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Resumo — Stylosanthes macrocephala M. B. Ferr. et S. Costa ¢ uma leguminosa utilizada sob consorciagdo em
pastagens, adubacdo e recuperacao de areas degradadas. A falta de caracteristicas morfolégicas e agrondémicas
estaveis e de informacgdes ecogeograficas dos locais de coleta dos acessos tem dificultado o melhoramento
genético da espécie. A fim de obter descritores ecoldgicos, moleculares e avaliar a variabilidade genética da
colecéo de S. macrocephala, 87 acessos foram analisados com o auxilio do Sistema de Informagdes Geogréaficas
(SIG) e de marcadores moleculares RAPD. Os acessos provieram de sete Estados, cinco bacias hidrograficas,
sete tipos de vegetagdo e sete tipos de solos. As altitudes dos locais de coleta variaram de 1 a 1.298 m e a
pluviometria anual média de 550 a 2.870 mm. A variabilidade de descritores ecolégicos sugeriu diversidade
adaptativa na colecdo. Com base em 161 marcadores RAPD, verificou-se que as distancias genéticas entre 0s
acessos de S. macrocephala variaram entre 0,02 e 0,42. Com base nessas distancias, dez grupos de similaridade
genética foram estabelecidos. Observou-se tendéncia de separagao por bacias hidrograficas e elevada variabili-
dade genética entre os acessos coletados nos estados da Bahia e de Minas Gerais. A alta variabilidade genética
da colecdo de S. macrocephala evidencia a importancia desses acessos para futuros trabalhos de melhoramento
genético.

Termos para indexacéo: diversidade genética, marcadores moleculares, germoplasma, leguminosa forrageira,
Sistema de Informacédo Geografica.

Genetic and ecological variability of Stylosanthes macrocephala determined
by RAPD markers and GIS

Abstract — Stylosanthes macrocephala M. B. Ferr et S. Costa is a leguminous species used as forage, cover crop
and as a pioneer plant to recover degraded areas. Inexistence of stable morphological descriptors and lack of
ecogeographic information about collecting sites bring difficulties to the studies of this species. The objective of
this work was to use the geographic information system (GIS) and RAPD markers to obtain ecological and
molecular descriptors and to study the genetic variability of 87 S. macrocephala accessions. The accessions
were collected from different ecogeographical areas in seven Brazilian States, five hydrographic regions, seven
vegetation types and seven soil types. Collecting sites ranged from 1 to 1,298 m above sea level with annual
rainfall from 550 to 2,870 mm. Accession distribution along those diverse ecosystems indicate high adaptive
diversity. Using 161 RAPD markers, genetic distances between accessions ranged from 0.02 to 0.42. These
genetic distances allowed the establishment of ten genetic groups. Accessions collected in specific hydrographic
region tended to be grouped in the same genetic group. Accessions collected in Bahia and Minas Gerais States
showed high genetic variability. The high genetic variability observed in the accessions showed the importance
of this S. macrocephala collection for breeding programs.

Index terms: genetic diversity, molecular markers, germplasm, leguminous forage, geographic information system.

Introducéo América Central e do Sul, mas, em virtude de sua im-

. . portancia econdmica, € encontrado sob cultivo também

O género Stylosanthes, pertencente a familia  na América Subtropical e na Australia (Stace & Edye,
Fabaceae, inclui 40 espécies e um grande nimero de  1984). A maioria das espécies é perene, com potente
subespécies e de variedades botanicas descritas (Ferreira  sistema radicular, tolerante a seca e de grande capaci-
& Costa, 1979; Stace & Edye, 1984). E originario da  dade colonizadora por sua adaptacdo a solos de baixa
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fertilidade e simbiose com bactérias fixadoras de nitro-
génio (Andrade & Karia, 2000). Seu porte € prostrado
a ereto, podendo alcancar até 1,5 m, apresenta folhas
trifolioladas, flores pequenas e caracteriza-se pela gran-
de diversidade morfoldgica e agrondmica (Ferreira &
Costa, 1979; Schultze-Kraft et al., 1984; Stace & Edye,
1984). A maioria das espécies desse género é diploide
com 2n = 20 cromossomos (Stace & Edye, 1984), en-
tretanto, algumas sdo alotetraploides, como S. scabra e
S. hamata (Stace & Edye, 1984). O sistema de repro-
ducdo ocorre preferencialmente por autofecundagéo,
com taxa de polinizacdo cruzada da ordem de 2% a 6%
em condi¢Oes naturais (Stace, 1984; Miles, 1985).

Varios paises tém empregado espécies do género
Stylosanthes em pastagens em virtude da alta produ-
cdo de massa verde e alto valor nutricional (Stace &
Edye, 1984). Esta utilizacdo, apesar de vantajosa, tem
sido pouco adotada no Brasil por falta de variedades
com caracteristicas que facilitem sua ampla utilizacéo,
como a baixa producdo de sementes e a baixa persis-
téncia no campo que afetam o preco de mercado das
sementes e adequacdo aos sistemas de producao exis-
tentes (Andrade & Karia, 2000). Por meio de melhora-
mento genético, que utilize a variabilidade disponivel nos
bancos de germoplasma, tais limitagbes poderdo ser
solucionadas.

