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RESUMO GERAL

KARIA, C. T. Caracterizagdo genética e morfoagrondmica de germoplasma de
Stylosanthes guianensis (Aubl.) Sw. 2008. 138 f. Tese (Doutorado em Agronomia: Genética e
Melhoramento de Plantas)-Escola de Agronomia e Engenharia de Alimentos, Universidade
Federal de Goias, Goiania, 2008.1

Os recursos genéticos vegetais armazenados ex situ, em geral, sdo pouco utilizados
nos sistemas de producdo e no melhoramento genético de plantas. Um dos principais motivos
deste uso incipiente é a dificuldade de se obterem as informacBes sobre os acessos
armazenados, sobretudo os dados de caracterizagdo e avaliagdo preliminar. A espécie
Stylosanthes guianensis, dipléide e preferencialmente autbgama, possui grande quantidade
desses acessos e potencial de utilizagdo em sistemas agricolas. Somente no Banco de
Germoplasma da Embrapa existe uma colecdo com cerca de mil acessos registrados de S.
guianensis. Por outro lado, apenas um gendtipo dessa espécie € hoje comercializado no Brasil,
a cultivar Mineirdo. Para promover a utilizagdo desses recursos, o presente trabalho teve como
objetivo caracterizar os acessos de S. guianensis, armazenados no Banco de Germoplasma da
Embrapa, utilizando-se caracteres morfoagrondmicos e marcadores de locos microssatélites
(SSR). Na caracterizacdo morfoagrondmica, foram avaliados 535 acessos acerca de 23
caracteres quantitativos. Os dados correspondentes foram estatisticamente investigados
empregando-se a analise de componentes principais, a analise de agrupamento, pelo método
aglomerativo de Ward, e a analise de variancia (univariada), associada ao teste de Tukey, para
comparar as médias dos grupos identificados. Foram estabelecidos treze grupos de acessos
similares, dos quais, cinco foram considerados de maior potencial para a utilizagdo nos
sistemas agricolas. Considerando-se apenas 0s grupos potenciais, € possivel reduzir o nimero
de acessos a serem avaliados mais detalhadamente, de 535 para 126 acessos. Na caracterizacao
genético-molecular foram considerados 437 acessos da colecdo, utilizando-se sete primers
microssatélites, marcados com fluorescéncia, e a detec¢cdo dos fragmentos de DNA obtidos via
PCR (reacdo da polimerase em cadeia) foi feita por meio da técnica de eletroforese em capilar.
Os sete locos produziram 45 alelos (6,43 alelos/loco), dos quais quatro foram alelos privados.
Tanto na analise de coordenadas principais, como na analise de agrupamento, neste caso pelo
método UPGMA, os acessos demonstraram tendéncia de se reunirem em grupos, conforme as
variedades boténicas da espécie (canescens, guianensis e pauciflora), exceto para a variedade
microcephala. A correlacdo entre as dissimilaridades genéticas e morfoagrondmicas foi
altamente significativa, porém, de baixa magnitude (r = 0,23; P < 0,0001), indicando que
ambas as avaliagOes sdo importantes e devem ser realizadas para a melhor caracterizacdo
desses acessos e, possivelmente, da espécie. Considerando-se 0s grupos com potencial
agronébmico, selecionados na avaliagio morfoagrondmica, identificaram-se acessos
geneticamente bastante dissimilares da cultivar Mineirdo, que devem ser mais bem avaliados
agronomicamente, para compor possiveis cruzamentos com essa cultivar, em programas de
melhoramento da espécie. Assim, os resultados deste trabalho permitirdo aumentar a eficiéncia
e a eficacia das atividades no Banco de Germoplasma em estudo, subsidiar a escolha de
gendtipos a serem testados em avaliacbes agronémicas, podendo, ainda, estimular outras
pesquisas com esses recursos genéticos.

Palavras-chave: recursos genéticos, leguminosa, forrageira tropical, estilosantes, marcador
SSR, microssatélite.

1 Orientador: Prof. Dr. Jodo Batista Duarte. EA-UFG.
Co-Orientador: Prof. Dr. Alexandre Siqueira Guedes Coelho. ICB-UFG.



GENERAL ABSTRACT

KARIA, C. T. Genetic and morpho-agronomic characterization of Stylosanthes guianensis
(Aubl.) Sw. germplasm. 2008. 138 f. Thesis (Doctorate in Agronomy: Genetic and Plant
Breeding)-Escola de Agronomia e Engenharia de Alimentos, Universidade Federal de Goiés,
Goiania, 2008."

Plant genetic resources maintained ex situ, in germplasm banks, are few used in
agricultural systems and genetic plant breeding programs. One of the main reasons of this
incipient use is the difficulty to obtain information about stored accessions, especially the
characterization and preliminary evaluation data. Stylosanthes guianensis is a predominantly
self-pollinated and diploid species, which has a great number of this stored accessions and
potential for use in agricultural systems. There are approximately one thousand accessions of
the S. guianensis in Embrapa’s germplasm bank. Moreover, only one genotype of this species
is now available to commercial growers in Brazil, the cultivar Mineirdo. To promote the use of
these resources, this study aimed to characterize accessions of S. guianensis, stored in the
germplasm bank of Embrapa, using morpho-agronomic traits and microstellites markers
(SSR). In morpho-agronomic characterization 535 accessions were evaluated using 23
quantitative traits. The data were analyzed by a principal component analysis (PCA), the
Ward's agglomerative hierarchical clustering method, and by univariate analysis of variance,
associated to a Tukey test for comparisons among means of the established groups. Thirteen
similarity accession groups were established, five of them were considered the ones with the
highest potential use in agricultural systems. Regarding these potential groups, it is possible to
reduce from 535 to 126 accessions to be thoroughly evaluated. The molecular characterization
was made in 437 accessions, using seven microsatellites fluorescent primers, and the detection
of the DNA fragments generated by PCR (Polimerase Chain Reaction) was accomplished by a
capillary electrophoresis. The seven loci provided 45 alleles (6.43 alleles/locus), of which four
were private alleles. Both, principal coordinates analysis and cluster analysis, in this case, by
UPGMA agglomerative method, showed a tendency to group accessions together by botanical
varieties (canescens, guianensis and pauciflora), except for the microcephala variety. The
correlation between the genetic and morpho-agronomic dissimilarities was highly significant,
however, it was of low magnitude (r = 0.23, P < 0.0001). This indicates that both evaluations
are important and should be performed to achieve a more complete characterization of these
accessions and, possibly, of the species. Taking account the germplasm accessions with
agronomic potential, selected based on the morpho-agronomic evaluation, several of them
presented significant genetic dissimilarities to the Mineirdo cultivar. These accessions should
be better assessed for agronomic traits, and crossed with this cultivar in breeding programs of
the species. The results of this research will allow increasing the efficiency and effectiveness
of the germplasm bank activities, helping the choice of genotypes to be tested in agronomic
evaluations, and stimulating further researches with these genetic resources.

Key words: genetic resources, legume, tropical forage, stylo, SSR marker, microsatellite.

1 Adviser: Prof. Dr. Jodo Batista Duarte. EA-UFG.
Co-adviser: Prof. Dr. Alexandre Siqueira Guedes Coelho. ICB-UFG.



1 INTRODUCAO GERAL

Os recursos da biodiversidade vegetal sdo considerados um importante insumo
da agricultura moderna, contribuindo para o aumento da produtividade das culturas, uma
vez que sdo um grande repositério de genes. Esses recursos podem ser diretamente
utilizados nos sistemas produtivos, ou entdo servir como fonte de genes para serem
introduzidos em novas cultivares por meio do melhoramento genético. Assim, é
fundamental a sua conservagdo, a fim de se evitar a perda de alelos potencialmente
importantes para a manutencdo da agricultura e para o aumento da eficiéncia dos sistemas
produtivos.

Em geral, para os melhoristas de plantas, os acessos armazenados ex situ nos
bancos de germoplasma séo a fonte primaria de alelos de uma determinada espécie, e
devem estar disponiveis ndo somente o germoplasma, mas também informacgdes
importantes para auxiliar na escolha de acessos a serem avaliados e utilizados no processo
de selecdo e melhoramento genético. Entende-se por germoplasma, a estrutura fisica
vegetal, animal ou de microorganismos, dotada de caracteres hereditarios, capaz de gerar
um novo individuo, transmitindo suas caracteristicas de geracdo em geracdo (IBPGR,
1991; Ribeiro, 1995).

A conservacao ex situ dos recursos genéticos nos bancos de germoplasma é
uma atividade que vai além do simples armazenamento de sementes em camaras frias.
Envolve também o enriquecimento da colecdo por meio de intercAmbio e coleta, a correta
identificacdo taxondmica, a multiplicacdo do germoplasma, a caracterizacdo morfologica e
molecular, a avaliacdo agronémica preliminar, os estudos basicos sobre as condi¢des ideais
para a conservacdo, 0 monitoramento e regeneracdo periodica dos acessos armazenados e,
por fim, a disponibilizacdo do germoplasma e de todas as informacdes sobre os acessos. E
uma atividade dinamica, de alto custo, que envolve muitas areas de conhecimento e
recursos humanos (Paterniani & Goodman, 1977). Dessa forma, esta atividade sé se
justifica se os recursos genéticos forem utilizados (Nass, 2001), ou ainda, se houver uma

expectativa futura de uso (Sackville Hamilton et al., 2002).
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Frankel & Brown (1984) distinguem trés fases das atividades em recursos
genéticos. A primeira enfatizava a biogeografia, taxonomia e a evolugdo; a segunda, a
conservacao; e, na terceira fase, que se iniciou na década de 1980, seria dada énfase a
utilizacdo da diversidade armazenada. Apesar de ldgica, a terceira fase ainda ndo ocorreu
na intensidade esperada (Peeters & Williams, 1984; Humphreys, 2003).

Para a maioria das espécies, 0 baixo nivel de utilizacdo dos recursos genéticos
armazenados nos bancos de germoplasma tem como a principal causa a falta de
informagdo sobre o0s acessos, devido a inexisténcia, insuficiéncia ou, ainda,
inacessibilidade dos dados. Esse fato e a possibilidade de introgressdo de alelos
indesejaveis em populacfes melhoradas ndo estimulam os melhoristas a incorporarem
novos genotipos aos seus programas, que, geralmente, ja possuem uma colecéo de trabalho
amplamente conhecida e com alta freqliéncia de alelos desejaveis (van Sloten, 1987;
Humphreys, 2003). No caso brasileiro, ha de se acrescentar que ndo existem programas de
melhoramento genético para muitas espécies armazenadas nesses bancos. Ademais,
segundo Frankel (1989), a eficiéncia dos bancos de genes em cumprir o seu papel, depende
grandemente da forca dos programas de melhoramento genético.

Recentemente, alguns autores tém apontado a criacdo de leis, como a de
propriedade intelectual e a de acesso aos recursos genéticos e conhecimento tradicional
associado, nos paises signatarios da Convencdo sobre a Diversidade Bioldgica (CDB),
como mais um fator restritivo a essa utilizacdo. Essas leis, que de certa forma restringem a
coleta e o intercambio de germoplasma, também determinam a reparticdo dos beneficios
advindos da exploracdo desses recursos e, de fato, tém dificultado as pesquisas inerentes ao
assunto no Brasil (Ferro et al., 2006). Isto acontece, sobretudo, na fase atual de
implementacdo dos novos arranjos institucionais necessarios para o cumprimento das
exigéncias legais, de aprimoramento da legislacdo e, também, do entendimento do
processo por parte dos pesquisadores (Azevedo, 2005).

De toda forma, a utilizacdo, ou mesmo alguma indicacdo sobre a expectativa
futura de uso dos recursos genéticos, somente serd possivel se o germoplasma estiver
disponivel e se houver informag6es adequadas sobre 0s acessos armazenados. Assim, uma
vez introduzidos, os trabalhos de caracterizacdo, avaliacdo, conservacdo, multiplicacdo de
germoplasma e manutencdo de banco de dados sdo essenciais, ndo somente para estimular

a utilizacdo desses acessos, mas também para orientar a tomada de decisGes para se
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otimizarem as dispendiosas atividades em bancos de germoplasma (Sackville Hamilton et
al., 2002).

Para a maioria das espécies cultivadas, observa-se que o nivel da variabilidade
genética utilizado nas cultivares é bastante restrito. No Brasil, chama-se a atengdo o caso
das pastagens. Estima-se que a area total de pastagens no pais seja de aproximadamente
259 milhdes de hectares, dos quais, 144 milhGes sdo de pastagens nativas e 115 milhdes,
cultivadas. Nesta Gltima categoria, hd a predominancia de gramineas do género Brachiaria,
cuja area plantada na regido do Cerrado é estimada em 45 milhGes de hectares.
Considerando-se que, na safra 2008, a area total para a producdo de graos (algodéo,
amendoim, arroz, aveia, centeio, cevada, feijao, girassol, mamona, milho, soja, sorgo, trigo
e triticale), no Brasil, foi de 46,8 milhGes de hectares (IBGE, 2008a), Brachiaria €, sem
duvida, o género de planta com a maior area cultivada no pais.

Todas as cultivares atualmente cadastradas no Registro Nacional de Cultivares
(RNC), do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, dos dois géneros de
gramineas forrageiras mais plantados, Panicum e Brachiaria, exceto B. ruziziensis,
possuem modo de reproducdo apomitico, ou seja, sdo copias geneticamente idénticas as
plantas maes (clones). Essa uniformidade genética, somada as extensas areas plantadas
com esses genoétipos, aumenta a probabilidade de que pragas, doencas ou problemas
fisiologicos causados por influéncia ambiental atinjam grandes areas de pastagens,
comprometendo a pecuaria nacional e causando prejuizos econémicos, sociais e
ambientais. A cultivar B. brizantha cv. Marandu € o genotipo com maior volume de
sementes comercializadas no Brasil (Andrade, 2001), e ja apresenta problemas advindos da
chamada “monocultura do braquiardo”. Ha, por exemplo, relatos de ataque de Mahanarva
spectabilis a essa cultivar, que até entdo, esta era tida como resistente as cigarrinhas
(Paula-Moraes et al., 2006).

A pecuéria é uma das principais atividades econémicas do Brasil. Segundo
estimativas recentes, o pais possui 0 maior rebanho comercial de bovinos do mundo, com
mais de 207 milhdes de cabecas (CNPC, 2008). Uma parcela superior a 90% desse rebanho
é alimentada em sistemas baseados exclusivamente em pastagens que, em relacdo aos
sistemas confinados, apresentam menores produtividades, mas conferem grande vantagem
competitiva, pois permite a obtencdo de produtos com baixo custo e de boa qualidade
(Barcellos et al., 2001; Euclides et al. 2001). Essa vantagem, obtida pela abundancia de

terras e pelo constante incremento tecnolégico (Euclides Filho, 2004), reflete-se na fartura
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de carne e leite ofertada no mercado interno e na crescente conquista brasileira de
mercados internacionais de carne; uma vez que, em 2007, o Brasil também foi o maior
exportador mundial de carne bovina, em volume.

Outro fator preocupante para a cadeia produtiva é a perda da capacidade de
producdo das pastagens. Estimativas indicam que cerca de 80% das areas com pastagem
cultivada, no Brasil, estdo degradadas ou em algum estagio de degradacdo (Barcellos,
1996). Atribui-se a perda da capacidade produtiva a diversos fatores, dentre 0s mais
importantes, o estabelecimento de cultivares ndo adaptadas para o local, o manejo
inadequado das pastagens, insuficiéncia ou inexisténcia de correcdo e manutencdo da
fertilidade do solo (Barcellos et al., 2001; Vilela, 2004; Macedo, 2005).

Em relacédo a fertilidade do solo, a principal causa da diminui¢do da producédo
de forragem, principalmente na regido do Cerrado, € a deficiéncia de fosforo e de
nitrogénio (Barcellos et al., 2001). Se a adubacdo com fertilizantes fosfatados em grandes
areas € um problema, pior é a solucdo para a aplicacdo de nitrogénio. Este nutriente ¢
facilmente perdido no sistema solo-pastagem, principalmente pela volatilizacdo de N-NH3;
e pela desnitrificacdo (Catchpoole et al., 1983). Assim, a aplicacdo do adubo nitrogenado,
que ¢ derivado do petroleo, deve ser feita periodicamente. O Brasil importa 65% do adubo
nitrogenado que consome na agricultura e, em 2007, apenas na forma de uréia, sulfato de
amonio e nitrato de aménio, importou cerca de 5,3 milhdes de toneladas desses adubos,
correspondendo a 1,84 milhdo de tonelada de nitrogénio (Brasil, 2008a). A aplicacéo de
apenas 50 kg de nitrogénio por hectare ao ano, que € a recomendacdo para sistemas de
baixo nivel tecnoldgico, nos 50 milhdes de hectares de pastagens cultivadas na regido do
Cerrado, implicaria em aumento anual de 2,5 milhdes de toneladas de nitrogénio nas
importacdes, 0 que é praticamente impossivel, considerando-se o atual cenario do mercado
mundial de adubos e o preco do petroleo. Esses dados indicam, portanto, que a adubacao
com fertilizantes quimicos nao pode ser aplicada de forma generalizada.

A degradacdo ambiental é um fator preocupante em qualquer tipo de
exploracdo agricola, porém, na pecuaria, é agravada pela grande extensao de area ocupada
pela atividade. A pressdo da sociedade mundial contra os processos de producdo que
degradam o meio ambiente é cada vez maior. Assim, no futuro, pode tornar-se uma
barreira comercial aos produtos brasileiros. Segundo Macedo (2005), outro efeito da

degradacdo de pastagens € o deslocamento dos produtores em busca de novas areas para
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abertura, sobretudo onde o prego da terra ainda € baixo, 0 que aumenta o desmatamento,
sob o argumento dos elevados precos da recuperagdo ou renovacao.

O desenvolvimento de alternativas para a manutencao ou restabelecimento da
capacidade produtiva das pastagens cultivadas é fundamental para se alcancar a
sustentabilidade e a intensificacdo da atividade pecuaria no Brasil. A utilizacdo de
leguminosas para a incorporagéo de nitrogénio da atmosfera e a integracdo dos sistemas de
producdo de grdos com a pecuéria apresentam-se, portanto, como opgdes potencialmente
vidveis para atender a essa demanda, em extensas areas.

A utilizacdo de leguminosas em pastagens, além da incorporacdo de nitrogénio,
também contribui para melhorar a qualidade da dieta animal, pois essas plantas possuem
maior teor protéico do que as gramineas. Leguminosas sdo amplamente empregadas em
pastagens de regifes de clima temperado, entretanto, em areas tropicais, essa pratica €
ainda pouco difundida. Spain (1988) aponta algumas barreiras a esta ado¢éo, destacando: a
inexisténcia de germoplasma adaptado para algumas regides; conhecimento insuficiente
sobre 0 manejo de pastos consorciados; e falta de credibilidade entre os especialistas
(extensionistas, pesquisadores e professores) e usuarios (pecuaristas e empresarios da area
de producdo e comercializacdo de sementes), principalmente por fracassos ocorridos no
passado.

