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VIATERIAL E MET0neS

O guandu (Cajanus cajan) € uma leguminosa tropical arbustiva que pode ser utilizada na Os materiais geneticos analisados no presente trabalho foram 13 acessos pre-selecionados com
composicao de pastagens como fonte de proteina e também para a adubacéo verde. Seu vigoroso base em caracteristicas morfoldgicas e desempenho agronémico na Embrapa Pecuaria Sudeste, além
sistema radicular pivotante tem merecido atencao como alternativa para a descompactacao do solo. das variedade Fava Larga e Anao (Tabela 1).

Considerando suas caracteristicas morfo-agronémicas, o guandu tem um excelente potencial para Folhas de cada acesso foram coletadas e o DNA gendomico extraido utilizando o método do CTAB,
utilizagcdo em sistemas de integracdo lavoura-pecuaria e para a recuperagdo de pastagens com modificagOes (Faleiro et al., 2003). Amostras de DNA de cada material genético foram
degradadas. amplificadas para obtencédo de marcadores RAPD. As reacOes de amplificacao foram feitas em um

Para analisar o potencial do guandu como leguminosa forrageira, a Embrapa tem caracterizado volume total de 13 uL, contendo Tris-HCI 10 mM (pH 8,3), KCI 50 mM, MgCI2 3 mM, 100 uM de cada
colecdes e selecionado acessos com caracteristicas agrondmicas desejaveis como a alta um dos desoxiribonucleotidios (dATP, dTTP, dGTP e dCTP), 0,4 uM de um “primer” (Operon
produtividade, valor nutricional e baixo teor de taninos (Godoy, 1995). O potencial do guandu em Technologies Inc., Alameda, CA, EUA), uma unidade da enzima Tag polimerase e, aproximadamente,
sistemas de integracio lavoura-pecudria e para recuperacdo de pastagens ainda ndo foi 15 ng de DNA. Para obtencao dos marcadores RAPD foram utilizados 14 "primers" decameros
adequadamente estudado. Considerando o potencial do guandu, a andlise da variabilidade genética (Tabela 2). As amplificagoes foram efetuadas em termociclador programado para 40 ciclos, cada um
dentro da espécie é de grande importancia. Utilizando marcadores moleculares, Faleiro et al. (2005) constituido pela seguinte sequencia: 15 segundos a 94 °C, 30 segundos a 35 °C e 90 segundos a 72

°C. ApoOs a amplificacdo, foram adicionados, a cada amostra, 3 ul de uma mistura de azul de
bromofenol (0,25%) e glicerol (60%) em agua. Essas amostras foram aplicadas em gel de agarose
(1,2%), corado com brometo de etidio, submerso em tampao TBE (Tris-Borato 90 mM, EDTA 1 mM).
A separacao eletroforética foi de, aproximadamente, quatro horas, a 90 volts. Ao término da corrida,
@@Uﬁm os geis foram fotografados sob luz ultravioleta.

Os marcadores RAPD gerados foram convertidos em uma matriz de dados binarios, a partir da 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 (Cruz, 1997). A matriz de
distancias geneticas foi utilizada para realizar a analise de agrupamento por metodos hierarquicos
com o auxilio do Programa Statistica (Statsoft Inc., 1999). O metodo do UPGMA foi utilizado como

analisaram uma colecao de 18 acessos selecionados na Embrapa Cerrados e Pecuaria Sudeste.

Utilizar marcadores moleculares do DNA para avaliar a variabilidade genética de uma nova colecéao
de trabalho de guandu composta por 15 acessos, visando complementar caracteristicas morfo-
agronomicas e dar subsidio para a selecdo de materiais para testes em sistemas de integracao
lavoura-pecuaria e recuperacdo de pastagens degradadas.Neste trabalho, objetivou-se avaliar a