Os bancos de germoplasma tém por objetivo conser-
var material genético representativo da variabilidade
genética da espécie e disponibilizar estes materiais para
0s programas de melhoramento (International..., 1996).
Atualmente, a Embrapa Cerrados possui um banco com
mais de 1.400 acessos do género Stylosanthes, sendo
136 S. macrocephala, com alto potencial em progra-
mas de melhoramento genético, conforme avaliagdes
realizadas na Embrapa Cerrados (Andrade et al., 2004).
A caracterizagdo genética dos acessos é essencial para
determinar o grau de variabilidade das colecGes, enquanto
caracteristicas ecogeograficas dos pontos de coleta per-
mitem inferir possiveis vantagens adaptativas de cada
acesso (Chapman & Barreto, 1996; Greene et al., 1999;
Guarino et al., 2002). Ambas as informacdes orientam
0s programas de coleta e fornecem subsidios para a
selecdo do material adequado ao trabalho de melhora-
mento genético (Jarvis et al., 2003).

Atualmente, marcadores moleculares e o Sistema de
Informacdo Geografica (SIG) tém contribuido na ca-
racterizacdo dos acessos e no estudo da variabilidade
genética, principalmente quando existe caréncia de
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descritores botanicos e agrondmicos estaveis (Ferreira
& Grattapaglia, 1996; Harrison et al., 2000; Bertozo &
Valls, 2001).

O objetivo deste trabalho foi complementar e atuali-
zar os dados sobre os locais de coleta de 87 acessos de
Stylosanthes macrocephala, gerando descritores eco-
I6gicos para cada acesso, utilizando-se o Sistema de In-
formacédo Geogréfica, e avaliar a variabilidade genética
entre os acessos com base em marcadores RAPD (DNA
polimérfico amplificado ao acaso).

Material e Métodos

Foram analisados 87 acessos de Stylosanthes
macrocephala que apresentavam em seus passaportes
informacdes sobre as coordenadas geograficas e 0s
municipios dos pontos de coletas (Tabela 1). Estes aces-
sos foram coletados em diferentes regides do Brasil no
periodo de 1975 a 1983, e fazem parte da colecdo de
136 acessos de S. macrocephala do banco de
germoplasma da Embrapa Cerrados. As sementes utili-
zadas sdo oriundas da primeira geracdo apds a coleta e,
em alguns casos, da segunda ou terceira geracdo. Como
controle interespecifico (out group) foi utilizada a culti-
var Mineirdo, que pertence a espécie S. guianensis var.
vulgaris (Embrapa, 1993).

Com o auxilio do programa ArcView versdo 3.1 (ESRI,
1996), as coordenadas geogréaficas (latitude e longitu-
de) do local de coleta de cada acesso foram plotadas
conjuntamente em diferentes mapas do SIG (Brasil,
1981) com informagdes na escala de 1:1.000.000.
Os mapas utilizados para obtencao dos descritores eco-
I6gicos de cada acesso foram: tipo de vegetacéo, tipo
de solos, estados e municipios, bacias hidrograficas e
pluviometria.

Com o objetivo de determinar a similaridade entre os
ecossistemas dos pontos de coleta, realizou-se uma ana-
lise dos descritores ecoldgicos de cada acesso conside-
rando as caracteristicas de solo, vegetacdo, altitude e
pluviometria. Foram classificados como “ambientes se-
melhantes” aqueles locais que compartilharam pelo
menos 3 dos 4 descritores utilizados.

Folhas de cada acesso, em estadio intermediario de
maturacdo, foram coletadas e utilizadas para a extra-
¢do do DNA gendmico utilizando-se o método do CTAB
com algumas modificacOes (Faleiro et al., 2003). Para
estudar a variabilidade genética entre plantas do mes-



Variabilidade genética e ecoldgica de Stylosanthes macrocephala

901

Tabelal. Acessos de Stylosanthes macrocephala da colegdo da Embrapa Cerrados com as respectivas coordenadas geografi-
cas e descritores ecoldgicos, genético e de similaridade ambiental®.