A utilizagdo incipiente de leguminosas e mesmo de outros géneros de
gramineas forrageiras, que ndo pertencam aos de Brachiaria e Panicum, nos sistemas
produtivos tropicais, nao reflete a grande diversidade bioldgica disponivel e avaliada nas
instituices de pesquisa. Nos ultimos trinta anos foram testados milhares de acessos com
potencial forrageiro, pertencentes aos diversos géneros de gramineas e leguminosas. No
banco de germoplasma do Centro Internacional de Agricultura Tropical — CIAT, localizado
na Colémbia, estdo armazenados 28.158 acessos de espécies tropicais com potencial
forrageiro, a maioria de leguminosas. No Brasil, muitas introdu¢bes de leguminosas
forrageiras tropicais foram testadas, especialmente as pertencentes aos géneros Arachis,
Cajanus, Calopogonium, Centrosema, Desmodium, Leucaena, Neonotonia, Pueraria,
Stylosanthes e Zornia. Somente na Embrapa Cerrados, em Planaltina-DF, foram
introduzidos e avaliados mais de 5.000 acessos de leguminosas com potencial forrageiro
(Karia & Andrade, 1996).

Paradoxalmente, até junho de 2008, estavam registradas apenas 38 cultivares

de leguminosas forrageiras tropicais pertencentes aos géneros Arachis (duas cultivares),
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Cajanus (dez), Calopogonium (uma), Centrosema (trés), Lablab (syn. Dolichos) (trés)
Leucaena (nove), Macroptilium (uma), Macrotyloma (uma) Neonotonia (quatro), Pueraria
(uma) e Stylosanthes (trés) (Brasil, 2008b). Outras leguminosas tropicais foram lancadas
antes da instituicdo do Registro Nacional de Cultivares (Portaria 527 do Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, de 31 de dezembro de 1997, publicado no D.O.U.
de 07 de janeiro de 1998), porém, por ndo terem sido comercializadas apds 1997, ndo
foram registradas. Dessas 38 cultivares, estima-se que somente entre dez e quinze estéo
sendo efetivamente comercializadas, grande parte como adubo verde, segundo informacdes
de produtores de sementes forrageiras vinculados a Unipasto (Associa¢do para o0 Fomento
a Pesquisa de Melhoramento de Forrageiras Tropicais).

A flora brasileira é extremamente rica em leguminosas e &, inclusive, centro de
origem de diversas espécies que poderiam ser usadas no estabelecimento de pastagens.
Dentre estas leguminosas nativas, destaca-se 0 género Stylosanthes (Edye et al., 1984;
Karia & Andrade, 1996). O género possui varias espécies, amplamente distribuidas pelo
continente americano, e apresenta grande variagdo de formas e tipos, resultantes da
evolucdo de ecotipos submetidos as diferentes condicbes de clima, solos e pressdes
bidticas (Burt, 1984; Karia et al., 2002; Barros et al., 2005). A maioria das espécies €
colonizadora e tem como habitat, regides de baixa precipitacdo pluvial, com solos de baixa
fertilidade natural, pobres em calcio e fosforo e com elevado teor de aluminio (Paladines,
1974). Essas espécies também possuem grande potencial de utilizacdo em outros sistemas
agricolas, seja como adubo verde, planta de cobertura das entrelinhas em culturas perenes,
ou como planta para protecdo do solo e recuperacdo de areas degradadas (Cameron &
Chakraborty, 2004). Apesar dessa ampla potencialidade, os trabalhos de avaliacdo e
selecdo tém sido realizados, basicamente, com o objetivo de se selecionarem gendtipos
para a alimentacdo animal sob pastejo.

Nas avaliagdes agronémicas realizadas na regido do Cerrado, as espécies
Stylosanthes capitata (Vogel), Stylosanthes macrocephala (Ferreira & Sousa Costa) e,
principalmente, Stylosanthes guianensis [(Aubl.) Sw.] destacaram-se pela ampla adaptacao
e potencial forrageiro. A espécie S. guianensis possui gendtipos que se sobressaem pela
tolerdncia a seca, elevada producdo de forragem, além de apresentarem alta diversidade
fenotipica (Karia et al., 2002; Andrade et al., 2004). Apesar disso, no Brasil, apenas duas

cultivares do género séo atualmente comercializadas.



15

O Banco de Germoplasma da Embrapa possui mais de mil acessos registrados
de S. guianensis; embora, provavelmente, muito disso seja mera duplicata, que, no
passado, por falta de ferramentas de controle, foram introduzidos e reintroduzidos de
instituices distintas. 1sso, entretanto, ocorre com freqiiéncia na maioria dos bancos de
germoplasma do mundo (Peeters & Williams, 1984). Também, por falta de ferramentas
adequadas, muitas informacOes sobre as avaliacGes agrondmicas foram perdidas e a
caracterizacdo morfologica ndo foi realizada para grande parte desse material. Devido a
esses problemas, hd muita dificuldade na utilizacdo desses acessos pelo melhoramento
genético. Ademais, pouco se conhece sobre o potencial de outras formas de utilizacdo da
espécie, que ndo seja em alimentacdo animal (Andrade et al., 2004).

O objetivo geral deste trabalho foi caracterizar os acessos de Stylosanthes
guianensis, existentes na Embrapa Cerrados e na Colecdo de Base da Embrapa, para
promover uma melhor utilizacdo destes recursos genéticos. Mais especificamente, buscou-
se: caracterizar 0s acessos dessa colecdo, a partir de caracteres morfoagrondmicos;
estabelecer grupos de acessos com caracteristicas morfoagrondmicas semelhantes e inferir
sobre o potencial de utilizacdo de, pelo menos, alguns destes grupos; caracterizar 0s
acessos da colecdo por meio de marcadores moleculares; quantificar a variabilidade
genética existente na colecdo; verificar a existéncia de correlacdo entre a diversidade
morfologica e a diversidade genética estimada por marcador molecular; e identificar
possiveis duplicatas de acessos, utilizando-se o0s dados das caracterizacdes

morfoagrondmica e genético-molecular.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O GENERO Stylosanthes SW.
2.1.1 Distribuic¢do natural, taxonomia e caracterizagao

O género Stylosanthes ocorre principalmente nas regides tropicais e
subtropicais do continente americano, mas pode ser encontrado em um intervalo de 77° de
latitude, entre 36°S a 41° N, ou seja, da Argentina aos Estados Unidos (Williams et al.,
1984). Existem dois principais centros de diversidade do género na América, o primeiro
situa-se no Brasil Central (Ferreira & Costa, 1979; Costa & Ferreira, 1984; Stace &
Cameron, 1984), onde se observa 0 maior endemismo e a maior variagao fenotipica inter e
intraespecifica. Este centro inclui cerca de 45% das espécies do género. O segundo centro
de diversidade corresponde a regido formada pelo Meéxico e Caribe, na América Central
(Stace & Cameron, 1984). Na Africa, ocorrem quatro espécies: S. erecta, S. suborbiculata,
S. sundaica e S. fruticosa, esta Ultima também encontrada na Peninsula da Arébia, India,
Sri Lanca e Madagascar. Na Indonésia, Malasia, Tailandia e Timor ocorre S. sundaica
(Costa, 2006).

De acordo com Costa (2006), sdo reconhecidas 48 espécies, das quais 44 sdo
exclusivas do continente americano. No Brasil, ocorrem 29 espécies, sendo que treze delas
sdo encontradas apenas em territorio nacional. S6 no Estado de Minas Gerais sdo
encontradas dezoito espécies (Costa & Ferreira, 1982). Neste pais, atualmente, a utilizacao
agrondmica se restringe a trés espécies, S. capitata, S. macrocephala e S. guianensis, que
apresentaram maior potencial agrondmico em avaliagcbes conduzidas nos ultimos trinta
anos, especialmente na regido do Cerrado (Karia & Andrade, 1996).

A espécie que possui distribuicdo mais ampla é S. guianensis, ocorrendo desde
0 México até a Argentina (Williams et al., 1984; Costa, 2006). No Brasil, foi encontrada
nos Estados da Bahia, Ceara, Espirito Santo, Goias, Maranhdo, Mato Grosso do Sul, Mato
Grosso, Minas Gerais, Para, Pernambuco, Piaui, Rio de Janeiro, Rio Grande do Norte, Sdo
Paulo, Tocantins e no Distrito Federal (Ferreira & Costa, 1979; Costa & Ferreira, 1984;
Costa, 2006) (Figura 2.1).
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Figura 2.1. Distribuicdo geografica de Stylosanthes guianensis em paises da Ameérica
Latina e nos Estados brasileiros — a cor cinza indica as areas de ocorréncia da
espécie (Adaptado de Ferreira & Costa, 1979 e Costa, 2006).

O género Stylosanthes pertence a subtribo Stylosanthinae, tribo
Aeschynomeneae, subfamilia Papilionoideae, familia Leguminosae (Polhill & Raven,
19817, citados por Mannetje, 1984). Foi estabelecido, em 1788, por O. Swartz, com duas
espécies: S. procumbens (= S. hamata (L.) Taub.) e S. viscosa Sw; e, em 1938, Vogel
reconhecia quinze espécies divididas em duas secdes: Stylosanthes (= Eustylosanthes
Vog.) e Styposanthes. A primeira secdo agrupa as espécies em que a flor ndo é sustentada
por um eixo rudimentar e possui uma bractéola interna, como em S. guianensis. Na
segunda secdo, estdo as espécies em que as flores apresentam um eixo rudimentar e uma ou
duas bractéolas internas, como em S. capitata e S. macrocephala (Ferreira & Costa, 1979;
Mannetje, 1984; Costa 2006).

A distincdo das espécies dentro do género tem sido baseada em vérias
caracteristicas morfolégicas, como, por exemplo: formato das bracteas, presenca ou

auséncia de xilopddio, nimero de articulos férteis do lomento, pilosidade do articulo e do

2POLHILL, R. M.; RAVEN, P. H. Advances in legume systematics: Part 1. Kew: Royal Botanic Gardens,
1981. 1050 p.
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caule, tamanho e formato dos foliolos e das inflorescéncias, tipo de venagédo e presenga ou
auséncia de pilosidade nas vagens, e tamanho do apéndice terminal no articulo superior das
vagens (Costa & Ferreira, 1982; Mannetje, 1984; Batistin & Martins, 1988; Costa, 2006).
Atualmente, uma série de outras técnicas, envolvendo analises citolégicas (Vieira et al.,
1993) e moleculares, estdo sendo utilizadas para auxiliar na taxonomia do género:
eletroforese de proteinas de sementes (Robinson & Megarrity, 1975); eletroforese de
isoenzinas (Robinson et al., 1980); RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)
(Liu & Musial, 1995); RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) (Vieira et al, 1997);
AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) (Sawkins et al., 2001); ITS (Internal
Transcribed Spacer Region) (Vander Stappen et al., 1998; Costa, 2006); STMS (Sequence-
Tagget Microsatellites Sites) ou SSR (Simple Sequence Repeats) (Vander Stappen et al.,
1999a); e polimorfismo de cpDNA (sequéncia de DNA de cloroplasto) (Vander Stappen et
al., 1999b; Liu & Musial, 2001).

Segundo Maass & Sawkins (2004), apesar dos esforcos em pesquisa, a
taxonomia do género Stylosanthes é ainda bastante confusa. Os desencontros sobre a
classificagdo das espécies eram bastante pronunciados, sobretudo, em S. guianensis.
Mohlenbrock (1958) dividiu a espécie em duas subespécies, S. guianensis ssp. guianensis e
S. guianensis ssp. dissitiflora. Mannetje (1984) considerou diversas variedades botanicas
dentro da espécie: var. guianensis, var. marginata, var. gracilis, var. intermedia, var.
robusta, var. longiseta e var. dissitiflora. Ja Ferreira & Costa (1979) e Ferreira et al. (1985)
consideram que S. guianensis é formada apenas pelos espécimes que séo classificados por
Mannetje (1984), como S. guianensis var. guianensis. Consideram, ainda, que a espécie
esteja dividida em quatro variedades boténicas: var. canescens, var. microcephala, var.
pauciflora e var. vulgaris. Os trabalhos mais recentes, utilizando polimorfismo de DNA,
demonstram que a classificacdo inicial de Ferreira & Costa (1979) era a mais adequada
(Maass & Sawkins, 2004).

Buscando-se esclarecer tal confusdo, Costa (2006) utilizou trés técnicas para
auxiliar a classificacdo das espécies: o método dicotdmico tradicional; os descritores da
morfologia externa das plantas, aliados a taxonomia numeérica; e a filogenia molecular,
utilizando-se seqiiéncias do espacador interno transcrito do DNA ribossomal (ITS). As
amostras de plantas para avaliacdo foram obtidas em herbario e, também, em expedicdes
de coleta no Brasil. Como resultado desse trabalho, o autor prop6s uma nova chave de

classificagdo, justificou o reconhecimento e as rejeicoes das espécies e descreveu todas as
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espécies reconhecidas do género. Enfim, esse foi o estudo taxonémico mais completo ja
feito em Stylosanthes, que esclarece varios pontos, até entdo, tidos como muito confusos.

Com relacéo a espécie S. guianensis, o autor considerou correta a classificagdo
de Ferreira & Costa (1979) e Ferreira et al. (1985), com as quatro variedades boténicas.
Apenas alterou a nomenclatura da variedade vulgaris para variedade guianensis, pois esta
ualtima foi publicada antes da primeira. As demais variedades, classificadas por Mannetje
(1984), foram consideradas como espécies diferentes: S. acuminata, S. gracilis, S.
campestris, S. hippocampoides, S. grandifolia S. aurea e S. longiseta. Devido a essa antiga
indefini¢do, freqiientemente se observa, na literatura, o termo “complexo S. guianensis”,
para definir o conjunto de plantas dessas espécies e, ou, variedades.

O porte das plantas do género varia de herbaceo a subarbustivo, podendo ser
ereto, semiprostrado ou prostrado. No mesmo género ha espécies anuais, como S. humilis,
e perenes, como S. guianensis, S. scabra, S. capitata e S. macrocephala. As folhas sdo
trifolioladas e a inflorescéncia é do tipo espiga. As flores séo protegidas por bracteas e
bractéolas, e suas cores, em geral, variam de amarelo a alaranjadas. Algumas espécies
apresentam estrias purpureas nas flores. Outras, como S. acuminata e algumas variedades
de S. guianensis, podem possuir flores brancas. Como caracteristica tipica da subfamilia
Papilionoideae, a corola das flores apresenta pre-floracdo vexilar, composta de um
estandarte, duas asas e uma quilha. O androceu é formado por dez estames monoadelfos, e
0 gineceu possui ovario supero, monocarpelar, com um ou dois évulos, estilo alongado e
glabro, dotado de estigma terminal. O fruto € uma vagem do tipo lomento, com um ou dois
articulos férteis e um apéndice terminal persistente no apice (estilete residual), o qual varia
de tamanho conforme a espécie. Este é bem visivel em S. humilis, S. leiocarpa, S.
bracteata e S. linearifolia, mas pouco visivel em S. guianensis. (Ferreira & Costa, 1979).

As sementes, sempre com algum grau de dorméncia, possuem ampla
variabilidade para este carater, que, entre e dentro das espécies de Stylosanthes, é
controlado por fatores genéticos e ambientais (Reis & Martins, 1986). Dentro do género
existem duas formas de dorméncia (McKeon & Mott, 1984): dorméncia enddgena ou
embrionaria, em que a embebicdo das sementes para a germinacdo ocorre quando a
temperatura étima se estabiliza; e dorméncia exdgena ou dureza da semente, em que a
semente é revestida por uma camada impermeavel que impede a embebicdo das sementes.
Nas cultivares brasileiras, a dorméncia pela dureza da semente é a mais comum, de modo

que, para a semeadura, sempre é necessario escarificar as sementes. Esse procedimento é
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feito pelas empresas de producgéo de sementes, de tal forma que estas sdo comercializadas
j& prontas para o plantio (Karia et al., no prelo).

O numero bésico de cromossomos dentro do género € n=10 e observa-se que
todas as espécies da secdo Stylosanthes sdo dipléides. Existem, portanto, espécies diploides
(2n=20), como S. guianensis, S. humilis, S. macrocephala e S. viscosa; espécies
alotetraploides (4n=40), como S. capitata, S. fruticosa e S. scabra; e também uma espécie
alohexaploide (6n=60), S. erecta (Stace & Cameron, 1984). Dados isoenziméticos (Stace,
1984) e de biologia molecular (Vander Stappen et al., 1999b) sugerem que S.
macrocephala deu origem a S. capitata. Outros estudos apontam S. macrocephala ou S.
bracteata como possiveis doadoras maternas e S. pilosa como doador paterno do genoma
de S. capitata (Maass & Sawkins, 2004).

Em comparagdo com outras leguminosas tropicais, a fisiologia do
florescimento de Stylosanthes € bastante conhecida. As espécies variam quanto ao periodo
juvenil e, também, quanto a resposta ao fotoperiodo. Respostas a dias curtos, dias longos, a
dias longos-curtos ou mesmo neutros sdo encontrados dentro do género (Ison &
Humphreys, 1984); e essa variacdo pode ocorrer também entre popula¢ées de uma mesma
espécie, como em S. guianensis (Trongkongsin & Humphreys, 1987). Normalmente, as
plantas apresentam uma fase juvenil, ou seja, necessitam de determinado periodo de
crescimento ou de acimulo de matéria seca, antes de estarem aptas para responder ao
estimulo fotoperidédico. Em S. guianensis verificou-se que o comprimento da fase juvenil
difere entre as variedades (Ison & Humphreys, 1984).

Quanto a biologia da reproducdo, todas as espécies sdao predominantemente de
autopolinizacdo. Entretanto, € comum certa taxa de polinizacdo cruzada, que € um
componente importante para a manutencdo das populacdes na natureza (Stace, 1984).
Miles (1983), utilizando um marcador morfolégico (estipula pilosa ou glabra), em
experimento realizado na Colémbia, detectou taxas de cruzamento natural de até 20%, em
S. capitata. Em S. guianensis var. vulgaris, Miles (1985), utilizando a coloracdo da flor
como marcador morfoldgico (amarela dominante sobre branca), em experimento de
campo, com doze plantas homozigotas para flor branca, concluiu que a taxa de cruzamento
natural foi de 13,8%. Stace (1982) detectou uma taxa de cruzamento natural de 1% a 2%,
em uma populacdo australiana de S. scabra, utilizando-se o marcador isoenzimatico ADH

(alcool dehydrogenage). Essa variacdo na porcentagem de cruzamento natural é
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determinada por fatores genéticos e, principalmente, pelo nimero e comportamento de
insetos polinizadores presentes no local (Stace, 1982; Miles, 1985).

