecular da Embrapa Cerrados (Figura 2). As reacdes de amplificacdo foram feitas emum
volume totalde 13 ulL, contendo Tris-HCI 10 mM (pH 8,3), KCI 50 mM, MgCl2 3 mM, 100 uM de cada
um dos desoxiribonucleotidios (dATP, dTTP, dGTP e dCTP), 0,4 uM de um primer (Operon
Technologies Inc., Alameda, CA, EUA), umaunidade daenzima Taq polimerase e, aproximadamente,
15 ng de DNA. Para obtencao dos marcadores RAPD, foram utilizados para a amplificacdo do DNA,
13 primers decameros: OPD-03, OPD-12, OPD-13, OPD-15, OPE-O1, OPE-11, OPF-03, OPF-04,
OPF-O7, OPF-12, OPG-10, OPG-11, OPG-19. As amostras amplificadas foram aplicadas em gel de
agarose (1,2%), corado com brometo de etidio, submerso em tampao TBE (Tris-Borato 90 mM, EDTA
1T mM). A separacao eletroforética foil de, aproximadamente, quatro horas, a 90 volts. Ao término da
corrida, osgéis foram fotografados sob luz ultravioleta.

Os marcadores RAPD gerados foram convertidos em uma matriz de dados binarios, a partirda qual
foram estimadas as distancias genéticas entre os diferentes acessos, com base no complemento do
coeficiente de similaridade de Nei & Li, utilizando-se o Programa Genes. A matriz de distancias
genéticas foi utilizada pararealizar a analise de agrupamento por meio de dendrograma, utilizando-se
o método do UPGMA (Unweighted pair-group arithmetic average) como critério de agrupamento, com
auxilio do Programa SAS e do Programa Statistica.

Figura 2. Laboratério de Genética e Biologia Molecular da Embrapa Cerrados, ilustrando as etapas de
extracao (A), amplificacao (B) e eletroforese (C) de amostras de DNA.
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CONCLUSOES

1. Os marcadores RAPD evidenciaram a alta variabilidade genética da colecdao de trabalho e S.

guianensis o0 que é Interessante para os programas de avaliacdo em rede e futuros programas de

melhoramento genético.
2.A tendéncia de agrupamento de variedades boténicas de S. guianensis com base em marcadores

RAPD sugere que tal ferramenta pode ser til emtrabalhos de classificacdo botanica.
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de distancias geneticas calculadas com base em 159 marcadores RAPD.
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