CPAC Lat Long Data da coleta Local de coleta E B A S P V G C
Passaporte SIG

10317 14°52'S 46°24' W 27/09/78 Alvorada do Norte, GO Formoso, MG 4 5 5 3 6 6 2 38
1032° 14°35'S 46°9 W 27/09/78 Alvorada do Norte, GO Damianopolis, GO 31 5 6 5 6 1 38
1033? 12°14'S 45°2'W 06/10/78 Barreiras, BA Barreiras, BA 1 5 4 7 4 1 10 6
10357 12°7'S 43°53 W 28/09/78 Ibotirama, BA Wanderley, BA 1 5 5 7 3 4 3 28
1036 12°18'S 42°54' W 05/10/78 Ibotirama, BA Oliveira dos Brejinhos, BA1 5 4 3 2 2 1 13
1037? 12°21'S 42°37'W 29/09/78 Ibotirama, BA Oliveira dos Brejinhos, BA'1 5 4 3 1 2 1 10
1039% 12°24'S 41°52'W 29/09/78 Seabra, BA Seabra, BA 1 2 7 3 2 1 1 4
10407 12°27'S 41°39' W 29/09/78 Seabra, BA Seabra, BA 1 2 5 3 3 6 1 33
1041 12°27'S 41°38' W 29/09/78 Seabra, BA Seabra, BA 1 2 5 3 3 6 9 33
10437 12°28'S 41°17 W 04/10/78 Seabra, BA Lengois, BA 1 2 3 3 3 4 1 27
10457 12°33'S 39°22' W 30/09/78 Feira de Santana, BA Rafael Jambeiro, BA 2 1 1 2 4 1 24
1187% 12°24'S 41°52' W 29/09/78 Seabra, BA Seabra, BA 1 2 7 3 2 1 1 4
1190% 18°24'S 43°33' W 17/01/77 Diamantina, MG Diamantina, MG 4 2 6 7 4 6 3 36
11919 19°40'S 43°55' W 23/05/78 Lagoa Santa, MG Lagoa Santa, MG 4 5 6 3 6 1 3 9
1192 19°40'S 43°55' W 25/05/78 Lagoa Santa, MG Lagoa Santa, MG 4 5 6 3 6 1 8 9
1193% 18°24'S 44°39' W 25/05/78 Datas, MG Corinto, MG 4 5 4 3 7 6 2 41
1194% 18°24'S 44°39' W 26/05/78 Cruz Alta, MG Corinto, MG 4 5 4 3 7 6 1 41
1196”2 18°8'S 43°33' W 26/05/78 Diamantina, MG Diamantina, MG 4 2 6 7 4 6 2 36
1197% 17°55'S 43°4'W 26/05/78 S. Modest. G., MG Itamarandiba, MG 4 2 6 3 4 3 1 20
11987 17°58'S 43°100 W 27/05/78 Felixberto C., MG S. Modest. G., MG 4 2 6 8 4 3 1 21
1199? 17° 11'S 43°33'W 07/06/79 Trebol, MG Bocaitva, MG 4 2 6 7 3 6 4 34
12007 17°12'S 43°26'W 07/06/79 Diamantina, MG Bocaiuva, MG 4 2 6 7 3 6 1 34
1201% 17° 218 42°41'W 07/06/79 Turmalina, MG Turmalina, MG 4 2 5 8 4 1 1 7
12027 17°51'S 43°22'W 08/06/78 Sen. Mourdo, MG S. Modest. G., MG 4 2 6 7 4 1 1 6
1204 18°8'S 43°33'W 08/06/79 Diamantina, MG Diamantina, MG 4 2 6 7 4 6 3 36
1205? 18°8'S 42°31'W 08/06/79 Diamantina, MG S. Sebast. Maranh., MG 4 2 4 3 5 3 1 22
1206% 17°6'S 44°22'W 07/08/79 Montes Claros, MG Jequitai, MG 4 5 5 3 5 6 1 37
1307 16°7'S 48°22' W 03/10/80 Brasilia, DF Alexania, GO 3 4 6 2 7 6 1 40
1308 14°30'S 47°31'W 15/10/80 S. Jodo Alianga, GO S. Jodo Alianga, GO 31 6 3 7 6 1 42
13097 15°48'S 47°55'W 02/10/80 Brasilia, DF Brasilia, DF 2 4 7 3 7 6 1 42
1310% 15°43'S 48°12'W 02/10/80 Sto. Anténio D., DF Brasilia, DF 2 4 7 2 7 6 1 40
1311 14°59'S 47°34'W 15/10/80 S. Joao Alianga, GO Formosa, GO 31 7 3 7 6 1 42
1332 13°49'S 41°19' W 24/08/81 Ituagu, BA Ituagu, BA 1 2 4 7 1 1 1 1
1333 13°40'S 41°25' W 23/08/81 Mucujé, BA Barra da Estiva, BA 1 2 6 3 1 6 1 31
1336 12°31'S 41°22' W 04/09/81 Itaberaba, BA Lengois, BA 1 2 3 3 3 3 1 18
1337 13°42'S 40°58 W 24/08/81 Contendas Sinc., BA Barra da Estiva, BA 1 2 3 7 1 2 1 12
1339 14°49'S 40°50' W 26/08/81 Vit. da Conquista, BA Vit. da Conquista, BA 1 2 6 3 2 4 1 25
1340 12°48'S 41°18' W 21/08/81 Andarai, BA Andarai, BA 1 2 3 3 4 3 1 20
1341 13°48'S 41°21 W 24/08/81 Ituagu, BA Ituagu, BA 1 2 4 7 1 1 1 1
1345 13°9'S 41°49' W 20/08/81 Boninal, BA Piata, BA 1 2 7 7 2 6 6 32
1346 15°16'S 41°6'W 27/08/81 Vit. da Conquista, BA Vit. da Conquista, BA 1 2 6 3 2 4 1 25
1347 13°35'S 41°22' W 23/08/81 Mucujé, BA Barra da Estiva, BA 1 2 7 8 2 6 1 32
1348% 12°10'S 44°53' W 19/08/81 Barreiras, BA Barreiras, BA 1 5 5 3 4 4 9 29
1358 12°24'S 42°35' W 20/08/81 Secabra, BA Oliveira dos Brejinhos, BA1 5 3 3 1 2 1 10
1361 12°5'S 44°18'' W 19/08/81 Cristopolis, BA Cotegipe, BA 1 5 4 3 3 6 1 33
1362 14°14'S 40°19'W 24/08/81 Jequié, BA Manoel Vitorino, BA 1 2 3 8 3 2 1 15
1363 13°6'S 41°50' W 20/08/81 Boninal, BA Piata, BA 1 2 6 7 3 6 1 34
1367 14°5'S 46°7'W 18/08/81 Alvorada do Norte, GO Jaborandi, BA 1 5 6 3 5 6 1 37
1373 12°30'S 41°20' W 21/08/81 Itaberaba, BA Lengbis, BA 1 2 3 3 3 3 1 18
1376 12°27'S 41°44'W 22/08/81 Seabra, BA Seabra, BA 1 2 5 8 3 1 1 5
Continua...
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Tabela 1. Continuagdo...
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CPAC Lat Long Data da coleta Local de coleta E B A S PV G C
Passaporte SIG