Costa (2006) redescreveu a espécie S. guianensis como planta perene, de porte
herbaceo a subarbustivo, de prostrada a ascendente, até a ereta. O caule varia de glabro,
glabrescente a piloso-setoso-viscoso. Os foliolos, de elipticos a oblongos, agudos na base,
agudos ou obtusos na extremidade, acuminados no apice, também variando de glabros,
glabrescentes a piloso-setoso-viscosos, apresentam de trés a sete pares de nervuras,
discretas. As inflorescéncias terminais ou axilares possuem de oito a trinta flores, globosas
ou em taca, simples, formadas por uma Unica espiga ou compostas por duas ou mais
espigas, com cinco a vinte milimetros de comprimento; as bracteas, imbricadas, sdo
freqiientemente trifolioladas externamente e, internamente, unifolioladas, glabrescentes ou
freqlientemente piloso-setosas, por vezes viscosas, com trés a cinco pares de nervuras. O
lomento é uniarticulado, subelipsoide, com reticulo pouco evidente e escuro; seu
tegumento é de textura suave e fina (Unica no género) e o tecido produtor de 0leo essencial
estd proximo a base; o rostro é curto, com até 0,2 mm, curvo e deitado. A semente €
amarela ou preta, e elipsoide.

Devido a sua ampla distribuicdo geografica, com ocorréncia em diversos
ecossistemas, a espécie S. guianensis apresenta grande diversidade fenotipica. No Distrito
Federal, foram caracterizados 350 acessos, coletados em diversos paises da América
Latina, pertencentes as quatro variedades botanicas, e a diversidade fenotipica observada
entre 0os acessos foi bastante ampla (Karia et al., 1997). Nesse estudo, as plantas
apresentaram-se pouco ramificadas (cinco a seis ramificacfes primarias, inseridas até a
altura de 10 cm do solo) a muito ramificadas (até dezenove ramificacdes primarias), com
comprimento do foliolo central variando de 1,1 cm a 5,8 cm e inicio da maturacdo dos
frutos ocorrendo entre os meses de marc¢o e julho. As quatro variedades de S. guianensis
estdo caracterizadas nos trabalhos de Ferreira & Costa (1979), Ferreira et al. (1985) e em
Costa (2006).

S. guianensis var. canescens € um subarbusto semi-ereto, com caules, estipulas
e bracteas cobertas por pélos claros e pubescentes, porém, sem cerdas. Seus foliolos sdo
lanceolados, de apice agudo, com seis ou sete pares de nervuras. As espigas sdo achatadas,
de obovadas a ligeiramente triangulares, axilares e terminais. As bracteas sdo unifolioladas,

com sete a nove nervuras. O lomento é reticulado e, como em toda a espécie, apresenta
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apenas um articulo fértil, com o estilete residual muito curto. As sementes sdo amarelas e,
por vezes, pretas.

Em S. guianensis var. guianensis (syn. S. guianensis var. vulgaris), as plantas
sdo eretas, com caules, estipulas e bracteas cobertas por pélos simples e cerdas. Seus
foliolos s&o lanceolados, piloso-cerdosos, com cinco a sete pares de nervuras (Figura 2.2 -
A); as bracteas, unifolioladas, apresentam foliolo residual muito desenvolvido; as espigas
sdo globdides, multifloras, axilares e terminais (Figura 2.2 - B). O lomento é reticulado e
glabro; e a semente é oblonga, amarela, podendo variar de castanho a preta (Ferreira &
Costa, 1979; Costa, 2006).

Foto: Claudio Takao Karia Foto: Allan Kardec Braga Ramos

Figura 2.2. Stylosanthes guianensis var. guianensis, cultivar Mineirdo — plantas em fase
vegetativa (A) e detalhe da inflorescéncia (B).

S. guianensis var. microcephala ocorre somente no Brasil e é a variedade mais
facil de se distinguir. Suas plantas sdo prostradas e ramificadas; os foliolos sdo menores do
que nas demais variedades, lanceolados, com cinco a sete pares de nervuras, pilosos ou
glabros. As estipulas e bracteas também sdo pilosas, as espigas sao pequenas, com poucas
flores, axilares e terminais. O lomento é reticulado e glabro, e as sementes sdo amarelas
(Ferreira & Costa, 1979; Costa, 2006).

S. guianensis var. pauciflora, conhecida comumente por “estilosantes tardio”,
apresenta planta perene, caules, em geral, lenhosos, com haste Unica, ramificados, pilosos e

com cerdas curtas, densas e viscosas, por vezes. Seus foliolos sdo oblongos, agudos na
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base, agudos e mucronados no apice, piloso-setoso-viscosos nas duas paginas, ou
pubescentes na pagina superior e piloso-setosos na inferior. As inflorescéncias sdo
formadas por espigas simples, obovoides, obcbnicas ou em taca, multifloras, com cinco a
dez flores por espiga ou compostas de duas ou trés espigas. O lomento, s6 com o articulo
superior fértil, € glabro. A semente, em geral, é amarela (raramente preta), elipsdide em
vista frontal e sub-reniforme em vista lateral (Ferreira et al., 1983; Costa, 2006). Essa
variedade, em geral, apresenta populagdes mais tolerantes a antracnose, embora com baixa

producéo de sementes.

2.1.2 Utilizag&o e principais cultivares

Algumas espécies do género Stylosanthes sdo utilizadas ha milhares de anos
como planta medicinal. Segundo Bah et al. (2006), Cissus quadrangularis e S. erecta sao
as especies mais freqiientemente utilizadas na medicina popular em Mali, para combater a
esquistossomose. O cha de folhas ou da parte aérea moida de S. erecta, misturadas com
raizes de Calotropis procera ou frutos de Tamarindus indica, ou ainda, com parte aérea de
outras plantas, é bastante utilizado para combater a forma urinaria dessa moléstia, em
vérias regides do noroeste africano. Na india, plantas de S. fruticosa sdo utilizadas também
na medicina popular, como analgésico e antiinflamatorio, porém, esse efeito nado foi
confirmado por Malairajan et al. (2006).

Como forrageira, a Australia foi o primeiro pais a reconhecer o valor dessas
espécies, e 0s registros sobre o uso de S. humilis naquele pais datam de 1914 (Edye, 1997).
Durante o inicio do século 20, a espécie foi introduzida acidentalmente e se naturalizou,
cobrindo extensas areas de savanas tropicais semi-aridas naquele pais. A dispersdo dessa
espécie ocorreu naturalmente e, também, pelo estabelecimento por fazendeiros. Por volta
de 1970, estimava-se que a espécie havia se dispersado, naturalmente, em meio milhdo de
hectares na regido semi-arida da Australia; além disso, ocupava mais algumas dezenas de
milhares de hectares de pastagens cultivadas (Miller et al., 1997). A espécie ficou
conhecida como Townsville stylo ou Townsville lucerne (alfafa de Townsville).

No inicio da década de 1940, foi liberada a cultivar Schofield de S. guianensis,
para a utilizacdo na regido tropical imida da Austrdlia. Esta é considerada a primeira
variedade cultivada de estilosantes, liberada como produto da pesquisa; embora sementes

de S. humilis, naturalizadas, tenham sido comercializadas anteriormente. No inicio da
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década de 1970, com a chegada do fungo Colletotrichum gloeosporioides, extensas areas
de S. humilis foram devastadas pela antracnose. A partir dessa época, foi ampliada a
pesquisa com S. guianensis e outras espécies, como S. hamata e S. scabra, o que resultou
na liberagdo de diversas cultivares, o que permitiu a permanéncia do género no sistema de
producéo (Miller et al., 1997).

No Brasil, espécies de Stylosanthes sdo conhecidas vulgarmente como trifolio,
meladinho, manjericdo do campo, saca-estepe, alfafa do nordeste (Brasil, 1937) e, mais
recentemente, como estilosantes. Segundo Edye (1997), o valor forrageiro dessa planta, no
Brasil, foi reconhecido em 1933; entretanto, na publicagdo Informacdes sobre algumas
plantas forrageiras (Brasil, 1937), ha relato de que, em 1926, foi editado pela Imprensa
Oficial do Estado de Pernambuco um folheto sobre a alfafa do nordeste, escrito por D.
Bento Pickel. Naquela época, ja se dizia que a alfafa do nordeste era “muito apreciada pelo
gado vacum e cavallar” e ressaltava-se o potencial de sua utilizacdo na producgéo animal.

Em 1933, as primeiras sementes da alfafa de Townsville (S. humilis) chegavam
ao Brasil, recebidas do Departamento de Agricultura e Pecuaria de Queensland, pelo
Departamento Nacional da Producdo Animal do Ministério da Agricultura. Naquela
ocasido, a classificacdo boténica gerara dividas e essa introducéo foi registrada como S.
mucronata ou S. sudaica. Tais sementes foram enviadas para a estacdo experimental de
Deodoro, no Rio de Janeiro (Distrito Federal, na época), para as avaliagdes agronémicas,
onde ja& haviam sido relatados intensos ataques de antracnose, em estilosantes (Brasil,
1937). Posteriormente, dois acessos de S. guianensis, coletados no Estado do Rio de
Janeiro, foram recomendados para uso forrageiro, no Brasil, com 0s nomes de cultivar
Deodoro e cultivar Deodoro II; entretanto, suas sementes ndo chegaram a ser
comercializadas (Thomas & Grof, 1986). De qualquer forma, estas sdo consideradas as
primeiras cultivares brasileiras de Stylosanthes.

No inicio da década de 1970, quando houve grande incentivo governamental
para a formacao de pastagens no Brasil Central, foi grande o interesse pela consorciacdo de
pastos, formados por gramineas e leguminosas, haja vista 0 sucesso dessa pratica na
Australia, pais considerado modelo para a atividade pecuaria nas regides tropicais do
mundo. Sementes das cultivares australianas Schofield, Cook e Endeavour, de S.
guianensis, foram importadas em grande volume e recomendadas pelos 6rgéos oficiais de
extensdo rural do Brasil, sem, entretanto, terem sido testadas para as condicdes brasileiras.

Nessa época, também foi utilizada a cultivar IRl 1022 (S. guianensis var. canescens),
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originaria de germoplasma coletado no Estado de Sdo Paulo e liberada pelo Instituto de
Pesquisas IRI (anteriormente IBEC Research Institute), entre 1965 e 1970 (Andrade &
Karia, 2000). Esta foi a primeira cultivar brasileira a ser, efetivamente, comercializada,
tendo permanecido no mercado até o final da década de 1970 (Andrade et al., 2004).

A divulgacdo e uso de S. guianensis, naquele periodo, quando ainda ndo havia
preocupagdo com a antracnose, resultou num grande insucesso, pois ndo existia, na
Austrélia, a variabilidade genética do fungo que ocorre no Brasil. Logo, todas as cultivares
importadas eram muito susceptiveis a doenca. Com o aumento da area cultivada, o fungo
espalhou-se rapidamente e, assim, o estilosantes foi dizimado pelo ataque da doenca.
Reflexos desses insucessos sdo sentidos até hoje e podem ser uma das principais
explicacOes para a resisténcia de muitos produtores a utilizacdo de leguminosas nesse tipo
de atividade (Spain & Vilela, 1990).

Foi a partir da Australia que as cultivares de espécies de estilosantes se
difundiram pelos paises tropicais e subtropicais. Entretanto, do final da década de 1970 ate
meados da década de 1990, o Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT) iniciou
um intenso programa para o desenvolvimento de pastagens tropicais. Esse programa
consistia em coleta e intercambio de germoplasma, avaliagdo e selecdo de forrageiras
tropicais, e treinamento de pesquisadores para a formacao de equipes, que trabalhassem em
conjunto e sob a coordenacdo do CIAT (Andrade et al., 2004). Esse programa ficou
conhecido internacionalmente como RIEPT (Red Internacional de Evaluacién de Pastos
Tropicales), tendo sido fundamental para o crescimento das pesquisas e da oferta de
recursos genéticos em Stylosanthes e outras forrageiras tropicais (Andrade & Karia, 2000).

Com o trabalho da RIEPT e dos centros de pesquisa australianos, a oferta e a
especificidade de cultivares aumentaram, de modo que ja se contabilizam 37 genotipos
disponibilizados ou recomendados em todo o mundo (Tabela 2.1). Alguns gendtipos foram
comercializados com nomes distintos nos diversos paises, como é o caso do S. guianensis
cv. Pucallpa, lancado no Peru; comercializado na China, inicialmente, como Pia Hua Dou
184 e, posteriormente, como Reyan 2 — Zhuhuacao; na Tailandia como Tha Phra; e, em
outros paises, como Malasia e Indonésia, como CIAT 184. Por outro lado, existem
cultivares que sdo semeadas em diversos paises e comercializadas com 0 mesmo nome,
como é o caso da cultivar australiana Verano, de S. hamata, usado na Maléasia, Tailandia,
Indonésia, india e China (Hall & Glatzle, 2004; Pathak et al., 2004; Phaikaew et al., 2004).



Tabela 2.1. Cultivares de espécies do género Stylosanthes, por paises e anos em que foram liberadas comercialmente.

Espécie Cultivar Pais Ano Referéncia

S. guianensis Bandeirante Brasil 1983 Sousa et al. (1983a)
Bela Brasil - Brasil (2008b)
Cook Australia 1971 Barnard (1972)
Deodoro Brasil Pré-1937  Loch & Ferguson (1999)
Deodoro Il Brasil ? Loch & Ferguson (1999)
Endeavour Australia 1971 Barnard (1972)
Grahan Australia 1980 Register... (1980a)
IRI 1022 Brasil 1970? Loch & Ferguson (1999)
Mineirdo Brasil 1993 Embrapa Cerrados (1998)
Nina Australia 2003 Southedge Seeds (2003)
Pucallpa’ Peru 1985 Loch & Ferguson (1999)
Reyan 5 China 2000 Guodao et al. (2002)
Reyan 7 China 2000 Guodao et al. (2004)
Reyan 10 China 2001 Guodao et al. (2002)
Reyan 13 China 2003? Guodao et al. (2004)
Savanna EUA 1992 Williams et al. (1993)
Schofield Australia 1933? Barnard (1972)
Temprano Australia 2003 Southedge Seeds (2003)
907 China 2003? Guodao et al. (2004)

S. capitata Capica Colébmbia 1982 Loch & Ferguson (1999)

S. capitata + S. macrocephala Campo Grande  Brasil 2000 Embrapa Gado de Corte (2000)

Continua...



Tabela 2.1. Cont.

Espécie Cultivar Pais Ano Referéncia
S. hippocampoides Comum Australia 1965 Loch & Ferguson (1999)
(=S. guianensis var. intermedia) Oxley Austrélia 1969 Barnard (1972)
S. hemihamata (= S. hamata) Amiga Australia 1988 Eyles (1989)
Verano Austrélia 1973 Register... (1975)
S. humilis Comum Austrélia pré-1914  Loch & Ferguson (1999)
Gordon Austrélia 1968 Barnard (1972)
Khon Khaen Tailandia 1984 Loch & Ferguson (1999)
Lawson Austrélia 1968 Barnard (1972)
Paterson Austrélia 1969 Barnard (1972)
S. macrocephala Pioneiro Brasil 1983 Sousa et al. (1983Db)
S. scabra Fitzroy Australia 1980 Register... (1980b)
Q10042 India 1995 Loch & Ferguson (1999)
Seca Australia 1976 Register... (1978)
Siran Australia 1990 Loch & Ferguson (1999)
S. seabrana Primar Austrélia 1996 Edye et al. (1998)
Unica Australia 1996 Edye et al. (1998)

' Cultivar em pré-lancamento, ja incluida no Registro Nacional de Cultivares, do Ministério da Agricultura Pecuaria e

Abastecimento, Brasil.

2 0 ponto de interrogacéo significa que o ano de lancamento é desconhecido. Quando acompanhado pelo ano, significa se tratar

de uma estimativa, pois ndo ha registro oficial do ano de lancamento ou da liberacdo comercial.

® Também lancada na China, inicialmente, como Pia Hua Dou 184 (He & Schultze-Kraft, 1988) e, posteriormente, como Reyan

Il - Zhuhuacao (Loch & Ferguson, 1999); e na Tailandia, como Tha Phra (Loch & Ferguson, 1999).
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Em sintese, no Brasil, além das cultivares australianas, importadas na década
de 1970, ja foram recomendadas ou langadas sete cultivares (Deodoro, Deodoro Il, IRI
1022, Bandeirante, Pioneiro, Mineirdo e Campo Grande), e outra (cultivar Bela) encontra-
se em fase de pré-lancamento (Tabela 2.1). E importante registrar que todas estas foram
avaliadas e selecionadas em condicdes brasileiras.

S. guianensis var. pauciflora cv. Bandeirante € planta perene, semi-ereta, com
altura média de 65 cm e que produz em torno de 2.500 kg.ha™.ano de matéria seca, com
teor médio de proteina bruta de 12%. A cultivar Bandeirante apresenta excelente
resisténcia a seca, mantendo-se verde durante o periodo seco, mesmo no nordeste da regido
do Cerrado, onde a precipitacdo pluviométrica € menor e mais concentrada. Apresentou-se
com bastante tolerancia a antracnose, principalmente em pasto consorciado e em banco de
proteina (Sousa et al., 1983a). A producdo de sementes, porém, é considerada baixa
quando comparada as cultivares australianas da espécie. Assim, a utilizacdo dessa cultivar
foi minima devido ao desinteresse pela producdo comercial de suas sementes (Andrade &
Karia, 2000).

A cultivar Pioneiro de S. macrocephala foi coletada na area experimental da
Embrapa Cerrados, em Planaltina-DF, em 1974. Nos ensaios em rede nacional, conduzidos
em onze locais, esta cultivar apresentou resisténcia a antracnose em oito locais, mas foi
susceptivel em Roraima, Amapa e Piaui. Experimentos em pastejo, com bovinos, em
Planaltina-DF, mostraram que a presenca de plantas desta cultivar, em consorciagdo com
gramineas, aumentou os teores de nitrogénio e de calcio na forragem disponivel para os
animais e, também, a producdo de carne por hectare (Sousa et al., 1983b). Apesar do seu
grande potencial de utilizacao e da relativa facilidade em produzir suas sementes, na epoca
do lancamento desta cultivar, também nédo houve interesse dos produtores de sementes em
produzir e comercializar o produto (Andrade & Karia, 2000).

Em 1993, a Embrapa Cerrados e a Embrapa Gado de Corte liberaram a cultivar
Mineirdo, de S. guianensis var. guianensis (= var.vulgaris). Essa cultivar, coletada no
Estado de Minas Gerais, proximo a Belo Horizonte, € perene, semi-ereta, podendo atingir
2,5 m de altura. Possui caules grossos na base, foliolos lanceolados, medindo de 2,0-5,0 cm
de comprimento e 0,4-0,8 cm de largura, com 5-7 pares de nervuras (Embrapa Cerrados,
1998). Os caules e folhas possuem viscosidade, que se acentua na seca. Da mesma forma

que a cultivar Bandeirante, permanece verde durante o periodo seco. Dentre as cultivares
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existentes no mercado brasileiro, Mineirdo é a que mais produz biomassa, em solos de
baixa fertilidade, além de ser a mais tolerante a antracnose (Figura 2.2).

