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Resumo

A leguminosa Cratylia argéntea (Desvaux) O. Kuntze possui grande potencial forrageiro devido,
principalmente, a sua capacidade de persisténcia sob longos periodos de seca. Este trabalho teve o
objetivo de analisar a dissimilaridade genética de 29 gendtipos de Crarylia argentea. O estudo foi
realizado na Embrapa Gado de Leite, em Juiz de Fora, MG, no perfodo de 2008 a 2009. O DNA
gendmico dos gendtipos foi acessado com 14 primers ISSRs para obteng¢iio dos marcadores
moleculares. Através dos marcadores encontrados foi construfda uma matriz bindria a partir da qual
foram realizadas as andlises de agrupamento e estimada as distincias genéticas dentro e entre 0s
gendtipos. Foram obtidos 81 marcadores, dos quais 70 (86,4%) foram polimérficos. As distincias
genéticas variaram de 0,0719 (entre 019 e 167) a 0,1626 (entre 647 e Costa Rica). Os resultados
obtidos mostram 4 existéncia de grande variabilidade genética entre os gendtipos avaliados.

Introdugio

Crartylia argentea (Desvaux) O. Kuntze é uma leguminosa arbustiva nativa da América do sul que tem
sido destacada pela suas qualidades como forrageira. E uma planta perene de notivel resisténcia
durante a seca, sendo uma das poucas que permanece com altas proporgdes de folhas verdes antes de
iniciar o periodo das chuvas (XAVIER; CARVALHO; BOTREL, 1990).

As plantas arbustivas em geral, sdo capazes de oferecer maior biomassa que as herbiceas, sio mais
tolerantes a0 manejo inadequado, possuem boa capacidade de rebrotar, e oferecer forragem de
qualidade mesmo sob periodos de secas prolongadas, além disso, sio consideradas de uso miiltiplo ou
multipropésito, pois também servem de cercas vivas, fonte de lenha, auxiliam no controle da erosio,
contribui na fixagio e ciclagem do N, e ddo aporte de matéria orginica ao solo (PIZARRO, 2005).

A baixa disponibilidade e qualidade de forragem na época seca sio fatores limitantes para produg¢io de
carne e leite, sendo necessdrio ao produtor o uso de leguminosas arbustivas como fonte protéica, para
suplementar gramineas de baixa qualidade (LASCANO, 1995). Assim C. argentea que € capaz de
produzir grandes quantidades de forragem rica em protefna (XAVIER: CARVALHO; BOTREL,
1990) pode se tornar uma boa opgdo para o uso consorciado.

Existem diversos trabalhos a respeito das vantagens agrondmicas de C. argentea, porém, faltam
estudos sobre a variabilidade genética dessa forrageira, que poderia facilitar a identificagio dos
cruzamentos que, teoricamente, iriio apresentar maior efeito heter6tico na progénie e maior
probabilidade de recuperagdio de gen6tipos superiores nas geragoes segregantes.

Virios marcadores sio conhecidos , entre eles, o ISSR tem mostrado a reprodugio de marcas
altamente confidveis. Considerado de boa reprodutibilidade e altamente informativo, o ISSR € uma
técnica ripida e de ficil manipulagio e que tem a reprodutibilidade semelhante 4 dos microssatélite
provavelmente devido ao longo comprimento de seus primers (BORNET; BRANCHARD, 2001).
Além disso. caracteristicas como o baixo custo de desenvolvimento, procedimentos laboratoriais
relativamente simples e que podem ser transferidos a outras espécies de plantas, e a ndo necessidade
de informagio prévia da sequencia de DNA, tem ampliado o uso de ISSR para estudos de Diversidade
genética (BARTH; MELCHINGER; LUBERSTEDT, 2002).
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Assim, este trabalho teve como objetivo estimar a variabilidade genética entre os 29 acessos de C.
argentea, € contribuir com informagdes sobre a base genética desta planta através do uso de
marcadores ISSRs (Inter Simple Sequence Repeats).

Material e Métodos

Neste trabalho foram utilizados 29 genétipos de C. argentea da colegiio de Cratylia da Embrapa Gado
de Leite (Tabela |). Foram avaliadas cinco plantas de cada genétipo, totalizando assim 145 individuos
(cinco individuos por genétipo). Folhas das regides meristemdticas foram colhidas e 0 DNA gendmico
foi extraido baseado no protocolo de Ferreira e Grattapaglia (1995) com modificagdes. As amostras de
DNA foram amplificadas via PCR para obten¢fio de marcadores ISSRs.

Cada reagdo continha: 0,5pM do primer; 100mM Tris-HCl (pH 8,4); 500mM KCI; 1,5 ou 2,0mM
MgCl; (dependendo do primer); 0,15mM dNTP; 1 unidade da enzima Tag DNA polimerase e 30ng de
DNA gendmico em um volume final de 25 pL.

Foram utilizados 14 primers desenvolvidos pelo laboratério de Biotecnologia da British Columbia
University (UBC-815, UBC-818, UBC-820, UBC-823, UBC-824, UBC-827, UBC-830, UBC-835,
UBC-841, UBC-844, UBC-848, UBC-851, UBC-857, UBC-859). As amplifica¢des foram realizadas
em termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, USA) sob a seguinte condig¢iio:
1 ciclo inicial de desnaturagio a 94°C por 4 minutos, seguido por 45 ciclos de 1 minuto a 94°C, 45
segundos a 50°C, 2 minutos a 72°C, e por fim 7 minutos a 72°C para extensio final.