1378 14°2'S 41°6 W 24/08/81 Contendas Sinc., BA Tanhagu, BA 1 2 3 8 1 2 3 12
1382 12°51'S 41°50' W 20/08/81 Boninal, BA Piata, BA 1 2 6 3 3 6 1 33
1383 12°58'S 41°51'W 20/08/81 Boninal, BA Piata, BA 1 2 7 7 3 6 1 34
1636 1°26'S 48°30' W - Belém, PA Belém, PA - - - - - -1 -

1639 12°25'S 38°54'W 18/07/80 Cruz das Almas, BA S. Gongalo Campos, BA 12 1 8 5 1 1 8
1640 12°14'S 3828 W 18/07/80 Alagoinhas, BA Alagoinhas, BA 1 2 1 8 5 5 1 30
16419 14°33'S 47°30' W 01/05/75 Alto Paraiso, GO S. Jodo d’Alianga, GO 31 6 2 7 6 1 40
1642 11°30'S 49°0'W 02/07/75 Dueré, GO Dueré, TO 7 1 2 3 9 6 1 4
1644% 14°15'S 49°20'W 18/05/76 Hidrolandia, GO Alto Horizonte, GO 31 5 3 8 6 1 43
2227 11°53'S 38°4'W 18/07/80 Alagoinhas, BA Entre Rios, BA 1 2 1 8 6 3 1 23
2230 14°5'S 46°7T'W 18/08/81 Alvorada do Norte, GO Jaborandi, BA 1 5 6 3 5 6 1 37
2231 12°9'S 45°1'W 19/08/81 Barreiras, BA Barreiras, BA 1 5 3 7 4 1 1 6
2232 12°10'S 44°53'W 19/08/81 Barreiras, BA Barreiras, BA 1 5 5 3 4 4 1 29
2235 12°58'S 41°51'W 20/08/81 Boninal, BA Piata, BA 1 2 7 7 3 6 1 34
2239 12°48'S 41°18'W 21/08/81 Andarai, BA Andarai, BA 1 2 3 3 4 3 1 20
2251 15°53'S 41°24 W 27/08/81 Divisa Alegre, MG Cachoeira do Pajeda, MG 4 2 5 3 4 4 1 29
2252 12°6'S 39°57'W 04/09/81 Baixa Grande, BA Ipira, BA 1 2 2 4 1 2 1 11
2265 18°8'S 43°33'W - Diamantina, MG Diamantina, MG 4 2 6 7 4 6 2 36
2712 10°8'S 45°13'W 01/06/83 Corrente, PI S. Gong. Gurgueia, PI 6 3 4 7 3 6 2 34
2713 10°49'S 41°12'W 01/06/83 Jacobina, BA Ourolandia, BA 1 5 4 3 1 1 2 1
2714 10°22'S 41°19W 01/06/83 Alagoinhas, BA Umburanas, BA 1 5 7 7 1 1 1 2
2715 11°9'S 41°20 W 01/06/83 Morro d Chapéu, BA Morro do Chapéu, BA 1 55 2 2 1 1 3
2716 12°47'S 43°13'W 01/06/83 Paratinga, BA Paratinga, BA 1 5 3 5 2 3 1 17
2717 14°3'S 42°32'W 01/06/83 Igopora, BA Caeté, BA 1 5 6 3 2 3 416
2719 12°34'S 42°18'W 01/06/83 Br.242, BA Ibitiara, BA 1 5 7 7 2 2 1 14
2720 12°12'S 43°30'W 01/06/83 Ibotirama, BA Muquém S. Francis., BA 1 5 4 3 2 4 1 25
2721 12°7'S 44°2'W 01/06/83 Ibotirama, BA Wanderley, BA 1 5 5 7 3 3 219
27777 15°38'S 47°34 W 14/06/77 Brasilia, DF Brasilia, DF 2 4 7 3 6 6 1 39
2779 14°52'S 46°24'W 27/09/78 Alvorada do Norte, GO Formoso, MG 4 5 5 3 6 6 2 38
2780 14°35'S 46° 9W 27/09/78 Alvorada do Norte, GO Damianopolis, GO 31 5 6 5 6 5 38
2782 12°18'S 42°54'W 05/10/78 Ibotirama, BA Oliveira dos Brejinhos, BA 1 5 4 3 2 2 1 13
2783 12°27'S 42°11'W 29/09/78 Seabra, BA Ibitiara, BA 1 5 7 3 2 1 7 4
2784 12°3'S 44°19 W 28/09/78 Barreiras, BA Cotegipe, BA 1 5 4 8 3 6 2 35
27907 12°26'S 40°49'W 04/10/78 Itaberaba, BA Lajedinho, BA 1 2 4 8 2 4 1 26
2792% 12°24'S 41°42’W 29/09/78 Seabra, BA Seabra, BA 1 2 6 3 2 6 3 31
2794% 18°8'S 43°33' W 03/07/80 Mendanha, MG Diamantina, MG 4 2 6 7 4 6 1 36
2795 17°11'S 43°33' W 07/06/79 Trebol, MG Bocaitiva, MG 4 2 6 7 3 6 1 34