Em geral, o consumo da cultivar Mineirdo pelos animais é maior no periodo
seco do ano, quando a planta ainda apresenta até 12% de proteina bruta na parte aérea. No
periodo chuvoso, quando em consorciacdo, 0s animais preferem consumir a graminea,
embora o teor de proteina bruta do estilosantes Mineirdo seja, em média, de 18%. Quando
semeada em outubro-novembro, floresce em maio-junho e a produtividade de sementes,
em campos de producéo comercial, varia de 30 kg.ha™ a 60 kg.ha™, embora, em condicdes
irrigadas, ja se tenha registrado produtividades de até 120 kg.ha™, no Distrito Federal. A
semente é de cor escura e de tamanho pequeno, sendo que um grama contém 360 sementes
(Embrapa Cerrados, 1998).

Em provas regionais, essa cultivar mostrou excelente adaptacdo e desempenho,
de Roraima até S&o Paulo e Mato Grosso do Sul. E recomendada para a formacio de
pastagem consorciada e como banco de proteina, em associagcdo com culturas anuais e em
areas de recuperacdo de pastagem (Embrapa Cerrados, 1998). Pode permanecer até quatro
anos na pastagem, mas sua ressemeadura natural € muito baixa ou inexistente em
condicdes de pastejo. Assim, 0 manejo da pastagem deve ser feito de modo a preservar as
plantas inicialmente estabelecidas. Este genotipo ainda é comercializado no Brasil, embora
0 preco de suas sementes seja considerado alto pelos pecuaristas. Em testes agrondmicos
na China, a cultivar demonstrou também excelente desempenho, ficando em primeiro lugar
numa competicdo com quatorze genotipos, superando as cultivares locais Reyan 2 e Reyan
5 (Changjun et al., 2004).

Em 2000, foi liberada a cultivar Campo Grande, desenvolvida pela Embrapa
Gado de Corte. Essa cultivar € uma mistura fisica de sementes, com 80% (em peso) de
linhagens de S. capitata, tolerantes a antracnose, e 20% de linhagens de S. macrocephala.
Originou-se de plantas sobreviventes de um antigo campo de selecdo de acessos de
Stylosanthes, localizado na fazenda Maracuja, em Campo Grande (MS), que, apés o
término do experimento, foi submetido ao manejo normal da fazenda. Apds varios anos, as
plantas sobreviventes, selecionadas naturalmente, apresentaram-se altamente vigorosas e
tolerantes a antracnose (Milles & Grof, 1997). Posteriormente, dez novos acessos de S.
capitata e cinco de S. macrocephala, pré-selecionados na Embrapa Gado de Corte para
produtividade de forragem e de sementes, e com alta resisténcia a antracnose, foram

semeados em linhas intercaladas com sementes colhidas na fazenda Maracuja, para o
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cruzamento entre plantas da mesma espécie. As sementes colhidas de cada espécie foram
novamente semeadas no ano seguinte, repetindo-se o procedimento durante seis geracdes.
Apbs esse periodo, as sementes de cada espécie foram colhidas separadamente, e,
posteriormente, reunidas na propor¢do de 4:1 (S. capitata : S. macrocephala). Essa
populacdo de plantas foi, entdo, submetida as avaliacdes necessarias para atestar a sua
superioridade, incluindo-se ensaios sob pastejo (Lascano & Pizarro, 1984), culminando na
cultivar Campo Grande (Embrapa Gado de Corte, 2000).

A estratégia de se utilizar conjuntamente varias linhagens teve como objetivo
evitar a pressao de selecdo do patdégeno da antracnose sobre um gendétipo Unico e, dessa
forma, dificultar a quebra da resisténcia a doenca. Apesar de a cultivar ser composta por
linhagens geneticamente diferentes, estas linhagens possuem certas caracteristicas
fenotipicas uniformes, como em altura de plantas, época de florescimento e producédo de
sementes (Karia et al., no prelo).

O florescimento nessa cultivar ocorre a partir da segunda quinzena de abril, nas
condicdes de Campo Grande, e a maturagdo das sementes, no final da segunda quinzena de
maio. Apds a maturacdo dos frutos, ocorre a queda das inflorescéncias e folhas. Muitas
vezes, apOs a producdo de sementes a planta morre. Portanto, a sua contribuicdo na
producdo de forragem, durante a época seca, € baixa. Em geral, as plantas sobrevivem no
méaximo por dois anos, em condi¢des de pastejo. Logo, a manutencdo da cultivar na
pastagem se da pela ressemeadura natural, principalmente em solos arenosos, onde a
sobrevivéncia das novas plantas, no inicio do periodo chuvoso, € maior. Assim, 0 manejo
do pastejo em consorcio deve ser feito de modo a beneficiar as plantas jovens, buscando-se
minimizar a sua competicdo com a graminea. Portanto, no periodo de outubro a dezembro,
quando houver a emergéncia e o estabelecimento de novas plantas, os pastejos devem ser
mais intensos, de forma a deixar maior espaco para as novas plantas da leguminosa
(Embrapa Gado de Corte, 2000).

A producéo de forragem dessa cultivar, nas condi¢cGes do Mato Grosso do Sul,
atinge 14 t.hat.ano de matéria seca (MS), com teor de proteina entre 12% e 18% e
digestibilidade da MS in vitro entre 55% e 60%. Possui alta producdo de sementes, acima
de 200 kg.ha®, permitindo que o preco de suas sementes seja bastante inferior ao da
cultivar Mineirdo. Porém, a producdo de forragem na época seca do ano € menor na
cultivar Campo Grande, sobretudo nas condi¢bes do Cerrado do Distrito Federal, no norte

dos Estados de Goias e Minas Gerais, e no sudoeste da Bahia.
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Estima-se que, no auge da utilizacdo da cultivar Mineirdo, a area cultivada
tenha chegado a 30 mil hectares. Posteriormente, com a divulgagdo da cultivar Campo
Grande, cujo preco das sementes é aproximadamente um terco daquele alcancado pelas
sementes da cultivar Mineirdo, algumas empresas comercializaram uma mistura das duas
cultivares, em proporg¢des variadas. A mistura de cultivares, uma estratégia comercial para
facilitar a venda de sementes da cultivar com preco mais elevado, € uma préatica bastante
utilizada em outros paises, sobretudo na Australia. Com essa estratégia é possivel que a
area com Mineirdo tenha aumentado, porém nao se sabe se essa cultivar sobreviveu nas
pastagens consorciadas, pois 0 seu mecanismo de persisténcia, por ressemeadura natural, é
inferior ao da cultivar Campo Grande (Karia et al., no prelo).

A area semeada com a cultivar Campo Grande, em 2004, foi estimada em 120
mil hectares (Yassu & Campos, 2004); e, em 2005/2006, a estimativa era de 150 mil
hectares de area plantada. Na safra de 2006/2007, com a maior divulgacdo do produto em
varios meios de comunicacdo de massa, as vendas de sementes, até novembro de 2006,
atingiram 500 toneladas. Considerando-se a taxa de semeadura de 3 kg.ha™ e as vendas
futuras, a estimativa de novas areas de cultivo, na safra em questdo, foi de 160 mil a 200
mil hectares (Embrapa Gado de Corte, dados ainda ndo publicados).

Se compararmos a area total de pastagens no Brasil, a area estimada com
estilosantes, aproximadamente 300 mil hectares, é reduzida. Porém, esta supera a area de
diversas culturas de gréos cultivadas na safra 2008, como a de amendoim em casca (soma
da primeira e da segunda safra), cevada, mamona, triticale e girassol, que foram, em mil
hectares, de 115,2, 90,9, 151,7, 78,4 e 90,1, respectivamente (IBGE, 2008a). Este € um
bom comeco, considerando-se que a pratica da utilizacdo de leguminosas na alimentacao
animal ainda € pouco difundida no Brasil.

O aprimoramento no desenvolvimento de cultivares, 0 aumento do custo da
terra e de insumos, e a pressdo da sociedade sobre processos produtivos que degradam o
meio ambiente deverdo favorecer a adocdo de leguminosas nas proximas décadas. A oferta
de boas cultivares, desenvolvidas em parceria com a iniciativa privada, deve, assim, ser um
caminho a ser perseguido para ndo se repetirem erros do passado e evitar um novo ciclo de
descrenca nessa tecnologia. InformacbGes ainda mais detalhadas sobre o género
Stylosanthes, com sua caracterizacdo agronémica e formas de utilizacdo das principais

cultivares, sdo apresentadas por Karia et al. (no prelo).
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2.2 CARACTERIZACAO E AVALIACAO DE BANCOS DE GERMOPLASMA

2.2.1 Aspectos gerais da caracterizacdo de germoplasma

Uma vez introduzidos num banco de germoplasma, os acessos das espécies
vegetais devem ser caracterizados e avaliados, caso contrario, terdo pouca utilidade. A
caracterizagdo e a avaliagdo dos materiais introduzidos sdo necessarias para se gerarem
informacdes sobre as caracteristicas morfoldgicas, fisiologicas, agrondbmicas, bem como
sobre a tolerncia a estresses e outros atributos importantes para 0s acessos de cada
espécie. Essas caracteristicas irdo auxiliar na escolha dos acessos potencialmente
interessantes para a utilizacdo em programas de selecdo e melhoramento genético (Idris &
Saad, 2001).

A caracterizacdo e a avaliacdo, além de gerarem informacgdes sobre cada
acesso, também tém como objetivos: mensurar a variabilidade genética e fenotipica
presente na colecdo, investigar a estrutura genética e fenotipica da colecdo, e identificar
genes especiais ou alelos raros. Os resultados desses estudos poderdo ser utilizados para
identificar a necessidade ou ndo de se agregar mais materiais ao banco de germoplasma,
selecionar materiais ou grupos de materiais interessantes para 0 melhoramento genético,
identificar duplicatas e, ou, materiais muito semelhantes (Engels & Visser, 2003).
Agregando-se os dados dos sitios de coleta dos acessos, também é possivel identificar
locais de grande diversidade (hot spots), locais em que a coleta deve ser intensificada e
aqueles cuja amostragem realizada ja foi suficiente, além de possibilitar a investigacédo da
influéncia ambiental sobre a variabilidade genética e fenotipica (Hidalgo, 2003).

Segundo Hidalgo (2003), a variabilidade de uma espécie pode ser agrupada em
duas grandes classes: a que se expressa em caracteristicas visiveis e que compdem o
fendtipo, e a que ndo se expressa em caracteristicas visiveis a olho nu e que, em geral, se
refere aos processos ou produtos internos da planta. O autor ressalta que muitos processos
dessa ultima classe estdo sendo identificados mediante técnicas de biologia molecular,
como o uso dos marcadores de DNA, que ainda ndo sdo rotineiras na maioria dos bancos
de germoplasma.

No processo de caracterizacdo e avaliacdo de acessos, consideram-se cinco
etapas subseqlientes e correlacionadas: a correta identificacdo boténica, a elaboracdo de

cadastro, a caracterizacdo, a avaliagdo agrondmica preliminar e a avaliagdo complementar
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(Valls, 1988). O responsavel por essas atividades é o curador do germoplasma, que além
de coordenar todas as acOes pertinentes ao produto, deve agregar uma equipe
multidisciplinar para conduzir as avaliagdes e, também, organizar e disponibilizar as
informacGes sobre os acessos (Valls, 1988; Idris & Saad, 2001; Nass, 2001)

A caracterizacdo é realizada utilizando-se dados, sobretudo qualitativos, que
devem descrever e, com isso, diferenciar os acessos de uma cole¢do de uma mesma espécie
ou de espécies correlatas. Para isso, devem ser utilizados descritores estaveis, de alta
herdabilidade, nos niveis morfoldgicos, bioquimicos ou moleculares (Valls, 1988; Idris &
Saad, 2001; Nass, 2001; Ferreira et al., 2007; Valls, 2007).

Nas caracterizagdes morfologicas, além de estaveis, os descritores devem ser
de facil mensuracdo e a quantidade deles ndo deve ser muito grande, pois em geral, as
colecBes possuem muitos acessos, 0 que tornaria 0 processo muito trabalhoso (ldris &
Saad, 2001; Nass, 2001; Valls, 2007). Percebe-se, entdo, que o trabalho de elaboracdo de
listas de descritores é bastante complexo e exige recursos numerosos, considerando-se a
necessidade de se repetirem ensaios em varios locais ou mesmo em varios anos, buscando-
se selecionar caracteristicas estaveis. Felizmente, para a maioria das espécies de
importancia econémica, essas listas ja estdo disponiveis. Na pagina eletrénica da
Bioversity International, antigo IPGRI (International Plant Genetic Resources Institute) e
IBPGR (International Board of Plant Genetic Resources), vinculado ao CGIAR
(Consultative Group on International Agricultural Research), ha listas completas de
descritores para diversas espécies, incluindo milho, sorgo, trigo, cevada, lentilha, soja,
amendoim, feijdo, arroz, abacate, uva, citrus, banana, abacaxi, alfafa, trevo branco, entre
outras (<http://www.bioversityinternational.org/scientific_information/themes/germplasm
_documentation/crop_descriptors/>).

Para as espécies do género Stylosanthes, entretanto, ainda ndo ha listas de
descritores disponiveis. Alguns trabalhos envolvendo a caracterizacdo morfologica de
espécies do género, no Brasil, ja foram desenvolvidos, principalmente na Universidade de
Sdo Paulo — Esalg, em Piracicaba-SP, sob a coordenacdo do Prof. Dr. Paulo Sodero
Martins (Barros, 1978; Barriga, 1979; Battistin, 1981; Battistin & Martins, 1988); contudo,
ndo foi possivel a elaboracdo de listas de descritores para essas espécies, principalmente
devido a falta de estabilidade dos caracteres avaliados.

Miles (1985), em Cali, Colémbia, estudou quatro marcadores morfologicos,

potencialmente estaveis e que poderiam ser utilizados em estudos para se estimar a taxa de
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polinizagdo cruzada em Stylosanthes guianensis: cor da flor, cor do hipocdtilo, cor da testa
da semente e habito de crescimento. Concluiu que apenas a cor das flores (amarela
dominante sobre branca) poderia ser utilizada como marcador, as demais ndo apresentaram
consisténcia em progénies F..

Com a popularizacdo do uso de marcadores moleculares nos estudos de
caracterizagdo da variabilidade genética, a caracterizagdo morfoldgica, principalmente para
as espécies que ainda ndo dispdem de lista de descritores, tem sido preterida. Porém,
ressalta-se que uma destas caracterizacbes ndo substitui a outra, haja vista as
inconsisténcias observadas nos resultados das correlacGes entre os dois tipos de dados
(Koehler-Santos et al., 2003; Netto et al., 2004; Oliveira, 2005; Costa, 2006; Zhang et al.,
2007; Lattoo et al., 2008).

A avaliagdo agronémica preliminar é feita utilizando-se caracteres
quantitativos, isto é, controlado por muitos genes e que sdo fortemente influenciados pelas
condicbes ambientais. Neste caso, sdo tomados dados béasicos sobre o potencial
agrondémico de cada acesso, como, por exemplo, didmetro e altura da planta, ciclo,
resisténcia a pragas e doencas (Valls, 1988; Nass, 2001; Hidalgo, 2003; Valls, 2007). O
ideal, entretanto, seria que os dados desse tipo de avaliagcdo estivessem disponiveis para
todos o0s acessos; pois estes dados sdo primordiais para a definicdo dos acessos potenciais,
a serem incorporados aos programas de melhoramento genético. Porém, estima-se que
90% de todos 0s acessos armazenados em bancos de germoplasma ndo possuem dados de
avaliacdo preliminar (Peeters & Williams, 1984).

Apos a avaliacdo agrondmica preliminar, selecionam-se 0s acessos com maior
potencial, que devem ser avaliados mais detalhadamente, em avaliagdes complementares.
Os caracteres devem, entdo, ser escolhidos de acordo com o interesse de utilizacdo da
espécie (Valls, 1988; Hidalgo, 2003). Além disso, recomenda-se que essa avaliacdo seja
feita nos mesmos locais onde se espera que 0s genotipos possam ser aproveitados, devido a
influéncia ambiental sobre os caracteres. Nesse caso, também pode ser inserido nos
procedimentos de avaliagdo, algum tipo de controle para se estimarem os efeitos
ambientais sobre os caracteres (Valls, 1988; Nass, 2001; Hidalgo, 2003), uma vez que
nesta fase se espera maior disponibilidade de sementes e menor nimero de acessos a serem
avaliados.

Atualmente, ha tendéncia de o0s curadores adotarem caracteres

morfoagrondmicos em suas avaliagdes (Karia et al., 1997; Nascimento Filho, 2001; Karia
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et al., 2002; Okpul et al., 2004; Chiorato et al., 2005; Polignano et al., 2005; Costa et al.,
2006; Oliveira et al., 2007; Ortiz et al., 2008). Esses caracteres podem ser qualitativos ou
quantitativos e incluirem alguns atributos botanico-taxondmicos e outros que, néo
necessariamente, identificam os acessos da espécie, embora sejam importantes do ponto de
vista das necessidades agrondmicas, isto é, do melhoramento genético, do consumo e do
mercado (Hidalgo, 2003). Alguns curadores incluem, ainda, descritores relacionados com
0s componentes de rendimento, com o0 objetivo de prover aos melhoristas alguma
indicacgdo sobre o potencial agrondmico do acesso conservado.

Conforme discutido por Allem (2005), existe grande polémica sobre a prética
de se armazenar, a longo prazo, materiais ndo adaptados ou de baixo valor agronémico. Os
defensores desta visdo, chamada de utilitaria, que considera 0s custos totais da
conservagdo, acreditam que somente deveriam sSer armazenadosS O0S acessos
comprovadamente de valor agrondmico, e ndo todos 0s acessos coletados, como defendem
os chamados generalistas ou conservacionistas. Os primeiros ainda defendem que a
caracterizacdo deveria ser feita apenas para a identificacdo de duplicacfes e para auxiliar
no estabelecimento de colecfes nucleares. Outros, mais radicais, ainda preconizam que a
caracterizacdo teria menor importancia do que a avaliagdo agronémica, de modo que
somente 0s materiais aprovados agronomicamente deveriam ser submetidos a
caracterizacdo (Goodmam, 1990).

Os generalistas ou conservacionistas, por sua vez, defendem que esse tipo de
estratégia provocaria reducdo da variabilidade, pela selecdo de acessos semelhantes as
cultivares utilizadas, principalmente nas cole¢bes de culturas tradicionais. Além disso,
considerando-se as espécies silvestres, o grande processo de erosdo genética causado pela
acdo antrépica nos centros de origem e de diversidade, levaria a perda de alelos
importantes para o futuro da agricultura, que poderiam ser conservados ex situ nos bancos
de germoplasma (Allem, 2005). Outro fator importante é a possibilidade de demandas
futuras por mudancas no padrdo agrondémico de espécies cultivadas, em que a existéncia da
variabilidade morfoldgica seria fundamental para o processo de melhoramento. O mesmo
raciocinio vale para a introducdo de espécies em outras regides, ndo tradicionais, em que

outros alelos poderiam conferir maior vantagem para o cultivo.
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2.2.2 Caracterizagdo morfoagrondmica

Segundo Hidalgo (2003), as caracterizacbes morfoldgicas sdo diretamente
influenciadas por trés principais fatores limitantes, comuns na maioria dos bancos de
germoplasma em todo o mundo, que devem ser considerados no planejamento das
atividades. O primeiro fator é a limitacdo do material de propagacdo disponivel, em
quantidade e qualidade, que restringe o nimero de plantas, o nimero de repeticdes e a
escolha de caracteres para a avaliagdo. Um segundo fator é a caréncia dos dados de
passaporte dos acessos, que, muitas vezes, sao coletados de forma oportunista, em razdo do
bom aspecto agronémico da planta, sem que se tenha o cuidado de tomar os dados de
forma adequada. Ainda sobre os dados de passaporte, muitas vezes é feita a introducdo do
germoplasma, sem os dados de passaporte, que ainda estdo sendo organizados pelo coletor
e, com o passar do tempo, esses dados podem ndo ser enviados. O terceiro fator é a baixa
disponibilidade e qualidade da infra-estrutura, aliada a falta de recursos financeiros e
humanos, disponiveis nas institui¢oes.