Os 14 "primers” decameros geraram um total de 98 marcadores RAPD, Tabela 1. Matriz de distancias genéticas entre os 15 acessos de guandu,
perfazendo uma média de 7,0 marcadores por "primer”. A Figura 2 ilustra os cal_culgdas_ com base no complemento do coeficiente de similaridade de = ) =__..¢”_ :
produtos de amplificacao gerados com o uso do “primer” OPF-05. Dos 98 ACESSOL\IGI elL" Utzmzarldo 948 mazcadzres FiAPDS' T . u - = | - .
marcadores, apenas 19 (19,4%) foram polimorficos (Tabela 2). A baixa média de . 3322979 n— ‘l"i! ! -
marcadores por "primer"” e porcentagem de marcadores polimorficos evidenciam : 32?93-94 88;21 gggg — “ -
uma baixa variabilidade genética da colecao de trabalho analisada. Faleiro et al. > 910-94 0,017 0,031 0,028 0,017 a R &
(2005), analisando uma outra colecdo de trabalho de guandu, com base em 7 Fava Larga | 0,035 0,025 0,028 0,035 0029 0035 & | 2 3%
marcadores moleculares, também verificaram uma baixa variabilidade genética, s o1o190 | 0092 0037 0038 0,028 0025 0045 0025 0027 5 6 7 8 9 101112 131415
obtendo-se uma media de 8,7 marcadores por “primer" e apenas 28,2% de marcas 1 3411:3929 318§f 81822 8:822 8:8:(1) 8:822 818?11 8:822 8:83 8:8§i 0,031 Figura 3. Produtos de amplificagido de DNA genémico de
polimorficas. Como relatado por Faleiro et al. (2005), esta baixa variabilidade pode 1 Siror | 0094 0045 0,040 0,082 0.038 0029 0040 0028 0,054 0011 0.045 0011 ;.Sczcr:ﬁzfgso Cliang(l)Jgndol;, #Srizea;gzoc;zfrgs:‘pcﬂ:gg;
ser devida ao estreitamento da base genetica da colecao de trabalho devido apre- SRR ooy Goar oots 0025 0051 003 0025 0025 0031 0035 0038 0045 0027 a0s acessos descritos na Tabelal.
selecao dos acessos com base em caracteristicas agrondmicas, principalmente
relacionadas a producao de matéria seca. Tabela 1. “Primers” utilizados para obtencdo dos 0168-99

As distancias genéticas entre os 15 acessos de guandu variaram entre 0,000 e (rjnea{)ﬁ%(;;e;ongi:a;eesrfgf]tgﬁgrf?gg_em e
0,052 com média de apenas 0,030 (Tabela 1). A maior distancia genética foi obtida i i 9112;22
entre 0s acessos g59-95 e g168-99, g59-95 e g3-94, g3-94 e g167-97. Os Primer  Sequéncia 5 >3’ '\éoﬂemgff?ci? ﬂoﬁﬁrﬁﬁﬁ‘fiii 99167-97
acessos g9m-97 e g29m-94 foram geneticamente idénticos com base nos 98 8E828‘71 i%‘é‘é;@é‘é‘é 2 121 Fafiiz;
marcadores analisados. O acesso que apresentou maior média de distancias 8$EZ}§ 8’3%%%@%% 8 Z; g119-99
genéticas dentro da colecao de trabalho foi 0 g59-95. A analise de agrupamento 8ﬁ§:8§ %81;%‘,3?@88 (1) : gg;ri:zj i
realizada com base nas distancias genéticas evidencia o estreitamento da base OPF 12 ACGGTACCAG 3 2 9299”;122
genética da colecao de trabalho analisada (Figura 3). Os marcadores moleculares OPG.08  TOAGGTCOAG > ; 95’::; L
demonstraram a existéncia de acessos muito proximos geneticamente. Tal OPG15  ACTGGGACTC : 10 03 - v s > o
proximidade geneética e a estreita base da colecédo de trabalho devem ser levadas OPH18 gmgé%%%l_ 12; 729 Distancia genética
em consideracao na selecdao de acessos a serem testados em sistemas de Figura 3. Andlise de agrupamento de 15 acessos de guandu, baseada na matriz de distancias

genéticas. O método do UPGMA foi utilizado como critério de agrupamento.
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