S.guianensis - cv. Mineirdo (controle)

(E- Estado: 1, BA; 2, DF; 3, GO; 4, MG; 5, PA; 6, PI; 7, TO; B- Bacia: 1, Araguaia, TO; 2, Atlantico Leste; 3, Atlantico N- NE; 4, PR- Paraguai;
5, Sdo Francisco; A- Altitude: 1, 1 a 165 m; 2, 166 a 335 m; 3, 336 a 506 m; 4, 507 a 668 m; 5, 669 a 825 m; 6, 826 a 1025 m; 7, 1.026 a 1.298 m;
P- Pluviometria (média anual): 1, 550 a 700 mm; 2, 700 a 850 mm; 3, 850 a 1.000 mm; 4, 1.000 a 1.150 mm; 5, 1.150 a 1.300 mm; 6, 1.300 a
1.450 mm; 7, 1.600 a 1.750 mm; 8, 1.750 a 1.900 mm; 9, até 2.870 mm; S- Tipo de solo: 1, Brunizens; 2, Cambissolos; 3, Latossolos;
4, Planossolos; 5, Solos Aluviais; 6, Solos Arenoquartzosos Profundos; 7, Solos Litdlicos; 8, Solos Podzélicos; V- Vegetacdo — Grupo: 1, Areas de
Tensdo Ecoldgica (contatos entre tipos de vegetacdo); 2, Estepe; 3, Floresta Estacional Decidual (Mata Caducifolia); 4, Floresta Estacional
Semidecidual (Mata Semicaducifolia); 5, Floresta Ombroéfila Densa; 6, Savana; G- Grupos Genotipicos obtidos pela andlise de disperséo;
C- Agrupamento dos acessos de acordo com a similaridade ambiental dos locais de coleta. @Caracterizados agronomicamente por Schultze-Kraft
(1984). ®1dentificado posteriormente como Stylosanthes capitata.
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mo acesso, realizou-se também a extracdo de DNA
gendmico. Para tanto, foram utilizadas 11 plantas de cada
um dos acessos, CPAC 1033, CPAC 1043, CPAC 1192
e CPAC 2251, selecionados com base na maior diver-
géncia genética em relagdo aos demais acessos.
Na extracdo do DNA de cada material genético, foram
utilizadas folhas provenientes de pelo menos trés plan-
tas, extraindo-se, em conjunto, o DNA (bulk).

A quantidade do DNA foi estimada por
espectrofotometria a 260 nm. A relacdo A260/A280 foi
utilizada para avaliar a pureza do DNA. Bandas de DNA
gendmico total separadas por eletroforese em gel de
agarose 0,8% (p/v) foram usadas como indicadoras da
integridade do DNA extraido.

A fim de avaliar a diversidade genética dos acessos,
amostras de DNA de cada material genético foram
amplificadas via PCR (Reacdo em cadeia da polimerase)
para a obtengdo de marcadores RAPD. As reacdes
de amplificagdo foram feitas em um volume total
de 13 uL, contendo Tris-HCI (10 mM, pH 8,3),
KCI (50 mM), MgCl; (3 mM, 100 uM) de cada um dos
desoxirribonucleotidios (dATP, dTTP, dGTP e dCTP),
0,4 uM de um primer decadmero (Operon Technologies
Inc.), uma unidade da enzima Taq polimerase e, aproxi-
madamente, 15 ng de DNA. Foram testados 22 primers
dos quais 15 foram selecionados por apresentarem pa-
drdes de bandas mais consistentes: OPD1, OPD3,
OPD11, OPE1, OPE2, OPE6, OPE11, OPE14, OPF3,
OPF4, OPF7, OPF8, OPF9, OPF12 e OPF14.

As amplificacdes foram efetuadas em termociclador,
programado para 40 ciclos, cada um constituido pela
seguinte sequéncia: 15 segundos a 94°C, 30 segundos a
35°C e 90 segundos a 72°C. Apds os 40 ciclos, foi reali-
zada uma etapa de extensdo de 6 minutos a 72°C e re-
ducdo para 4°C. Apds a amplificacdo, foram adiciona-
dos, a cada amostra, 3 uL da mistura de azul de
bromofenol (0,25% p/v), glicerol (60% v/v) em &gua.
O volume total de cada amostra foi aplicado em gel de
agarose (1,2%), corado com brometo de etidio, submerso
em tampdo TBE (Tris-Borato 90 mM, EDTA 1 mM).
A separacdo eletroforética foi de quatro horas, a 90 volts.
Ao término da corrida, os géis foram fotografados sob
luz ultravioleta.