Em geral, as plantas utilizadas para a avaliacdo sdo as mesmas que se utilizam
para a multiplicacdo do germoplasma. Assim, para a conducao dos ensaios de avaliacao e
caracterizacao, € preciso que se tenha profundo conhecimento sobre a biologia da espécie,
especialmente em seus aspectos reprodutivos, pois isso vai determinar a maneira mais
adequada para, por exemplo, se multiplicarem as sementes (Valls, 1988). Além disso,
somente com 0 conhecimento sobre a espécie, o curador podera colaborar na elaboragéo da
lista de descritores ou dos caracteres agrondmicos a serem aplicados nas avaliacdes. Esse
conhecimento, sobretudo para as espécies silvestres, também é importante na conducéo dos
ensaios, para se evitarem perdas de acessos (Nass, 2001; Hidalgo, 2003; Valls, 2007).

A escolha dos caracteres a serem avaliados na caracterizacdo morfoagronémica
deve ser feita, de preferéncia, por uma equipe multidisciplinar, incluindo, necessariamente,
o curador e o melhorista local (Nass, 2001). Neste caso, sempre se deve ter em mente a
relevancia e, ou, o poder do carater em discriminar 0s acessos, a complexidade da sua
mensuracdo de dados, o nimero de acessos a serem testados, a estrutura e 0S recursos
disponiveis (ldris & Saad, 2001). Deve-se evitar, ainda, escolher caracteres muito
correlacionados, pois estes serdo pouco informativos e aumentardo o trabalho da pesquisa
(Cruz et al., 2004)
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Antes da instalacdo do campo experimental, recomenda-se o plantio de alguns
pouCcOoS acessos para que se possa visualizar a variabilidade existente entre estes, nas
caracteristicas selecionadas (Idris & Saad, 2001). Esse teste também se presta para excluir
e inserir caracteres, avaliar o nivel de dificuldade na coleta dos dados, bem como verificar
o0 nivel de variabilidade dentro dos acessos, especialmente nas espécies silvestres, em que
as amostras podem representar mistura de morfotipos. Caso se observe variagdo muito
grande dentro dos acessos, recomenda-se, para a avaliagdo, a separacdo dos diferentes
morfotipos, pois essa mistura pode prejudicar substancialmente a andlise dos dados.
Sempre é bom ressaltar que a conservacdo das sementes desses acessos deve ser feita
tomando-se uma mistura das sementes dos morfotipos (Hidalgo, 2003).

Para se ter maior representatividade e confiabilidade nos dados, recomenda-se
que a avaliacdo seja feita em trés a cinco plantas por acesso e em duas ou mais repeticdes,
se possivel (Valls, 1988; Nass, 2001; Hidalgo, 2003). Caso ndo seja possivel incluir
repeticdes, &€ necessario que se escolha uma area bastante homogénea e que se faca
rigorosa padronizagdo na corre¢do e adubagdo do solo. Uma pratica bastante difundida,
nesse tipo de avaliacdo, € a subdivisdo da area em maior numero possivel de sub-areas
(talhGes). Nesse caso, amostra-se 0 solo separadamente nestes talhGes, fazendo-se,
posteriormente, a recomendacéo e a aplicacdo de adubos e corretivos de forma especifica
para cada sub-area.

Com o objetivo de selecionar descritores morfoagronémicos para caracterizar
acessos de cupuacu (Theobroma grandiflorum), Alves (2002) testou 53 descritores,
quatorze associados a caracteristicas de folhas, dezoito a flor, dezesseis ao fruto e cinco
descritores agrondmicos. Foram descartados 34 descritores considerados redundantes ou
pouco informativos. Com os dezenove descritores restantes, foram caracterizados 31
acessos, concluindo-se que a colecdo possuia ampla variabilidade fenotipica.

Netto et al. (2004) utilizaram caracteres morfoagronémicos, quantitativos e
qualitativos, para avaliar uma colecdo nucleo de milho, do tipo endosperma duro, contendo
58 acessos. Dez plantas de cada acesso foram utilizadas para a coleta de dados em 32
caracteres, entre eles, floracdo masculina e feminina, ramificacdo do pendao, altura da
planta, didmetro da espiga, tipo de espiga, cor do endosperma, forma da primeira folha,
altura de insercdo da espiga, peso da espiga e peso de mil sementes. Destes, 0s trés Gltimos
foram identificados como os caracteres de maior importancia para discriminar 0s acessos

da colecéo.
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Karia et al. (2002), em Planaltina-DF, avaliaram uma colegéo de 62 acessos de
S. guianensis, medindo-se doze caracteres morfoagrondémicos, em cinco plantas por acesso,
sem repeticdo dos acessos. Os caracteres avaliados foram: altura da planta; diametro da
planta; comprimento da haste principal; nimero de ramos primérios até a altura de 10 cm
do solo; comprimento do primeiro ramo primario; comprimento e largura do foliolo
central; comprimento e largura do foliolo lateral; nimero de dias para o inicio do
florescimento e para o florescimento pleno; e susceptibilidade a antracnose. Os caracteres
didmetro da planta, comprimento dos foliolos, comprimento de ramos, comprimento da
haste principal e susceptibilidade & antracnose foram identificados como os descritores de
maior importancia para a discriminacdo dos acessos da colecdo. A avaliagdo para
susceptibilidade & antracnose interferiu na conducdo do banco de germoplasma, uma vez
que o controle quimico foi suspenso e 0s acessos mais susceptiveis acabaram se perdendo.
Dez acessos morreram em um primeiro momento e, posteriormente, mais alguns acessos
foram perdidos, mesmo com a volta do controle quimico da doenca. Portanto, para esse
tipo de avaliagdo, recomenda-se instalar ensaios especificos e néo fazé-la simultaneamente
nos campos de caracterizacdo e multiplicacdo das sementes.

Posteriormente, Lazarotto-Formagini et al. (2006), em Campo Grande-MS,
avaliaram onze acessos de S. capitata e utilizaram doze caracteres morfoagronémicos,
tomados em dez individuos por acesso, tambem sem repeticdo. Os caracteres utilizados
foram: diametro da planta, altura da planta, didmetro do caule, comprimento da haste
principal, comprimento da primeira ramificacdo, comprimento e largura do foliolo central,
comprimento e largura do foliolo lateral, nimero de ramos primarios até a altura de 10 cm
do solo, formato da folha e nimero de nervuras na folha. O diametro da planta, a largura
do foliolo central e 0 nimero de ramos até 10 cm do solo foram os descritores de maior

importancia na discriminacdo dos acessos avaliados.

2.2.3 Caracterizacao genético-molecular

A utilizacdo de marcadores moleculares tem se tornado viavel pela evolugéo de
novas técnicas, reducdo dos custos de equipamentos e reagentes, e pela rapidez na
obtencdo de resultados. Por apresentarem as caracteristicas de estabilidade e neutralidade,
é uma ferramenta bastante interessante para estudos de diversidade genética e para a

conservacédo de germoplasma (Ferreira & Grattapaglia, 1996; Souza, 2001; Ferreira, 2007).
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O surgimento da técnica de reagdo de polimerase em cadeia, conhecida como
PCR (Polymerase Chain Reaction), na década de 1980, desenvolvida por Mullis &
Faloona (1987), permitiu a sintese enzimatica de milhGes de cOpias de um seguimento
especifico de DNA, tendo provocado uma verdadeira revolucdo nas técnicas de biologia
molecular. Assim, surgiram vérias ferramentas moleculares baseadas nessa técnica e, entre
elas, as mais utilizadas atualmente s&o o polimorfismo de DNA amplificado ao acaso
(Random Amplified Polymorphic DNA — RAPD), o polimorfismo de comprimento de
fragmentos amplificados (Amplified Fragment Length Polymorphism — AFLP) e os
marcadores microssatélites ou sequéncias simples repetidas (Simple Sequence Repats —
SSR).

A técnica de PCR envolve a sintese enzimatica in vitro de milhdes de copias de
um seguimento especifico de DNA, na presenca da enzima DNA polimerase. Baseia-se no
anelamento e extensdo enzimatica de um par de oligonucleotideos (pequenas moléculas de
DNA de fita simples), utilizados como iniciadores (primers), que delimitam a seqiiéncia de
DNA de fita dupla, alvo da amplificacdo. Esses primers sdo sintetizados artificialmente de
maneira que suas seqiiéncias de nucleotideos sejam complementares as sequéncias
especificas que flanqueiam a regido alvo. Varios ciclos de desnaturacdo, anelamento e
extensdo sdo realizados e, assim, obtém-se DNA de seguimentos especificos do genoma,
em grande quantidade, que podem ser facilmente detectados em gel de eletroforese (Mullis
& Faloona, 1987). Para a construcao dos primers, entretanto, é necessario o conhecimento
prévio das sequéncias de nucleotideos que flanqueiam a sequéncia de interesse, assim, é
preciso clonagem e seqiienciamento da regido (Ferreira & Grattapaglia, 1996).

Marcadores RAPD sdo gerados pela amplificacdo de seguimentos de DNA,
utilizando-se a idéia original da técnica de PCR, utilizando-se, porém, primers mais curtos
e de sequéncia repetitiva arbitraria, para dirigir a reacdo de amplificacdo. Elimina, assim, a
necessidade do conhecimento prévio das sequéncias especificas de nucleotideos que
flanqueiam as regiGes alvo. Além dessa vantagem, o marcador RAPD necessita de
pequenas quantidades de DNA, ¢ aplicavel a qualquer espécie, é simples, rapido e de custo
relativamente baixo. Suas principais limitagdes sdo: baixo contetdo de informacdo por
loco, pois apenas um alelo é detectado, isto é, sdo marcadores dominantes, em que o
seguimento é amplificado e as demais variacdes alélicas sdo desclassificadas
conjuntamente como alelo nulo; a competicdo por substrato e enzimas, entre os diferentes

sitios de amplificacdo, faz com que a presenca de certos seguimentos interfira na
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amplificacdo de outros seguimentos; e problemas relacionados a padronizagdo das
condigdes de amplificacdo ou mesmo mudangas de aparelhos podem alterar os resultados
obtidos. Portanto, dados de marcadores RAPD ndo sdo considerados muito robustos e
devem ser utilizados com muita cautela em analises filogenéticas, fingerprint e na
determinag&o de paternidade (Ferreira & Grattapaglia, 1996; Souza, 2001).

Na analise da diversidade genética entre acessos nos bancos de germoplasma,
os marcadores RAPD séo ainda amplamente utilizados, devido ao baixo custo da técnica e
ao grande nimero de acessos para serem analisados. Yee et al. (1999) caracterizaram 58
acessos de Vigna angularis; Beebe et al. (2000) caracterizaram 269 racas locais americanas
de feijdo (Phaseolus vulgaris); Pengelly & Liu (2001) avaliaram 284 acessos da
leguminosa americana Desmanthus spp.; Li & Nelson (2002) avaliaram a diversidade
genética de quarenta acessos, entre racas locais e variedades primitivas de Glycine max, e
em outros quarenta acessos de Glycine soja, coletados em quatro provincias da China;
entre outros. Em todos esses trabalhos a técnica foi eficiente em revelar polimorfismo entre
0s acessos avaliados.

Em estudos com Stylosanthes, poucos trabalhos de utilizacdo de marcadores
RAPD sdo encontrados na literatura internacional. A maioria tem como objetivo o estudo
de relacdes filogenéticas entre espécies ou investigacdes relacionadas (Karzan et al.,
1992a; Karzan et al., 1992b, Karzan et al., 1993; Gillies & Abbott, 1994; Vieira et al.,
1997).

No Brasil, os primeiros trabalhos de caracterizacdo de colecdes de Stylosanthes
foram realizados na Embrapa Cerrados, por Faleiro et al. (2003). Os autores avaliaram a
diversidade genética, utilizando marcadores RAPD, de uma amostra nuclear composta de
35 acessos de S. guianensis, estabelecida com base em caracteres morfoagronémicos. A
andlise evidenciou alta variabilidade genética da amostra e uma tendéncia de agrupamento
de acessos pertencentes as mesmas variedades boténicas. Ainda com marcadores RAPD,
ha o trabalho desenvolvido por Barros et al. (2005), também na Embrapa Cerrados. Nesse
estudo, foram caracterizados 87 acessos de S. macrocephala, com base em 161
marcadores, e os resultados de diversidade genética foram correlacionados com a
variabilidade ecoldgica dos locais de coleta, utilizando-se um sistema de informacdes
geogréficas (SIG). Os resultados sugeriram ligacao entre a diversidade genética observada

e a adaptacao ecoldgica dos acessos.
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Dos trés marcadores moleculares citados, baseados em PCR, o AFLP é o mais
recente. Este marcador combina a especificidade, resolucdo e poder de amostragem das
técnicas que utilizam enzimas de restricdo, como o polimorfismo no comprimento de
fragmentos de restricdo (Restriction Fragment Length Polumorphism — RFLP), com a
velocidade e praticidade de deteccdo do polimorfismo por PCR (Ferreira & Grattapaglia,
1996). A técnica consiste em digerir o DNA gendmico com enzimas de restricdo e, as
extremidades dos fragmentos produzidos, liga-se um adaptador dupla fita, ou seja, um
pequeno segmento de DNA constituido por uma seqliéncia especifica, complementar a um
primer para PCR. Dessa forma, ap6s a ligacdo do adaptador, todos os fragmentos obtidos
na digestdo possuirdo exatamente as mesmas seqliéncias de bases em sua extremidade, que
sdo complementares a um primer. A amplificacdo deles sera altamente especifica,
contrariamente ao que ocorre em RAPD (Souza, 2001).

A clivagem do DNA gendmico é realizada, primeiramente, com uma enzima
de corte raro e, posteriormente, com uma de corte fregliente, uma de cada vez. Assim, séo
geradas trés classes de fragmentos: grandes, resultantes da clivagem pela primeira enzima
(de corte raro) nas duas extremidades do DNA; pequenos, resultantes da clivagem pela
segunda enzima (de corte freqliente) em ambas as extremidades; e intermedirios,
resultantes da combinacdo das clivagens rara e frequente (Ferreira & Grattapaglia, 1996;
Ferreira, 2007). Nesse caso, 0 nimero de fragmentos gerados na digestdo de um genoma €
muito grande, o que torna bastante complexa a avaliagdo do polimorfismo. E necessario,
portanto, efetuar-se a selecdo de um subconjunto de fragmentos a serem amplificados. Essa
selecdo é feita em duas fases, a primeira, denominada amplificacdo pre-seletiva, utiliza um
primer com a adicdo de um nucleotideo seletivo em sua extremidade 3", que pode conter
uma das quatro bases. Assim, na amplificacdo por PCR, em condi¢cdes de anelamento
especifico, ocorrerd a amplificacdo apenas dos fragmentos que possuem tal nucleotideo
adjacente ao sitio de restricdo, ou seja, um em cada dezesseis fragmentos. A segunda fase
corresponde a amplificacdo seletiva, em que uma nova PCR ¢ realizada, utilizando-se um
oligonucleotideo constituido pela seqiiéncia do adaptador adicionada de trés nucleotideos
aleatdrios na posicdo 3"; o primeiro deles, necessariamente, devera ser igual ao utilizado na
pré-amplificacdo. Assim, amplifica-se um fragmento de cada 4.096 existentes (Ferreira &
Grattapaglia, 1996; Souza, 2001).

De forma anadloga aos marcadores RAPD, a principal limitacdo desse tipo de

marcador € o baixo conteido por loco, pois somente um alelo é amplificado e as demais
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variagdes alélicas sdo classificadas, conjuntamente, como alelo nulo. S&o, portanto,
marcadores dominantes, em que 0s gendtipos heterozigotos ndo podem ser diferenciados
dos homozigotos. Outras limitagdes da técnica sdo as maiores quantidades de etapas, de
reagentes e de equipamentos necessarios, e 0 DNA utilizado na digestdo deve ser mais
purificado do que o utilizado nas técnicas que envolvem apenas a PCR (Ferreira &
Grattapaglia, 1996; Souza, 2001).

Jiang et al. (2005) avaliaram 42 acessos de S. guianensis, oriundos do CIAT e
de dois Institutos de Pesquisa da China, utilizando-se marcadores AFLP, com o objetivo de
mensurar a variabilidade genética da colecdo e sua variabilidade quanto a tolerancia a
antracnose. Os marcadores foram gerados combinando-se quatro primers seletivos, o que
produziu 215 bandas polimorficas. Verificou-se que o polimorfismo e a diversidade
genética entre os acessos avaliados foram altos. Foi, ainda, possivel identificar acessos
tolerantes a antracnose, como, por exemplo, CIAT 2950 (cultivar Mineirdo); porém, ndo se
identificaram marcadores AFLP correlacionados com a tolerancia ao patdgeno.

Outra técnica molecular que pode ser empregada para a caracterizacdo de
germoplasma sdo os marcadores de locos microssatélites ou SSR. Microssatélites sdo
sequéncias curtas de DNA, de um a seis pares de bases, repetidas varias vezes no genoma,
de maneira idéntica e adjacente, ou seja, com repeticdo em tandem. Em eucariotos, essas
sequéncias sao freqlentes e bem distribuidas no genoma; ademais, as seqiéncias de DNA
que flanqueiam os microssatélites sdo bastante conservadas. Isso permite a selecdo de um
par de pequenos oligonucleotideos iniciadores da fita réplica, primers, que possuem de
vinte a trinta pares de bases, os quais permitem a amplificacdo da regido alvo via PCR
(Morgante & Olivieri, 1993). O polimorfismo é baseado nas diferencas de comprimento
das sequéncias amplificadas, pois o numero de repeticbes em cada microssatélite é
altamente variavel. Os microssatélites sdo co-dominantes, ou seja, ambos os alelos do loco,
de um individuo heterozigoto diploide, sdo visualizados, sendo, ainda, multialélicos e
bastante estaveis (Ferreira & Grattapaglia, 1996; Ferreira, 2007).

Apesar das vantagens desse tipo de marcador, atualmente, o seu uso ainda é
restrito. Isso porque o desenvolvimento dos oligonucleotideos iniciadores ainda € um
processo trabalhoso, caro e que requer pessoal especializado e equipamentos sofisticados.