Os fragmentos de DNA foram separados por eletroforese em gel de agarose 2% a aproximadamente
120 volts durante 5 horas. A coloragiio do gel foi feita por imersio em solugfio de brometo de etideo
{(3mg/mL) durante 30 minutos. Em seguida os géis corados foram fotografados sob luz ultravioleta
usando o sistema de fotodocumentacio Eagle Eye 11 (Stratagene) que permite a visualizagdo dos
fragmentos. O tamanho dos fragmentos amplificados foram estimados por comparagio com o
marcador molecular de 200pb (Promega).

O scoring dos marcadores foi realizado utilizando o programa RFLPscan, sendo que apenas os
fragmentos de boa resolugio (intensidade e nivel de amplificagio) foram levados em consideragio. Foi
construida uma matriz bindria, a partir da qual foi estimada as distiincias genéticas média (DGMs)
entre 0s gendtipos com base no complemento aritmético do coeficiente de Nei e Li (NEI e LI, 1979)
utilizando-se o Programa Genes (CRUZ, 2006). O Programa NTsys Pc 2.1m (ROHLF, 2000) também
foi usado para realizar a construgio do dendograma usando como método de agrupamento a ligagio
média entre grupos (UPGMA-Unweighted pair-group method with aritmetic mean) e a consisténcia do
dendograma gerado foi avaliada pela correlaciio entre a matriz de dissimilaridade e a matriz co-
lenética (SOKAL: ROHLF, 1962).

Resultados e Discussido

Foram encontrados 81 marcadores ISSR com a utilizagio de 14 primers, tendo em média seis
marcadores por primer. Apesar da média ser relativamente baixa, deve-se ressaltar que foram
analisadas somente bandas altamente confidveis. Do total de 81 marcadores, 70 (86,4%) foram
polimérficos mostrando que existe uma alta variabilidade genética no banco de germoplasma de
Cratylia. A menor porcentagem de bandas polimérficas dentro do gendtipo, ocorreu no gendétipo BRA
167 (24,19%), e a maior BRA 647 (63,93%).

A distfincia genética de Nei e Li varia de 0 a 1 e quanto mais préxima de 1 for a estimativa entre dois
gendlipos mais distantes geneticamente eles serdio. Ao analisar os 29 gendtipos de Cratylia, verificou-
se que os dois mais proximos foram BRA 019 e BRA 167 (0,0719), enquanto os mais distantes foram
BRA 647 e Costa Rica (0,1626). Jd na andlise do genétipo individualizado, verificou-se que BRA 167
possui menor variabilidade genética (0,0597) e BRA 647 a maior variabilidade (0,1841).

Através do dendrograma podem ser visualizadas as distiincias relativas entre o grupo de gendtipos
utilizados no estudo. A linha vertical representa a média das distincias entre os gendtipos. Pode ser
identificados a formagio de nove grupos, sendo um grande grupo constitufdo de 11 gendtipos e os
outros 8 grupos com apenas um individuo. O resultado da andlise de correlagiio cofenética demonstrou



uma associagio de 90% entre as distincias obtidas pelo coeficiente de Nei e Li (matriz de
dissimilaridade) e as representadas no dendrograma (matriz cofenética).

A utilizagio de gendtipos de elevada divergéncia genética em cruzamentos € uma estratégia muito
empregada pelos programas de melhoramento a fim de obter maior vigor hibrido ou heterose. Neste
sentido, a recomendagiio de cruzamentos deve priorizar a utilizagio de gendtipos ou grupo de
gendtipos de maior distiincia genética possivel. Com base nos resultados observados no dendrograma,
pode ser constatado que o cruzamento de qualquer gendtipo com o com o gendtipo 18 é altamente
recomendado, pois este gendtipo estd altamente distante dos demais. O cruzamento entre o gendtipo
18 com o grupo formado pelos 11 gendtipos deve ser priorizado pois aumenta ainda mais a distincia
entre 0s gendtipos envolvidos possibilitando maior probabilidade de ganho genético na progénie.

Conclusoes

Os marcadores moleculares ISSRs foram altamente eficientes para acessar a variabilidade genética
entre e dentro dos gendtipos visto o grande nimero de marcas encontradas e o alto polimorfismo
reproduzido. Assim, foi possivel demonstrar que o banco de germoplasma possui uma ampla base
genética devido a grande variabilidade genética verificada.
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Figura 1. Andlise de agrupamento dos 29 genétipos de Crarviia argentea baseado na matriz de
distincia genética média calculadas pelo método de agrupamento UPGMA.

Tabela 1. Cddigo do banco de germoplasma dos 29 gendtipos de C. argénrea.

Namero do genitipo Cod Nimero do gendtipo Cod
1 IMV 01 16 612
2 19 17 621
3 27 18 647
4 35 19 671
5 124 20 680
6 132 21 710
7 167 22 728
8 175 23 736
9 221 24 787
10 515 25 868
1l 566 26 876
12 574 27 884
13 575 28 CNPGL
14 591 29 Costa Rica
15 604
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