Além da diversidade genética dos 88 acessos de
Stylosanhtes spp., foi avaliada a variabilidade genética
dentro dos acessos, CPAC 1033, CPAC 1043,
CPAC 1192 e CPAC 2251. Onze plantas de cada um
dos acessos foram analisadas utilizando-se os primers
OPD3, OPE1, OPE11, OPE14, OPF3, OPF4 OPF12 e

OPF14 para obtencdo dos marcadores RAPD.
As amplificagdes foram efetuadas da mesma forma que
na obtencdo de marcadores de RAPD para a diversida-
de entre 0s acessos.

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 genéticas foi utili-
zada para realizar a analise de diversidade genética por
meio de dendrograma e dispersao grafica baseada nas
coordenadas principais. Utilizou-se como critério de
agrupamento dos acessos 0 método UPGMA (Critério
de agrupamento ndo-viesado baseado na média aritmé-
tica), com o auxilio do sistema SAS (SAS Institute, 1990).

Resultados e Discussao

Os descritores ecoldgicos de cada acesso foram ob-
tidos com base nas caracteristicas ecogeograficas dos
pontos de coleta. A partir das informacdes geradas pe-
los mapas de estados e municipios e de estradas de ro-
dagem, foi feita a analise das rotas das expedi¢des de
coleta dos acessos de S. macrocephala. Observou-se
que os acessos foram coletados, em sua maioria, ao longo
das rodovias. Outra informacdo gerada pelo mapa de
estados e municipios foi que, em 66% dos casos, 0 nome
do municipio de coleta contido nos dados de passaporte
foi diferente daquele gerado pelo SIG. Essas diferengas
nos nomes dos municipios ocorreram em virtude de
desatualizacdo cadastral, surgimento de novos munici-
pios e erros de localizacdo quando a coleta ocorreu muito
proximo as divisas municipais.

As coordenadas geograficas do local de coleta do
acesso CPAC 1636, em Belém, PA, levantaram suspei-
ta quanto a sua verdadeira origem porque ndo existiam
registros de coletas de S. macrocephala naquela re-
gido. Em virtude da incerteza quanto a origem do aces-
s0, ndo foram registrados seus descritores ecol6gicos.

Uma vez confirmados os locais de coleta, outras in-
formacdes ecogeograficas foram obtidas com base nos
diferentes mapas digitais manipulados pelo SIG (Tabe-
la 1). Verificou-se que, dos 86 acessos, 53 tiveram ori-
gem no Estado da Bahia, 21 em Minas Gerais, sete em
Goiés, trés no Distrito Federal, um acesso em Tocantins
e um no Piaui. Quanto a distribuicdo dos acessos nas
bacias hidrogréficas, 45 acessos foram coletados na
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Bacia do Atlantico Leste, 29 na Bacia do S&o Francis-
co, oito na Bacia do Araguaia, quatro na Bacia do
Parana-Paraguai e um na Bacia do Atlantico Norte-Nor-
deste. Em relacéo a vegetacdo, as coletas foram reali-
zadas em sete tipos distintos: 39 coletas foram realiza-
das no ambiente de cerrado (Grupo: Savana), 16 em
areas de Tensdo Ecoldgica (Tabela 1). Os acessos fo-
ram coletados, predominantemente, em solos com bai-
xa fertilidade, sendo 43 em latossolo e 23 em solos
litélicos. Os outros acessos foram coletados em sete ti-
pos de solos (Tabela 1). Os locais de coleta apresenta-
ram altitudes variando de 1 a 1.298 m e a pluviometria
anual média de 550 a 2.870 mm por ano.

Com base na similaridade ambiental do local de cole-
ta, foram identificados 44 grupos de acessos. Por este
critério ficaram agrupados, por exemplo, 0s acessos
CPAC 2232 e CPAC 2251, coletados nos estados da
Bahia e de Minas Gerais, respectivamente. Esses dois
acessos foram obtidos de locais com altitudes na faixa
de 669 a 825 m, vegetacdo do tipo Floresta Estacional
Decidual em Latossolos e em locais com pluviometria
anual médiade 1.000a 1.150 mm. Os 44 grupos de aces-
sos definidos com base na similaridade ambiental do lo-
cal de coleta sugerem a presenga de acessos com dife-
rentes capacidades adaptativas, sendo um indicativo da
variabilidade genética da colecédo analisada. Varios au-
tores tém utilizado critérios ecogeograficos como
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0,2
0 g ©
g g o X
A cv. Mineirao : Doaogo o@oo o °°,,
1 / o @ @ D0 o
0,0 + S. guianensis § 3 %60 o
0 cﬁ'DOo o o
-0,1 0% o8 © °q
o [:)
Q o
_()’2 o

-0,3
-0,7

-0,1 0,1
Diml1

-0,5 0.3 0,3

Dim2

-0,1

-0,2

A.M. Barros et al.

indicativo da variabilidade genética de colecdes de
germoplasma (Chapman & Barreto, 1996; Greene et al.,
1999; Grenier et al., 2001; Guarino, et al., 2002). Tal
variabilidade é essencial em programas de melhoramento
genético.