Vander Stappen et al. (1999a) publicaram dezoito sequéncias de primers
microssatélites, especificos para S. guianensis. Esses oligonucleotideos geraram

polimorfismo nos 65 acessos do complexo S. guianensis avaliados, com média de 3,7
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alelos por loco. Onze marcadores demonstraram conteudo de informag&o de polimorfismo
(PIC) acima de 0,45. Segundo os autores, este € um valor considerado muito bom para a
genotipagem de acessos em bancos de germoplasma.

Robles et al. (2006) testaram o0s dezoitos pares de primers SSR desenvolvidos
por Vander Stappen et al. (1999a), em vinte acessos de S. guianensis. O produto da PCR
foi analisado em gel de agarose a 3%, identificando-se 27 alelos. Os resultados, porém,
revelaram polimorfismo em apenas quatro locos, e as distancias genéticas entre 0s acessos
variaram de 0,00 a 0,28. Estes resultados contrastam com os obtidos por Vander Stappen et
al. (1999a), em que as distancias entre acessos variaram de 0,10 a 0,70; embora deva-se
considerar o fato de estes autores terem trabalhado com acessos do chamado complexo S.
guianensis, no qual estdo contidas outras sete espécies além de S. guianensis (Costa, 2006).

Outros resultados ainda podem ser reportados: Jiang et al. (2005), utilizando
AFLP, em S. guianensis, encontraram distancias genéticas variando de 0,05 a 0,69; Karzan
et al. (1992b), com RAPD, encontraram valores entre 0,00 e 0,45, também para o
complexo S. guianensis; e Faleiro et al. (2003), avaliando 35 acessos de S. guianensis,
encontraram valores entre 0,04 e 0,54, com marcadores RAPD. Comparagdes entre 0s
valores obtidos nesses trabalhos, entretanto, devem ser consideradas com ressalvas, pois
em cada pesquisa avaliaram-se genoétipos diferentes.

O uso de marcadores moleculares em estudos da diversidade genética em
bancos de germoplasma pode ser bastante Util para se detectar redundancias e deficiéncias
das coleces, gerar informacGes sobre a eficiéncia dos processos de coleta, manutencao,
manejo e intercambio dos acessos, além de auxiliar os melhoristas na escolha de genitores
a serem utilizados em programas de melhoramento genético (Ferreira & Grattapaglia,
1996; Ferreira et a., 2007). Assim, espera-se conseguir maior eficiéncia e eficacia nas
atividades relacionadas com a conservacdo e uso do germoplasma, incluindo-se a
possibilidade do estabelecimento de cole¢des nucleares, a partir dos dados gerados por
marcadores moleculares (Brown, 1989a; Brown, 1989b).

Nesse sentido, alguns dos principais avangos incorporados nos Ultimos anos
foram: o uso de marcadores fluorescentes; os métodos de genotipagem semi-
automatizados, utilizando eletroforese em capilar; e os programas de computador
especificos para as andlises dos picos de fluorescéncia. Essas técnicas permitiram maior
acuracia na determinacdo do tamanho do fragmento de DNA; maior facilidade para o

estabelecimento de sistemas multiplex, que aumentam a capacidade de genotipagem por
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reacdo; menor utilizacdo de mao-de-obra para a genotipagem; e a eliminacdo da etapa de
preparacdo de géis. Com isso, houve também aumento da eficiéncia em pesquisas
envolvendo mapeamento genético, andlise da diversidade genética, analise de pedigree e
de fingerprint (Corbun et al., 2002).

Um dos principais problemas para a caracterizagdo de cole¢des com muitos
acessos é o de captar a variabilidade dentro das amostras. Para se avaliar 2.232 acessos da
colecdo de alface (Lactuca spp.) do Centro de Recursos Genéticos da Holanda (CGN),
utilizando-se marcadores AFLP, foram analisadas 8.020 amostras, tendo sido necessario o
estabelecimento de parcerias entre seis grandes institutos de pesquisas da Europa (van
Hintun, 2003). A aplicacdo das técnicas de marcadores fluorescentes e de eletroforese, em
capilar, tornou possivel a estimacdo das frequéncias alélicas de mistura de DNA (DNA
pooled ou DNA bulking) de plantas de um mesmo acesso. Esse procedimento permitiu a
reducdo dos custos, do tempo e da méo-de-obra no trabalho de caracterizagdo (Fu, 2003;
Skalsk et al., 2006).

Checa et al. (2000) testaram a eficiéncia dessa técnica para a determinacao das
frequéncias alélicas, em amostras de DNA de sangue de bovinos. As amostras consistiam
em misturas de DNA de diferentes animais, variando de trés a cinqiienta individuos. Foram
utilizados dois primers microssatéelites, marcados com fluorescéncia, e a eletroforese, em
capilar, foi feita no seqiienciador automatico ABI 310, da Applied Biosystems. Verificou-
se que a correlacdo entre as estimativas das freqliéncias em pool de DNA e as freqiiéncias
verdadeiras foi alta, com R? acima de 0,86. Observou-se, também, que a precisdo da
estimativa € melhor para alelos cuja frequéncia dentro do pool é menor. Os autores
concluiram que o método se justifica, sobretudo para estudos iniciais que envolvem grande
namero de amostras, como na identificacdo de regides candidatas para se buscar genes
associados a caracteres produtivos ou de resisténcia a doencas.

Em bancos de germoplasma a técnica pode ser utilizada, porém, considerando-
se a possibilidade de algum tipo de vicio nas estimativas das frequéncias alélicas,
decorrente do nimero de plantas utilizadas no bulk, da freqiiéncia do alelo e do método de
obtencdo da mistura de DNA para a formacao da amostra. Assim, os resultados devem ser
utilizados com cautela para a identificacdo de acessos (fingerprint), entretanto, pode ser
Otima alternativa para a avaliacdo exploratdria das estimativas da diversidade genética de

grandes cole¢des de germoplasma (Fu, 2003).
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2.2.4 Estatistica multivariada para dados de bancos de germoplasma

Os dados obtidos pela caracterizacdo de acessos em bancos de germoplasma
podem ser investigados segundo diferentes enfoques, entre 0s quais, 0S mais comuns sao: a
analise da diversidade genética, o estudo da divergéncia genética e a classificacdo dos
acessos da colecdo (Moreira et al., 1994).

As metodologias adotadas para os estudos das cole¢fes de germoplasma,
podem basear-se em estatisticas uni ou multivariadas, entretanto, dado que sdo mensurados
varios caracteres, 0 mais comum é que a analise seja feita considerando-se todas as
variaveis em conjunto, utilizando-se a abordagem multivariada. Os métodos mais
utilizados sdo as analises por componentes principais e de variaveis candnicas, analise
fatorial de correspondéncia, e os métodos de agrupamento (Moreira et al., 1994; Cruz et
al., 2004).

2.2.4.1 Analise de componentes principais

A analise de componentes principais (ACP) é um procedimento que permite a
visualizacdo da estrutura das variaveis de uma matriz de dados, ou seja: identificacdo das
variaveis que estdo mais associadas entre si ou ndo; visualizacdo da distribuicdo dos
individuos e identificacdo dos acessos mais semelhantes e mais divergentes uns dos outros;
e, por fim, identificacdo das variaveis que mais contribuem para a diferenciacdo dos
acessos (Philippeau, 1986). Na area de recursos genéticos vegetais, a ACP tem sido
empregada para estimar a variabilidade total disponivel em um grupo de genotipos,
identificar genitores divergentes para hibridacdo, estabelecer relacdo entre diversidade
genética e geografica, avaliar a uniformidade em cultivos, verificar a importancia relativa
dos caracteres em avaliacdes da divergéncia genética, e para se diminuir o nidmero de
descritores utilizados na caracterizacdo e avaliacdo das colecGes de germoplasma (Dias,
1994; Alves, 2002; Chiorato et al., 2005).

A ACP é um método estatistico essencialmente descritivo, aplicado a uma
matriz de dados quantitativos multivariados. A idéia central da analise é a de reduzir a
dimensdo multidimensional de um conjunto de dados, contendo muitas variaveis inter-

relacionadas, mediante a sua substituicdo por um novo conjunto de variaveis, ndo



46

correlacionadas entre si, denominadas componentes principais, mantendo-se, 0 quanto
possivel, a variagdo presente no conjunto de dados original (Jolliffe, 2004).

De forma bastante simplificada, pode-se dizer que componentes principais séo
indices sintéticos, obtidos como combinacGes lineares das variaveis originais. Entre todos
os indices possiveis, a ACP pesquisa aqueles que permitem a melhor visualizacdo dos
individuos, os chamados componentes principais. Assim, uma sucessdo de indices sdo
identificados, em igual nimero ao de variaveis originais, de modo que o primeiro deles
seja aquele para o qual a variancia dos individuos é maxima; o segundo maximiza a
variancia remanescente do primeiro; e assim sucessivamente. Enfim, a busca dos
sucessivos componentes principais é feita sob duas condicdes: i) haver correlacdo linear
nula entre eles; e ii) cada novo componente maximiza a variancia remanescente do
componente anterior. E, as propor¢des da variacdo total dos individuos explicada pelos
sucessivos componentes correspondem aos autovalores da matriz de covariancia dos
dados, dispostos em ordem decrescente (Philippeau, 1986; Jolliffe, 2004).

Para a obtencdo dos componentes principais € preciso, portanto, decompor a
matriz de covariancias e determinar 0s seus autovalores e correspondentes autovetores.
Como essa decomposicdo parte da matriz de covariancias, € visivel que a ordem de
grandeza das variaveis originais influencia o resultado da ACP (Philippeau, 1986). Para se
evitar esse inconveniente é recomendavel padronizar as variaveis, pelas respectivas médias
e desvios padrdo, gerando-se novas variaveis centradas em zero e com variancias iguais a
um. Nesse caso, a ACP aplicada aos dados padronizados ou estandardizados é equivalente
a obtencdo dos componentes principais a partir da matriz de correlacbes das variaveis
originais (Mingoti, 2007). As implicacGes de se utilizar ou ndo a matriz de correlacbes na
determinacdo dos componentes principais e sua influéncia na interpretacdo dos resultados
sdo discutidos por Jolliffe (2004). Segundo o autor, a principal vantagem de se utilizar a
matriz de covariancias é que as inferéncias estatisticas sobre os componentes sdo mais
claras e, portanto, de interpretacdo mais facil. Como na pratica a ACP é mais utilizada
como ferramenta descritiva do que inferencial, recomenda-se, na maioria dos casos, a
padronizacdo dos dados. E importante ressaltar, ainda, que os coeficientes dos
componentes principais, obtidos por meio da decomposicdo da matriz de correla¢fes, nao
sdo iguais aos coeficientes obtidos através da decomposicdo da matriz de covariancias. Em

geral, em termos de explicacdo da variancia total, quando se utiliza a primeira matriz,
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necessita-se de maior nimero de componentes principais para explicar a mesma proporcao
desta variancia (Mingoti, 2007).

Uma vez obtidos 0os componentes principais (eixos fatoriais), & possivel, entdo,
representar os individuos (ex. acessos de um banco de germoplasma) como uma nuvem de
pontos, em um sistema de eixos ortogonais. Como a nossa capacidade de visualizacéo se
restringe a um espaco de trés dimensoes, a representacdo gréfica serd de melhor qualidade,
se a maior parte da variacdo total estiver representada pelos trés primeiros componentes
principais. A recomendacdo geral, para que se tenha uma boa visualizacdo grafica, sem
grandes distor¢des, € a de que os dois ou trés primeiros componentes devam representar
pelo menos 80% da variacao total (soma dos autovalores, em porcentagem); caso contrario,
a analise deve ser complementada com dispersdes graficas tomadas em relacdo a
componentes sucessivos (Cruz et al.,, 2004). Assim, a decisdo sobre o numero de
componentes principais a serem retidos numa ACP torna-se importante. McGarigal et al.
(2000) discutem varios métodos para essa tomada de decis@o, entre estes, 0 uso de testes de
significancia por re-amostragem (jacknife, bootstrap e teste de randomizacéo) e o emprego
de critérios como broken stick, latent root, scree-plot e a representatividade em relagdo a
variancia total. Segundo os autores, os trés ultimos critérios sdo 0os métodos mais comuns.

O critério latent root € usado quando 0s componentes sdo determinados a partir
da matriz de correlacdo. Por esse critério, 0s componentes com autovalores menores do
que 1,0 sdo excluidos, pois acumulam menos variancia do que uma simples variavel
original e, portanto, ndo podem ser interpretados individualmente. O critério do scree-plot
consiste na construcdo de um grafico com os valores numéricos dos autovalores e a ordem
do componente. Assim, basta observar no grafico o ponto em que os autovalores tendem a
se estabilizar e, a partir desse ponto, excluem-se todos os componentes de maior ordem. O
critério da representatividade em relacdo a variancia total é, talvez, o mais utilizado. Os
autovalores sdo transformados em percentagem e, em geral, escolhe-se, arbitrariamente,
um valor entre 70% e 80% de representatividade da variancia total. O numero de
componentes principais retidos € aquele cujo somatério das porcentagens atinja o valor
desejado.

Pela representacdo grafica é possivel observar se os individuos estdo dispersos
de forma homogénea ou se alguns individuos estdo completamente fora da nuvem central
de pontos, correspondente a maioria da populacdo. Nesse Ultimo caso, € interessante,

primeiramente, verificar se houve algum engano na coleta ou digitacdo de dados. Se
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negativo, recomenda-se refazer a analise, utilizando-se esses individuos como
suplementares, de modo a melhorar a dispersdo dos demais individuos. Caso se observe a
formacgdo de grupos e o interesse da pesquisa for o de estudar as inter-relagfes entre as
variaveis, é conveniente refazer a ACP para cada sub-grupo (Philippeau, 1986).

A anélise do relacionamento entre as variaveis, por ACP, é feita utilizando-se
os chamados circulos de correlacbes, que sdo representacdes graficas dos vetores das
variaveis, nos eixos ortogonais formados pelos componentes principais. A interpretacdo €
feita observando-se as correlacbes dos vetores com os préprios componentes principais e,
também, considerando-se as direcGes entre 0s vetores das varidveis. Para saber se uma
variavel esta bem representada, deve-se somar o quadrado do coeficiente de correlagdo das
variaveis com 0s componentes principais retidos. A interpretacdo deste coeficiente é
analoga a do coeficiente de determinacdo em analise de regresséo, considerando-se: valor
de Zrz > 0,80, como muito bem representada; 0,65 < Zrz < 0,80, bem representada; 0,40 <
>'r? < 0,65, medianamente representada; e 3'r* < 0,40, mal representada (Philippeau, 1986).

A ACP também tem sido empregada como ferramenta para o descarte de
variaveis que pouco contribuem para a diferenciacdo de acessos em colecdes de
germoplasma. A metodologia mais conhecida foi proposta por Jolliffe (1972, 1973), que
avaliou, com dados simulados e com dados reais, varios métodos de descarte de variaveis:
dois métodos baseados em correlacdo multipla, dois baseados em analise de agrupamento e
quatro utilizando-se a ACP. Com relacdo aos métodos baseados em ACP, concluiu que 0s
resultados mais satisfatorios foram obtidos quando o nimero de variaveis descartadas (D) €
dado por: D = p - k, sendo p, 0 nimero total de variaveis, e k, 0 nimero de componentes
alem daqueles que acumularam 70% da variancia total. Mardia et al. (1979)
complementaram esse metodo, propondo que as p - k variaveis a serem descartadas sao
aquelas com os maiores coeficientes, em valor absoluto, nos respectivos autovetores de
cada um dos altimos componentes principais (além daqueles que acumularam 70% da
variancia total).

Cury (1993), em trabalho sobre caracterizacdo de trinta clones de mandioca,
realizou o descarte de variaveis seguindo a proposta preconizada por Mardia et al. (1979),
porém, propds que, a cada descarte, fosse realizada nova analise com os caracteres
remanescentes, obtendo-se, assim, novos autovalores e autovetores. A analise prosseguia

até ndo ser mais possivel discriminar os maiores coeficientes dos autovetores, ou pela
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inconsisténcia de descartar caracteres ndo redundantes. Apos cada analise, era observada a
matriz de correlagdes fenotipicas para auxiliar nesse descarte.

Outras técnicas de anélise multivariada, consideradas variagdes da ACP, séo a
analise de correspondéncia e a analise de varidveis candnicas. A primeira € adequada para
dados discretos, provenientes de variaveis categoricas, sendo a analise feita a partir de uma
tabela de contingéncia (Jolliffe, 2004; Silva, 2008). A segunda, como na ACP, é também
utilizada para dados quantitativos, porém, necessita-se, além da matriz de covariancias
fenotipicas, a matriz de covariancias residuais. Portanto, para se utilizar a analise de
variaveis canonicas é necessario um delineamento experimental, com repeticdes, adequado
para se estimarem os residuos, o que € raro em caracterizacdes de bancos de germoplasma

com muitos acessos (Cruz et al., 2004).

2.2.4.2 Analise de coordenadas principais

A analise de coordenadas principais (PCO ou PCoorda) é também considerada
como uma variacdo da analise de componentes principais e, atualmente, tem sido bastante
empregada na analise de dados gerados a partir de caracterizacbes moleculares. Assim
como a ACP, essa analise € um método de ordenacdo, também conhecido como classical
scaling. Foi popularizada por Gower (1966), embora Torgerson (1958) ja tivesse discutido
idéias similares, sem, entretanto, fazer a ligacdo com a ACP. Segundo Gower (1967), a
técnica de PCO ¢, em ultima analise, mais abrangente que a ACP, pois pode ser aplicada a
qualquer matriz de similaridade (ou dissimilaridade) de um conjunto de dados, desde que
esta matriz seja simeétrica e positiva semi-definida. Por isso, 0 método também pode ser
empregado quando os dados sdo de natureza qualitativa, ao contrario da ACP, que requer
dados quantitativos.

A técnica consiste em se produzir um grafico de dispersdo, num espaco de
dimensdo reduzida, cujos pontos representem, o mais aproximadamente possivel, as
distancias entre os elementos (individuos) do conjunto de dados. O ponto de partida da
analise é, portanto, uma matriz de (dis)similaridade entre as observagdes (individuos),
enquanto na ACP utiliza-se a matriz de covariancias ou de correlacdes entre as variaveis.
Assim, a primeira (PCO) opera sobre uma matriz de dimensdo n x n, enquanto a segunda
(ACP), sobre uma matriz p x p, embora ambas produzam representacfes graficas dos n

elementos observados como uma nuvem de pontos (Jolliffe, 2004). Dessa forma, sdo
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geradas diretamente as n coordenadas principais, em vez de p componentes principais,
como na ACP.

Muitas vezes, os resultados dos dois tipos de analises (ACP e PCO), isto €, as
representacOes graficas dos elementos da matriz, podem ser exatamente iguais (Rolf, 2000;
Jolliffe, 2004). Entretanto, embora equivalentes, existem diferencas fundamentais entre as
duas analises. Na andlise de coordenadas principais ndo ha como estabelecer relagdes entre
as variaveis, pois ndo sdo produzidos os vetores correspondentes as varidveis originais.
Obviamente, ndo h4 também como estabelecer correlacBes entre as coordenadas principais
e as variaveis e, conseqlientemente, ndo é possivel, como na ACP, dar sentido préatico as
coordenadas principais. Logo, quando os dados tiverem natureza quantitativa e a analise
das variaveis for importante para a interpretacdo dos resultados, a ACP deve ser preferida,
em detrimento da analise de coordenadas principais (Jolliffe, 2004).

