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O género Stylosanthes possui diversas espécies que podem ser utilizadas como alimento para Foram analisados, no presente trabalho, 136 acessos de Stylosanthes macrocephala que fazem

animais em pastagens consorciadas ou banco de protefna e como cobertura e adubo verde. Estas parte do banco de germoplasmada Embrapa Cerrados, coletado em diferentes regides do Brasil, além
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espécies contribuem para o aumento da matéria organica e nitrogénio do solo, possibilitando maior do cultivar ‘Mineirdo’ de S. guianensis (Tabela 1). Os 136 acessos foram submetidos a uma avaliacao

eficiéncia e a sustentabilidade de exploracées agricolas por pequenos e grandes produtores. A morfo-agronémica preliminar (Figura 1B). Para as analises moleculares, folhas de cada acesso foram

espécie S. macrocephala (Figura 1A) apresenta grande potencial, desde que se faca um adequado coletadas e o DNA genémico extraido utilizando o método do CTAB, com modificacdes (Faleiro et al .,

trabalho de selecdo e melhoramento, considerando a variabilidade genética disponivel. Existem 20US}:. Arnostras de DA 0o cada material. genstice forant ampiificadas .peia tacnica de HAFD

(Random Amplified Polymorphic DNA). As reacdes de amplificacdo foram feitas em um volume total
de 13 uL, contendo Tris-HClI 10 mM (pH 8,3), KCI 50 mM, MgCl 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), uma unidade da enzima Taq polimerase e, aproximadamente, 15 ng de

diversas referéncias a variabilidade morfolégica e agronémica presente em acessos de S.
macrocephala, entretanto poucas sao as Informacdes de caracterizacdo genética de tal
variabilidade. Ndo existe uma listade descritores morfo-agronémicos estaveis e por isso a utilizacao
de marcadores molecularesdo DNA é uma alternativade grande importancia paratais estudos.
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Caracterizar a variabilidade genético-molecular de 136 acessos de S. macrocephala com base em

DNA. Para obtencdo dos marcadores RAPD, foram utilizados 15 primers decédmeros: OPD1, OPD3,
OPD11, OPE1, OPEZ2, OPEG, OPE11, OPE14, OPF3, OPF4, OPF7, OPF8, OPF9, OPF12 e OPF14. As
Y amplificacées foram efetuadas em termociclador (MJResearch), programado para 40 ciclos, cadaum
:LL| [K Ff' constituido pela seguinte sequéncia: 15 segundos a 94 °C, 30 segundos a 35 °C e 90 segundos a /72
°C. Apb6s os 40 ciclos, fol feita uma etapa de extensao final de 6 minutos a 72 °C e finalmente, a

temperatura fol reduzida para 4 °C. Apbés a amplificacao, foram adicionados, a cada amostra, 3 ul de

marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) e com base neste estudo estabelecer uma uma mistura de azul de bromofenol (0,25 %), glicerol (60 %) em agua. Essas amostras foram aplicadas

colecao de trabalho formada por 15% dos acessos que representem, ao maximo, a variabilidade em gel de agarose (1,2%), corado com brometo de etidio, submerso em tampdo TBE (Tris-Borato 90

mM, EDTA 1 mM) (Figura 1C). A separacao eletroforética foi de, aproximadamente, quatro horas, a

genéticadacolecao inicial.

90 volts. Ao término dacorrida, os géis foramfotografados sob luz ultravioleta.

Os marcadores RAPD gerados foramconvertidos 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, utiizando-se o Programa Genes (Cruz, 1997). A matriz de
distancias genéticas foi utilizada pararealizar a analise de diversidade genética por meio da dispersao
grafica em espaco bidimensional baseada na minimizacdo das diferencas entre as distancias
genéticasoriginais e as distancias graficas.

Para o estabelecimento da colecao de trabalho, foram selecionados 15% dos acessos dacolecao
Inicial, o que corresponde a 20 acessos. O método de selecdo adotado fol baseado na estratégia de
escolha dependente da diversidade genética (Raamsdonk e Wijnker, 2000). Para isso, 0os acessos
foram divididos em 20 grupos definidos com base na matriz de distancias genéticas, adotado como

critério de agrupamento o método da baseado na média- UPGMA (Unweighted pair-group arithmetic

Figura 1. RamificacGes de Stylosanthes macrocephala (A); Visao geral do experimento de campo para average). Para representar a diversidade genética da colec3o inicial, foram selecionados um acesso
avaliacées morfo-agronédmicas preliminares de S. macrocephala (B); Aplicacdo de amostras
de DNA dos 136 acessos de S. macrocephala avaliados neste trabalho (C). porgrupo.
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" 5. guianensiz(owtgroup] "" 5. capi#ata- ndo disponivel na base de dados do CPAC (em atualizagao).
05 acessos em destaque correspondem aos acessos selecionados para compor a colegdo de trabalho.
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