A anélise dos acessos foi baseada em 188 marcadores
RAPD, gerados por 15 primers, perfazendo uma média
de 12,5 marcas por primer. As distancias genéticas en-
tre 0s acessos variaram de 0,02 a 0,74. A anélise de
dispersdo gréafica (Figura 1A) permitiu observar o isola-
mento da cv. Mineirdo (out group) e do CPAC 1348,
identificado posteriormente como S. capitata. Confu-
sBes na classificacdo das espécies S. capitata e
S. macrocephala sé&o relativamente comuns por causa
de semelhancas botanicas compartilhadas por estas es-
pécies (Schultzew-Kraft et al., 1984). Considerando-se
apenas 0s 86 acessos de S. macrocephala, foram ana-
lisados 161 marcadores RAPD, perfazendo uma média
de 10,7 marcadores por primer. Mesmo apds a retirada
dos out group, S. guianensis e S. capitata, observou-
se alta variabilidade genética dentro da colecdo de
86 acessos de S. macrocephala, com distancias dadas
pela matriz de distancias genéticas entre 0,023 e
0,42 (Figura 1 B).

Esta alta variabilidade intra-especifica nao foi obser-
vada em outras espécies estudadas por Kazan et al.
(1993). Estes autores estudaram a diversidade genética

0,3

024

0,1

0,0 F

-0,3 -0,2 -0,1 0,1 0,2 0,3

Figura 1. Dispersao grafica dos acessos de Stylosanthes spp. com base na matriz de distancias genéticas geradas por 176
marcadores RAPD. A analise de grupamento foi feita com base no critério do UPGMA (Critério de agrupamento nao-viesado
baseado na média aritmética), com o auxilio do sistema SAS. A: Dispersdo dos 88 acessos. B: Dispersao e agrupamento dos 86
acessos de S. macrocephala, sendo: Grupo 1 (O); Grupo 2 (0); Grupo 3 (4); Grupo 4 (A); Grupo 5, CPAC1033 (3); Grupo 6,
CPAC1041 (*); Grupo 7, CPAC1192 (% ); Grupo 8, CPAC1345 (#); Grupo 9, CPAC2780 (-); Grupo 10, CPAC2783 (e).
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entre 20 cultivares e acessos das espécies, S. scabra,
S. hamata, S. guianensis, S. humilis, utilizando
marcadores moleculares do tipo RAPD, e encontraram
alta variabilidade interespecifica e baixa variabilidade
dentro da espécie. Stappen et al. (1998) obtiveram me-
Ihor discriminagdo dessa variabilidade genética em
S. guianensis por meio de marcadores moleculares da
regido ITS1. Karia et al. (2002), baseados em
marcadores morfoldgicos e agrondmicos, observaram
alta variabilidade intra-especifica no estudo de 72 aces-
sos de S. guianensis, 44 de S. capitata e 26 de
S. scabra. A andlise de agrupamento de cem acessos
de S. scabra, coletados no Brasil, Colombia e Venezuela,
permitiu discriminar os acessos em cinco grupos genéti-
C0s, nos quais observou-se variabilidade intra-especifi-
ca menor nos acessos brasileiros comparados aos dos
outros dois paises (Liu, 1997).

A andlise de agrupamento, via dendrograma, dos 86
acessos de S. macrocephala permitiu a formacédo de
dez agrupamentos, tragando-se uma linha de corte na
distancia de genética relativa de 0,45 (Figura 2): o gru-
po 1, com 63 acessos, 0 grupo 2, com 9 acessos, 0 gru-
po 3, com 6 acessos e 0 grupo 4, com 2 acessos. Seis
grupos apresentaram apenas um acesso, indicando di-
vergéncia genética entre eles. No grupo 1, existem vé-
rios subgrupos, com distancias genéticas entre 0,023 e
0,243. Os acessos mais proximos foram CPAC 1307,
CPAC 1308, CPAC 1309, CPAC 1310 e CPAC 1311,
com distancias entre 0,023 a 0,063. Os acessos
CPAC 1636, CPAC 1644, CPAC 2227, CPAC 1639 e
CPAC 1640 também sdo similares com distancias ge-
néticas entre 0,035 e 0,099.

Na avaliacéo da variabilidade genética dentro do aces-
S0, baixas distancias genéticas (0,00 a 0,06) entre plan-
tas do mesmo acesso foram observadas. Entretanto, foi
possivel observar a presenca de uma planta do acesso
CPAC 2251 diferente das demais, com distancias ge-
néticas variando entre 0,27 e 0,41. Este resultado é um
forte indicio de contaminacao fisica de sementes ou de
um produto de polinizagdo cruzada. No acesso
CPAC 1192, uma planta apresentou uma pequena dis-
tancia genética, de 0,04, das demais plantas, sugerin-
do se tratar de um possivel produto de segregacdo
(Figura 3).

A baixa diversidade intra-acesso era esperada consi-
derando que a reproducdo da espécie é preferencial-
mente por autofecundagdo. N&o existem estudos mos-
trando a taxa de cruzamento dentro da espécie
S. macrocephala, mas em S. scabra foi verificada uma

taxa de 2% (Stace, 1984). Essa taxa de fecundacao
cruzada, entretanto, pode chegar a valores maiores,
como os observados em S. guianensis, obtidos por Miles
(1985).

A andlise conjunta da diversidade genética e dos
descritores ecolégicos dos acessos de S. macrocephala
mostrou que nos estados da Bahia e de Minas Gerais
foram coletados acessos com alta variabilidade genéti-
ca (Figura 4). Este resultado é condizente para uma re-
gido centro de origem da espécie (Schultze-Kraft et al.,
1984).