2.2.4.2 Medidas de similaridade e dissimilaridade

Uma importante questdo na caracterizacdo de acessos em bancos de
germoplasma refere-se ao critério a ser utilizado para se decidir até que ponto dois acessos
podem ser considerados como semelhantes ou ndo. Para respondé-la € necessario
considerar medidas que descrevem a similaridade ou a dissimilaridade entre esses
elementos amostrais, de acordo com as caracteristicas que neles foram medidas. Se
considerarmos que, para cada acesso, tém-se informacdes de p variaveis, armazenadas em
um vetor, a comparacdo podera ser feita por meio de medidas matematicas (métricas), que
possibilitem a comparacéo dos vetores, como as medidas de distancia (Mingoti, 2007).

As medidas de dissimilaridade mais utilizadas para dados quantitativos séo a
distancia euclidiana, a distancia euclidiana média, a distancia generalizada de Mahalanobis
e a distancia de Minkowski.

A distancia euclidiana é dada por:

2
dyy :\/Zj(xij —xi'j) ,

em que: X;j € X;; sao as médias dos individuos i e i’ para a variavel j (j = 1, 2,..., p).

A distancia euclidiana apresenta como inconveniente o fato de ser alterada com
a mudanca da escala de medicGes, com o nimero de caracteres estudados e de ndo levar

em consideracdo o grau de correlacdo entre os caracteres (Cruz et al., 2004). Para
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contornar 0 problema da escala, recomenda-se a padronizacdo dos dados, e para a
influéncia do namero de caracteres, a alternativa é utilizar-se da chamada distancia

euclidiana média, que € dada por:

2
dyy :\[i Zj(xij —xi’j) ’

em que: p é o nimero de variaveis..

Mesmo assim, a medida pode ser ainda distorcida pela correlacdo entre as
variaveis, tornando os eixos dos graficos de dispersdo obliquos e ndo perpendiculares. Para
solucionar esse problema, a melhor alternativa para dados quantitativos € a distancia
generalizada de Mahalanobis (D?), que leva em consideracdo a correlacdo entre 0s
caracteres e pode ser estimada a partir das médias dos dados originais e da matriz de
covariancias residuais:

DX = (x;—x) V7x; — x7),
em que: V é a matriz de covariancias residuais; e X; e x;; S0 0s vetores de medias para 0s

individuos i e i’, respectivamente.

Outra forma de se estimar a distdncia de Mahalanobis é calculando-se a

distancia euclidiana, a partir das variaveis normalizadas e ortogonalizadas:
DZ,—Z. (Z"—Z' 2
i T \2y ijJ
1 .. T ~ N s ok .,

em que: z; = ;Zk Zij, , sendo z;;, 0 i-ésimo individuo, em relagdo a j-ésima variavel, na
k-ésima repeticdo, e r € o0 nimero de repeticdes.

Observa-se, portanto, que a utilizacdo da distancia de Mahalanobis pode ser
bastante Util nos casos em que ha correlacdo entre os caracteres e esta medida equivale a
distancia euclidiana, quando essa correlacdo é nula. Entretanto, Cruz (2001) recomenda

que, ndo havendo repeticdes, situacdo bastante comum nas avaliaces de acessos em

bancos de germoplasma, deve-se preferir a distancia euclidiana.

Outra medida de dissimilaridade aplicada a dados de natureza quantitativa é a

distancia de Minkowski:
1
dy = [Zjo |ox; —xi'|m] ™

em que: w; € um fator de ponderagdo das variaveis; e m € um ndmero inteiro que pode

assumir valor 1 ou 2, isto €, m = 1 esta distancia é conhecida como distancia city-block ou

de Manhattan; e para m = 2, tem se a distancia euclidiana. A métrica de Minkowski é
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menos afetada pela presenca de valores discrepantes na amostra do que a distancia
euclidiana (Johnson & Wichern, 1992; Mingoti, 2007), porém, esta é ainda pouco utilizada
em trabalhos envolvendo recursos genéticos vegetais.

Em bancos de germoplasma também é comum a geracdo de dados binarios
(presenca ou auséncia), seja por alguma caracterizacdo morfoldgica ou pela caracterizacdo
molecular via marcadores dominantes. Nesses casos, as medidas de similaridade ou
dissimilaridades séo baseadas em tabelas de contigéncia, em que se atribui o valor 1 para
presenca e 0 para auséncia. Os individuos sdo comparados dois a dois, proporcionando
varias formas de comparacdo. Os métodos mais comuns sao a distancia euclidiana média, o
coeficiente de concordancia simples (simple matching), o coeficiente de Dice e o
coeficiente de Jaccard. Este Ultimo é o mais utilizado nas andlises com marcadores
moleculares dominantes, sendo definido como o nimero de pares realmente concordantes,
do tipo 1 - 1, em relagdo ao numero total de pares, excluindo-se os pares com auséncia
total, do tipo O - 0 (Mingoti, 2007).

Outro tipo de dado gerado nas avaliagdes de acessos em bancos de
germoplasma refere-se as freqiiéncias alélicas, que podem ser estimadas, mais
freqlientemente nos dias atuais, pelo uso de marcadores moleculares de natureza co-
dominante, do tipo RFLP e microssatélites (SSR).

Reif et al. (2005) avaliaram as propriedades de sete medidas de distancia,
comumente utilizadas em trabalhos com marcadores moleculares co-dominantes, em seus
aspectos geneticos e matematicos. Os autores fazem referéncia a adequacdo de cada um
deles, levando-se em conta 0s objetivos da pesquisa. Para 0s objetivos mais comuns nos
trabalhos com recursos genéticos em bancos de germoplasma, em que se propde avaliar as
diferencas entre os individuos ou acessos, 0s autores destacam as distancias euclidiana e de
Rogers.

Para dados de frequiéncias alélicas, as distancias euclidianas, original e média,

respectivamente, sdo dadas por:

2 1 2
dg = JZiZj(Pij - CIij) ou dg = ;\/ZiZj(pij - Qij)
em que: p; e gij sdo as frequéncias alélicas do j-ésimo alelo no i-ésimo loco, e m é o
namero de locos examinados.

Os valores da distancia euclidiana, neste caso, podem variar de zero a (2m)”.

Fica claro, portanto, que as comparacdes de distancia entre diferentes experimentos ficam
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comprometidas, a ndo ser que 0s experimentos tenham o mesmo numero de marcadores.
Essa medida é adequada para os trabalhos que avaliam a relacdo entre diferentes elementos
amostrais (populagdes, acessos, individuos), combinada com métodos multivariados que
requerem as propriedades das distancias euclidianas (analise de coordenadas principais,
classificacdo, classificacdo hierarquica e andlise de agrupamento com métodos
hierarquicos).

A distancia de Rogers é uma modificacdo da distancia euclidiana, que é dada

por:

dp = iZi \[%Zj(pij - ‘hj)z :

Essa distancia corresponde a ponderacdo da distancia euclidiana média, por
(2)%2, para que o intervalo de valores fique entre zero e um. E adequada para a validac&o
de colecBes nucleares e para a identificacdo de duplicatas em bancos de germoplasma.
Outra opcao é a distancia de Rogers modificada por Wright (1978), que amplia a distancia

original para mais de um alelo, atribuindo para cada um, uma dimens&o:

dy = \/%\/Zi Zj(Pij - Qij)z :
Observa-se que nas duas distancias de Rogers, o seu valor somente serd um se
os dois individuos tiverem locos fixados por alelos diferentes. Caso nédo estejam fixados, a
distancia ndo sera igual a um, mesmo que os individuos ndo tenham alelos em comum.
Assim, além de servir para 0s mesmos propositos das distancias euclidianas, a distancia de
Rogers modificada por Wright (1978) e adequada para estudos envolvendo a predicdo de

heterose em cruzamentos e o estabelecimento de grupos heteroticos.
2.2.4.4 Analises de agrupamento

A andlise de agrupamentos, também conhecida com andlise de conglomerados,
tipologias ou de classificacdo (cluster analysis), tem como objetivo dividir os elementos da
amostra ou populacdo, em grupos, de forma que os elementos pertencentes a um mesmo
grupo sejam similares entre si, em relacdo as caracteristicas avaliadas, e os elementos de
grupos diferentes, heterogéneos em relacdo a estas mesmas caracteristicas (Mingoti, 2007).

O processo de agrupamento envolve duas etapas basicas: a estimativa de uma medida de
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dissimilaridade ou de similaridade entre os individuos ou acessos, e a ado¢do de uma
técnica de agrupamento para a formagdo dos grupos (Cruz et al., 2004).

As distancias entre 0s acessos, objeto de revisdo na sec¢do anterior (2.2.4.3),
podem ser tomadas em relacdo aos componentes principais, tendo, neste caso, a vantagem
de reduzir um grande numero de varidveis originais, geralmente correlacionadas,
substituindo-as por um pequeno nimero de componentes principais, ndo correlacionados.
Entretanto, vale ressaltar que, na maioria das vezes, os resultados dos agrupamentos
obtidos s&o diferentes, de modo, que esse procedimento deve ser usado com bastante
cautela (Mainly, 1986).

H& um elevado nimero de métodos de agrupamento e esses métodos sao
classificados de acordo com os critérios adotados para a formacdo dos grupos. Eles sdo
divididos em dois grupos principais: 0s hierarquicos e 0s ndo hierarquicos (ou de
otimizagao).

As técnicas de agrupamento ndo hierarquicas tém como objetivo encontrar
diretamente uma particdo de n elementos em k grupos, de modo que a parti¢ao satisfaca os
requisitos de coesdo interna (dentro dos grupos) e isolamento dos grupos formados. Para se
buscar a melhor particdo de ordem Kk, é necessario utilizar um critério que meca a qualidade
dos requisitos anteriores. Como, geralmente, é inexequivel a criacdo de todas as particdes
possiveis de ordem k e decidir qual delas é a mais adequada, sdo utilizados processos que
investigam algumas das particdes, com o objetivo de se encontrar uma que seja ‘quase
otima’. Nos métodos ndo hierarquicos o nimero de grupos deve ser previamente definido e
em cada estagio do agrupamento, novos grupos podem ser formados por meio da divisao
ou juncdo dos grupos ja formados em passos anteriores e, como consequéncia, niao é
possivel a construcdo de dendrogramas (Mingoti, 2007). Em geral, os algoritmos utilizados
nesse tipo de método sdo iterativos e possuem maior capacidade para analisar conjuntos de
dados de maior tamanho (Johnson & Wichern, 1992; Mingoti, 2007). Entre as técnicas
mais populares nesta classe estdo o método de Tocher e o das k-médias.

Os métodos hierarquicos sd@o 0s mais usados e se caracterizam por manter uma
hierarquia entre as sucessivas configuraces de agrupamentos. Essa classe de métodos, por
sua vez, divide-se em duas subclasses: os métodos divisivos e 0s aglomerativos. Os
métodos divisivos partem do principio de que os n elementos formam um grande e Unico
grupo; procuram, entdo, separar em dois grupos mais homogéneos internamente e que mais

diferem entre si; em seguida, cada grupo é dividido novamente, observando-se 0s mesmos
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critérios anteriores e, assim, sucessivamente, até a formacdo de n grupos, com um
elemento em cada grupo. Os métodos hierarquicos aglomerativos, inversamente, partem do
principio de que existem n grupos, cada um com um elemento; procuram, entdo, pelos dois
grupos mais semelhantes, os quais sdo unidos para formar um novo grupo, obtendo-se,
assim, a melhor configuracdo com (n - 1) grupos; 0 processo continua, sempre pela unido
dos dois grupos mais similares, até a formacdo de um Unico grupo, com n elementos
(Milligan & Cooper, 1987).

Os métodos hierarquicos aglomerativos sdo 0s mais conhecidos e utilizados.
Dificilmente um programa estatistico que executa analises de agrupamento ndo contera,
pelo menos, um método desse tipo. O programa SAS (Statistical Analysis System), em seu
procedimento Cluster (Proc Cluster), possui onze opcdes diferentes de métodos
hierarquicos aglomerativos (SAS Institute Inc., 2008). A seguir, sdo apresentados alguns
dos métodos desta classe, que sdo mais utilizados em trabalhos com recursos genéticos.

No método do vizinho mais préximo ou de ligacdo simples (single linkage
method — SLM), a distancia entre dois conglomerados ¢ definida pelos dois elementos mais
proximos entre si, conforme a seguinte expresséo (SAS Institute Inc., 2008):

Dy; = min min d(x;,x;
KL ™ ety jec, (%1, %))

Dy, : disténcia ou dissimilaridade entre os grupos Ck e Cy;

d(x;, x;): distancia entre as observagdes Xi € X; correspondentes aos individuos i,

pertencente ao grupo Ck, € j, pertencente ao grupo C.

Esse método possui muitas propriedades desejaveis do ponto de vista tedrico,
entretanto, em artigo de revisdo publicado por Milligan & Cooper (1987), os autores
demonstraram que, entre os métodos hierarquicos aglomerativos, este foi o pior deles,
considerando-se onze trabalhos que avaliaram e compararam métodos de agrupamento. O
método tem a habilidade de detectar grupos irregulares e elipsoidais, porém, sua
capacidade de detectar grupos compactos é sacrificada (SAS Institute Inc., 2008).

Apesar disso, ainda é um método bastante popular entre 0s pesquisadores da
area agrondmica. Em Planaltina-DF, foram avaliadas colecBes de acessos de S. guianensis,
S. scabra e S. capitata, em que os dados de cada espécie foram analisados separadamente.
O método do vizinho mais proximo foi aplicado, resultando em grupos de acessos com
caracteristicas semelhantes, permitindo, assim, identificar aqueles com maiores potenciais

agrondmicos (Karia et al., 2002).
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O método do vizinho mais distante, também chamado de método de ligacdo
completa (complete linkage method — CLM), utiliza a légica inversa & do método anterior.
A distancia ou dissimilaridade entre dois conglomerados é determinada pelos elementos
que sdo menos semelhantes entre si. Utilizando-se a mesma notagdo da formula anterior, a
distancia entre dois grupos é definida por:

D,; = max max d(x;,x;
kel i€Cx jEC, (%1, %)

Esse método € fortemente tendencioso em produzir grupos com igual didmetro
e, também, na presenca de medidas discrepantes, os resultados podem ser bastante
distorcidos (SAS Institute Inc., 2008).

O método da média das distancias (average linkage) pode ser usado com
ponderacdo (weighted pair group method with arithmetical average — WPGMA) ou sem
ponderacgdo (unweighted pair group method with arithmetical average — UPGMA). Entre
estes, 0 mais empregado, sobretudo em genetica molecular, ¢ 0 UPGMA, que trata a
distancia entre dois conglomerados como a media das distancias entre todos os pares de
elementos que podem ser formados com os dois grupos sob comparacdo (Mingoti, 2007).
Assim, a expressao da distancia entre grupos é definida por:

Dy, = ; Z Z d(x;, %)
NigNy ieCyx jeCy :

em que: Nk e N s@o 0s numeros de observac6es nos grupos K e L, respectivamente.

Esse método tende a unir grupos com pequenas variancias e é levemente
tendencioso em produzir grupos com a mesma variancia (SAS Institute Inc., 2008).

Existem ainda métodos alternativos como o do centroide, da mediana, da
densidade, 0 método beta-flexivel, dentre outros (SAS Institute Inc., 2008). Estes, porém,
sdo pouco utilizados no melhoramento de plantas.

Dentre os métodos de agrupamento hierarquico aglomerativo, o método de
Ward é o que mais tem ganhado adeptos na area de melhoramento de plantas. E bastante
utilizado nas areas de salde e ciéncias sociais, mas, 0 Seu uUso na area agronémica era
relativamente restrito. Nos procedimentos anteriores, quando se passa de um estagio k para
0 estagio k+1, no algoritmo de agrupamento, a qualidade da particdo decresce, pois com 0
aumento no nivel de fusdo, a variacdo entre grupos diminui e a variacdo dentro dos grupos
aumenta. Baseado nessa observacdo, J. H. Ward, em 1963, propds o seu método

fundamentado nessa mudanca de variagdo entre e dentro dos aglomerados, que ocorre a



57

cada passo de fusdo dos grupos (Mingoti, 2007). Assim, é também conhecido como
método de minima variancia de Ward (Ward’s minimum variance linkage).

O método de Ward opera melhor sobre a matriz dos dados originais do que
sobre a matriz de similaridade ou dissimilaridade, pois usa como medida de distancia a
soma de quadrados entre dois grupos, em relacdo a todas as variaveis:

Xy — X, 2
DKL=—| Ii L1|
NN,

Dy, : disténcia ou dissimilaridade entre os grupos Ck e Cy;
Xy € X, : vetores médios dos grupos Ck e Cy, respectivamente; e

Nk e N;: nimero de observacGes nos grupos Ck e Cy, respectivamente.

Nesse metodo, a cada passo, a soma de quadrados dentro de grupos é
minimizada em relacdo ao conjunto de todas as possiveis configuracdes obtidas pela
juncé@o de dois grupos. As somas de quadrados séo facilmente interpretadas, pois quando
sdo divididas pela soma de quadrados total, fornecem a proporcéo da variancia em cada
passo, também chamada de correlacdo semi-parcial ao quadrado (SAS Institute Inc., 2008).
A estratégia utilizada € semelhante a adotada pelos métodos de otimizacdo como o das k-
médias e o de Tocher. Entretanto, pela natureza hierarquica do método de Ward, é possivel
a construcdo de dendrogramas, o que ndo ocorre com aqueles métodos (McGarigal et al.,
2000). Quando a distribuicdo das p variaveis € normal multivariada, em cada passo do
agrupamento, o método se assemelha ao de maxima verossimilhanca. No entanto, vale
ressaltar que a aplicacdo do método de Ward néo requer que os dados sejam provenientes
de uma populacdo com distribuicdo normal multivariada. Para usa-lo, basta que as p
variaveis sejam guantitativas e passiveis do calculo de médias (Mingoti, 2007). Porém, de
fato, o método terd melhor desempenho nos casos em que a distribuicdo for normal
multivariada, com matrizes de covariancias esféricas e iguais (SAS Institute Inc., 2008).

Esse método tende a formar grupos com pequeno numero de elementos e,
também, com o mesmo nimero de individuos por grupo. E também sensivel & presenca de
elementos discrepantes. Mesmo assim, no estudo de Milligan & Cooper (1987), ja
reportado anteriormente, foi o que proporcionou o melhor desempenho entre os métodos
hierarquicos aglomerativos estudados.

Mingoti (2007) cita, ainda, os métodos fuzzy, c-means e o de redes neurais,

como alternativas para o estabelecimento de grupos em um conjunto de elementos. Porém
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estes ainda sdo pouco utilizados devido a complexidade estatistica e a necessidade de
maior capacidade computacional. Nesses dois casos, a autora ndo classifica os métodos
como hierarquicos ou nao hierarquicos, mas sim, como métodos a parte.