No Estado da Bahia, coletou-se 0 maior numero de
acessos com diferencgas genéticas e ecolégicas, em de-
corréncia do grande nimero de coletas realizadas neste
Estado. Dos acessos coletados na Bahia, 25% néo per-
tencem ao grupo genético 1. A regido que forneceu o
maior numero de acessos distintos foi a do poligono
Barreiras, Ourolandia, Tanhagus e Caetité. Esses aces-
sos coletados nesta regido foram alocados em 8 (gru-
pos 2, 3,4, 6,7,9e 10) dos 10 grupos genéticos obser-
vados. Os acessos coletados em Minas Gerais também
apresentaram alta diversidade genética, sendo 43% dos
acessos coletados ndo pertencentes ao grupo 1.
As regides de Corinto, Bocailivas, Diamantina e Lagoa
Santa merecem destaque quanto a coleta de acessos
com alta diversidade genética, pertencentes aos gru-
pos 2, 3, 4 e 8. Essas regibes de Minas Gerais e da
Bahia sdo interessantes para futuras coletas, de modo
a maximizar a diversidade genética dos acessos
coletados, o que é essencial em trabalhos de carac-
terizacdo e de melhoramento genético. Observou-se
baixo nimero de coletas realizadas nos estados de
Tocantins e Piaui, regifes que poderdo ser melhor
exploradas para a obtencdo de novos genétipos de
S. macrocephala.

Houve tendéncia de regionalizacdo da variabilidade
genética com base nas bacias hidrograficas, 66,7% dos
acessos do grupo 2 foram coletados na Bacia do Sao
Francisco e 66,7% dos acessos do grupo 3 na Bacia
Atlantico Leste. Os estudos da distribuicao da variabili-
dade intra-especifica de S. scabra (Liu,1997), S. humilis
e S. viscosa (Sawkins et al., 2001) também indicaram
tendéncia de regionalizacdo da variabilidade quando
grandes areas foram analisadas. A altitude, a
pluviometria, o tipo de solo e a vegetacdo ndo mostra-
ram relacdo com a variabilidade genética.

Alguns acessos pertencentes a grupos genéticos dis-
tintos foram coletados em ecossistemas semelhantes.
Os acessos CPAC 1191 (grupo 1) e CPAC 1192 (gru-
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Figura 2. Anélise de agrupamento de 86 acessos de Stylosanthes macrocephala baseada na matriz de distancias genéticas
calculadas com 161 marcadores RAPD. O critério de agrupamento foi o do UPGMA.
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Figura 3. Produtos de amplificacdo de amostras de DNA genémico de 11 plantas do acesso CPAC 1192, gerados com a
utilizacéo do primer OPD-03 (A) e OPE-01 (B). A seta indica um polimorfismo verificado na planta 3. A coluna 12 mostra 0s
produtos de amplificagdo de um bulk de amostras de DNA do mesmo acesso.

Figura 4. Distribuigdo geografica dos acessos de S. macrocephala geneticamente proximos (A). Distribui¢ao dos acessos
mais divergentes geneticamente (B). As areas demarcadas (1 e 2) correspondem aquelas regides onde foram coletados acessos
com maior diversidade genética entre si. Grupo 1 (), Grupo 2 (A), Grupo 3 (A), Grupo 4 (A ), acessos grupos 6 a 10 (®);
1 Estados Brasileiros; Bacias hidrograficas: Bl Bacia Araguaia - TO; Bl Atlantico Leste; B8 Atlantico N-NE; B Parana -
Paraguai; &3 Sao Francisco.
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po 4), por exemplo, foram coletados no mesmo local em
Lagoa Santa, MG, e 0s acessos CPAC 1040 (grupo 1) e
CPAC 1041 (grupo 6) foram provenientes de Seabra,
BA. De forma inversa, observou-se alta similaridade
genética entre alguns acessos coletados em diferentes
ecossistemas no Distrito Federal e Goias, como 0s aces-
sos CPAC 1307, CPAC 1309, CPAC 1310 e CPAC
1311, pertencentes ao grupo 1 (Figura 2).

A alta variabilidade genética entre os acessos de
S. macrocephala mostrou a importancia das coletas
realizadas, entretanto, a presenga de grupos com pou-
cos representantes sugere diversidade genética ainda
maior do que a presente na colecédo estudada, indicando
a possibilidade de ampliar a variabilidade genética em
novas expedi¢oes.

Conclusdes

1. Os marcadores RAPD permitem a diferenciacdo
entre acessos de Stylosanthes macrocephala, eviden-
ciando a alta variabilidade genética.

2. A diversidade genética entre os acessos de
S. macrocephala mostra a importancia desta cole¢do
em futuros trabalhos de caracterizagdo agronémica e
de melhoramento genético.

3. O SIG permite atualizar e gerar novos descritores
ecoldgicos para acessos de S. macrocephala analisa-
dos, cujas informagcdes sao Uteis na identificacdo de suas
caracteristicas adaptativas.

4. A andlise conjunta da diversidade genética e dos
descritores ecologicos mostra tendéncia de
regionalizagdo da variabilidade genética por bacia
hidrografica.
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