Nos métodos hierarquicos, uma questdo fundamental é sobre qual é o numero
de grupos mais adequado e que representa a provavel estruturacdo natural do conjunto de
elementos, em relacdo aos dados tomados. Nesse contexo, existem basicamente dois tipos
de erros que podem ocorrer quando se toma a decisdo de parar o algoritmo de
agrupamento. O primeiro é quando o numero de grupos formados € maior do que o
verdadeiro (estruturacdo natural dos elementos), e o segundo, quando o nimero de grupos
é menor do que o verdadeiro. Embora a severidade dos dois tipos de erros possa mudar,
dependendo do contexto do problema, o segundo tipo de erro pode ser considerado como
mais serio na maioria dos casos, devido a perda de informacdo pela fusdo de grupos
distintos (Milligan & Cooper, 1985).

Existem varios critérios disponiveis que auxiliam a tomada de decisdo sobre
quando se parar o algoritmo. Esses critérios podem variar de métodos baseados em pesadas
teorias estatisticas e computacionais, até métodos bastante subjetivos, sujeitos a
interpretacdo de cada pesquisador ou usuario.

Milligan & Cooper (1985), utilizando o algoritmo de Monte Carlo, testaram
trinta critérios usados em técnicas hierarquicas de agrupamento. Foram empregados quatro
conjuntos de dados artificiais, com cinqlienta pontos cada, quatro métodos hierarquicos de
agrupamento, trés dimensdes euclidianas, trés diferentes distribuicdes de individuos dentro
de cada grupo e trés repeticoes, gerando-se 432 simulagdes por critério. Os trinta critérios
foram selecionados por serem pouco dependentes da subjetividade, ou seja, 0
procedimento deveria fornecer uma regra automatica de decisdo. Entre os melhores
métodos estiveram os propostos por Calinski & Harabasz, em 1974, conhecido como
estatistica Pseudo F (PSF) e o desenvolvido por Duda & Hart, em 1973, chamado de
Je(2)/Je(1) ou PseudoT? (PST?) (Crossa & Franco, 2004). Um terceiro método, chamado
de CCC (cubic clustering criterion) (Sarle, 1983), também mereceu destaque. Este ficou
em sexto lugar quando se considerou o numero de acertos totais, embora seus erros,
quando ocorriam, eram para aumentar o nimero de grupos, e a diferenca entre o real e 0
encontrado, em geral, era de apenas um grupo.

Na estatistica Pseudo F, a cada passo do algoritmo de agrupamento, € como se

estivesse sendo feito um teste F de andlise de variancia, para a comparagdo dos vetores de
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médias dos grupos que foram formados no respectivo passo. Busca-se, entdo, o maior valor
de Pseudo-F, ou seja, aquele que estaria relacionado com a menor probabilidade de
significadncia do teste e, assim, estaria rejeitando-se a igualdade de vetores de médias
populacionais com maior significancia (Mingoti, 2007). Quando se observa um aumento
monotdnico do valor de Pseudo F, com o aumento do nimero de grupos, os dados sugerem
que ndo existe qualquer estrutura natural de particdo dos dados. Se, no entanto, isso néo
ocorrer e a funcdo F apresentar um valor maximo (pico), o0 nimero de conglomerados
referente a esse valor correspondera a particdo ideal dos individuos (Crossa & Franco,
2004; Mingoti, 2007).

A idéia do critério Pseudo T? se assemelha & da estatistica Pseudo F e est&
relacionada com o uso de um teste de hipGtese. E como se, em cada passo do algoritmo de
agrupamento, estivesse sendo feito um teste para a comparagdo dos vetores de médias dos
dois grupos que se uniram para formar um novo grupo. Em cada passo, € calculado um
valor da estatistica Pseudo T? e, entdo, um gréfico do tipo passos versus Pseudo T? pode
ser tracado. Busca-se 0 maior valor de Pseudo T2, ou seja, aquele que estaria relacionado
com a menor probabilidade de significancia do teste, rejeitando-se, portanto, a igualdade
dos vetores de médias, com maior significancia. Como resultado, se a igualdade entre os
vetores de médias € rejeitada, os dois conglomerados ndo deveriam se unir para formar um
unico grupo (Mingoti, 2007). Para definir o numero ideal de grupos, observa-se o grafico,
acompanhando-se 0 eixo do nimero de grupos, do maior valor para 0 menor; quando se
encontrar um pico, ou seja, um valor substancialmente maior do que o anterior, volta-se
um passo; o valor correspondente observado no eixo dos grupos é o nimero de grupos
ideal (SAS Institute Inc., 2008).

O método CCC ¢ exclusivo do programa SAS e ndo é usualmente abordado na
literatura disponivel sobre analise de agrupamentos (Mingoti, 2007). Esse método nao
funciona muito bem quando o numero de observacdes por grupo € menor do que dez. A
melhor maneira de usar este critério é construindo-se um grafico, semelhante ao usado para
a estatistica Pseudo T% ou seja, plota-se o valor de CCC versus o nimero de grupos.
Algumas interpretacdes dos resultados possiveis de serem observados sdo: picos de CCC
maiores do que 2,0 ou 3,0 indicam bons grupos; picos de CCC entre 0,0 e 2,0 indicam
possiveis grupos, mas devem ser interpretados com cautela; se houver varios picos é uma
indicacdo de que os dados possuem uma estrutura hierarquica; valores abaixo de -30,

podem indicar a presenca de dados discrepantes; e se o valor de CCC cresce continuamente
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com 0 aumento do numero de grupos, a distribuicdo pode ser muito particulada (Searle,
1993).

Outro critério bastante utilizado é a analise da soma de quadrados entre grupos,
ou coeficiente R?. Define-se o coeficiente R? de uma particio pela relagdo entre a soma de
quadrados total entre 0s g grupos e a soma de quadrados total corrigida para a média global
em cada variavel. Observa-se que, quanto maior o valor de g, menor sera a variabilidade
interna dos grupos e, portanto, maior sera o valor de R? atingindo-se o valor maximo
quando g = n =1, em que n é o niumero de individuos. Da mesma forma que os critérios
anteriores, recomenda-se a constru¢cdo de um gréafico, buscando pontos de saltos
relativamente grandes, 0s quais indicam possiveis momentos de parada do algoritmo de

agrupamento (Mingoti, 2007).



3 CARACTERIZACAO MORFOAGRONOMICA DE ACESSOS DE Stylosanthes
guianensis

RESUMO

A espécie Stylosanthes guianensis [(Aubl.) Sw.] € uma leguminosa que ocorre
naturalmente no continente americano, do México até a Argentina, e tem, no Cerrado
brasileiro, o seu centro de diversidade. Pode ser usada em diversos sistemas de producao,
entretanto, o nimero de cultivares existentes no Brasil é bastante reduzido e ndo reflete a
disponibilidade de acessos mantidos ex situ nos bancos de germoplasma. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a diversidade fenotipica de 535 acessos de S. guianensis, disponiveis na
Embrapa Cerrados e na colecdo de base da Embrapa; estabelecer grupos de acessos com
caracteristicas semelhantes; indicar grupos de acessos com maior potencial agronémico e
identificar possiveis duplicatas na colecdo. As avaliagcbes foram conduzidas na Embrapa
Cerrados, em Planaltina-DF, em dois plantios, realizados nos anos de 2003 e 2006, com
501 acessos comuns aos dois plantios e mais 34 acessos no plantio de 2006, utilizando-se
como testemunhas quatro genétipos conhecidos e fenotipicamente bastante divergentes.
Foram mensurados 23 caracteres morfoagrondmicos e seus dados foram analisados
utilizando-se a analise de componentes principais; 0 metodo de agrupamento aglomerativo
de Ward; e a andlise de variancia univariada, associada ao teste de Tukey, para avaliar 0s
efeitos dos grupos sobre as variaveis e comparar as médias dos grupos entre si. Pela analise
de componentes principais, foi possivel descartar seis variaveis que pouco contribuiram
para a variabilidade genotipica total entre os acessos. Considerando-se as 17 variaveis
restantes, foram necessarios cinco componentes principais para explicar 73,1% da
variancia total. Mesmo assim, o grafico de dispersdao dos acessos em relacdo aos dois
primeiros componentes (55,7%) evidenciou a grande variabilidade fenotipica existente na
colecdo, sobretudo em relacéo as testemunhas. Foi possivel identificar acessos com maior
porte do que a cultivar Mineirdo, referéncia de producdo de forragem para a espécie. Pela
analise de agrupamento, utilizando as 17 variaveis, foram estabelecidos treze grupos de
similaridade e, considerando-se 0s primeiros passos do algoritmo de aglomeracgéo,
identificaram-se pares de acessos que se caracterizaram como possiveis duplicatas,
merecendo investigacdo genético-molecular para essa confirmacdo. Observando-se as
médias das caracteristicas fenotipicas de cada grupo, a dispersao dos acessos e o circulo de
correlacdes das variaveis, mesmo considerando-se apenas 0s dois primeiros componentes
principais, verificou-se grande concordancia entre as analises de componentes principais e
de agrupamento. Cinco grupos foram considerados de maior potencial para a utilizacdo nos
seguintes sistemas agricolas: (i) producdo de forragem e adubacdo verde (Grupos 2, 3 e
10), (ii) integracdo lavoura-pecuaria (Grupo 4), e (iii) plantas de cobertura (Grupo 7).
Assim, € possivel reduzir o namero de acessos a serem avaliados para estas finalidades, de
535 para 89, 17 e 20 acessos, respectivamente Essa reducdo no tamanho da colecdo de
trabalho permitira aumentar a eficiéncia e a eficacia nas avaliacdes experimentais com
objetivos agrondmicos, podendo, ainda, estimular outras pesquisas com todos 0s materiais
armazenados no banco de germoplasma.

Palavras-chave: recursos genéticos, leguminosa tropical, forrageira, analise multivariada.
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ABSTRACT

MORPHO-AGRONOMIC CHARACTERIZATION OF Stylosanthes guianensis
ACCESSIONS

Stylosanthes guianensis [(Aubl.) Sw.] is a legume species, that occurs naturally
in the Americas, spreading from Mexico to Argentina, with its diversity center located in
the Brazilian Cerrado. It is used in several production systems, however, the number of
available cultivars in Brazil is very small, not reflecting the large number of germplasm
accessions stored on the germplasm banks. The objective of this research was to evaluate
the phenotypic diversity of 535 accessions of S. guianensis available at the Embrapa
germplasm collection, establish groups of accessions with similar characteristics, indicate
groups of accessions with the greatest agronomic potential, and identify possible duplicates
in the collection. The studies were carried out at Embrapa Cerrados in Planaltina-DF,
Brazil, using two sowing date of germplasm (501 identical accessions), established in 2003
and 2006, and using four very phenotypically distinct genotypes as controls. Twenty-three
morpho-agronomic traits were used to characterize the genetic diversity of the germplasm.
The data were analyzed by a principal component analysis (PCA), the Ward's
agglomerative hierarchical clustering method, the univariate analysis of variance to verify
the group effects on the variables, and a Tukey test for comparisons among group means.
The PCA showed that six variables out of 23 presented a small contribution to the total
variance among accessions. Taking in account the seventeen remaining variables, the first
five principal components (PCs) were responsible for 73.1% of the total variation. The
dispersion graph of the accessions for the first two principal components, with 55.7% of
this variation, depicted the great phenotypic variability presented in this collection, mainly
when compared to the control genotypes. It was possible to identify accessions with plant
stature higher than cultivar Mineirdao, which is a forage production reference for the
species. Thirteen groups of similarity were established using the Ward’s agglomerative
hierarchical clustering method applied on the seventeen variables. Considering the first
steps of the agglomerative algorithm of clustering, pairs of accessions that can represent
duplicates were identified, and a genetic-molecular analysis is required for this
confirmation. The analysis of the phenotypic means for each trait and group, compared to
the dispersion of the accessions and correlations of the variables, for the first two principal
components, allowed to verify that there was good agreement between the PCA and cluster
analyses. Five groups were considered with potential use in the following agricultural
systems: (i) forage production and green manure (Groups 2, 3 and 10), (ii) crop-livestock
integration (Group 4), and (iii) cover crops (Group 7). Therefore, it is possible to reduce
the work collection size, for these objectives, from 535 accessions to 89, 17 and 20,
respectively. This reduction will increase the efficiency and effectiveness in the agronomic
evaluations and, furthermore, stimulate additional research of all materials stored in the
Germplasm Bank.

Key words: genetic resources, tropical legume, forage, multivariate analysis.
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3.1  INTRODUCAO

O sistema de producdo da pecuaria brasileira é baseado em pastagens que, em
relagdo aos sistemas confinados, oferece grande vantagem competitiva, permitindo a
geracdo de produtos de boa qualidade e com baixo custo (Euclides et al., 2001). Essa
vantagem € obtida, principalmente, devido a abundancia de terras ainda disponiveis no
Brasil e pelo constante incremento tecnoldgico introduzido na producdo e industrializagdo
dos produtos da pecuaria.

Por outro lado, observa-se que extensas areas de pastagens, principalmente na
regido do Cerrado, tém diminuido a capacidade produtiva. Muitas dessas areas apresentam
elevado grau de degradacdo, comprometendo o meio ambiente e diminuindo a qualidade
de vida das populacdes (Barcellos et al., 2001; Vilela, 2004; Macedo, 2005). O
desenvolvimento de alternativas para a manutencdo ou restabelecimento da capacidade
produtiva das pastagens cultivadas € fundamental para se alcangar a sustentabilidade dessa
atividade no Brasil. A adubacdo com fertilizantes quimicos, isoladamente, ndo parece ser
uma solucdo viavel para a recuperacdo das extensas areas ocupadas com pastagens. O uso
de leguminosas para a incorporacéo de nitrogénio atmosférico e a integracao dos sistemas
de producao de grdos com a pecudria podem ser op¢des complementares a anterior (Spain,
1990; Barcellos et al., 2000b; Vilela, 2004).

A utilizacdo de leguminosas, em pastagens, aléem da incorporacgéo de nitrogénio
no solo, também contribui para melhorar a qualidade da dieta animal, ja& que possuem
maior teor protéico do que as gramineas. Leguminosas sdo amplamente empregadas em
pastagens de regides de clima temperado, entretanto, em areas tropicais, essa pratica ainda
¢ pouco difundida. A utilizacdo incipiente de leguminosas nos sistemas produtivos
tropicais ndo reflete, porém, a grande diversidade biologica disponivel e avaliada nas
instituicoes de pesquisa (Spain, 1988).

A flora brasileira é extremamente rica em leguminosas e o Brasil é, inclusive,
centro de origem de diversas espécies que poderiam ser usadas no estabelecimento de
pastagens. Dentre estas leguminosas nativas, destaca-se o género Stylosanthes (Edye et al.,
1984; Karia & Andrade, 1996), que possui varias espécies amplamente distribuidas pelo
continente americano (Costa, 2006).

Em avaliacbes agrondmicas realizadas na regido do Cerrado, as espécies S.

capitata (Vogel), S. macrocephala (Ferreira & Sousa Costa) e, principalmente, S.
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guianensis [(Aubl.) Sw.] demonstraram ampla adaptacéo e valor forrageiro. Essas espécies
também possuem grande potencial de utilizacdo em outros sistemas agricolas, como em
adubacdo verde, planta de cobertura das entrelinhas em culturas perenes e de protecéo do
solo, bem como para recuperacao de areas degradadas (Cameron & Chakraborty, 2004). A
espécie S. guianensis é preferencialmente autdgama (Miles, 1985), possui genotipos que se
destacam pela tolerdncia a seca e pela producdo de forragem, além de apresentar alta
diversidade fenotipica (Andrade et al., 2004; Karia et al., 2002).

O Banco de Germoplasma da Embrapa possui mais de mil acessos registrados
de S. guianensis. Entretanto, muitos desses acessos provavelmente sejam duplicatas, o que
ocorre com relativa freqiiéncia na maioria dos bancos de germoplasma do mundo (Peeters
& Williams, 1984). Apesar do grande nimero de acessos disponiveis, das seis cultivares
langadas, desde o inicio da década de 1930, somente a cultivar Mineirdo tem sido
comercializada no Brasil (Karia et al., no prelo).

A baixa utilizacdo dos acessos armazenados ex situ, nos bancos de
germoplasma, ¢ um problema mundial, que acomete todas as espécies vegetais. As
principais causas do problema sdo discutidas por Peeters & Williams (1984); van Sloten
(1987) e Humphreys (2003). Segundo Frankel (1989), a eficiéncia dos bancos de
germoplasma depende da forca dos programas de melhoramento genético. Nesse sentido,
os trabalhos de caracterizacdo, avaliagdo, multiplicacdo, conservacdo e manutencdo de
banco de dados sdo essenciais (Frankel, 1984), ndo somente para estimular a utilizacéo
desses acessos, mas também para orientar a tomada de decisdes que otimizem as
dispendiosas atividades em um banco de germoplasma (Sackville Hamilton et al., 2002).

A abordagem multivariada para as analises dos dados obtidos nas avaliactes de
colecbes de germoplasma é a mais adequada, uma vez que sdo mensurados varios
caracteres em uma mesma unidade amostral. Os métodos mais utilizados sdo as medidas de
distancias, analises por componentes principais, analise por variaveis canonicas, analise de
correspondéncia e os métodos de agrupamento (Moreira et al., 1994; Cruz et al., 2004).

O objetivo deste trabalho foi caracterizar os acessos de S. guianensis existentes
na Embrapa Cerrados e na Colecdo de Base da Embrapa, utilizando-se caracteres
morfoagrondmicos; e, a partir disso, verificar a variabilidade fenotipica presente na
colecdo; estabelecer grupos de acessos com caracteristicas morfoagronémicas semelhantes;
indicar grupos de acessos com maior potencial agronémico; e identificar possiveis

duplicatas entre 0s acessos.
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3.2 MATERIAL E METODOS

Utilizando-se dados de passaporte dos registros de aproximadamente 1.200
acessos de S. guianensis, provenientes do Banco Ativo de Germoplasma de Forrageiras da
Embrapa Cerrados e da Colecdo de Base da Embrapa, foram identificadas varias duplicatas
e, considerando-se também a disponibilidade e qualidade das sementes, foi possivel
selecionar 535 acessos, que constituem o material experimental desta pesquisa.

Os acessos foram estabelecidos nos anos de 2003 e 2006, na &rea experimental
da Embrapa Cerrados, em Planaltina, Distrito Federal (15°36°05’° de latitude sul,
47°42°32°° de longitude oeste, a 990 m de altitude). As sementes foram escarificadas
mecanicamente, utilizando-se lixa d” &gua n°180 e colocadas em caixas do tipo Gerbox, de
acrilico transparente, forradas com duas folhas de papel de filtro, para germinarem. Antes
de receberem as sementes, as caixas foram lavadas com agua e sabdo e mergulhadas em
solucgéo de hipoclorito de sodio. Apds a germinacdo das sementes, quando 0 comprimento
total das plantulas atingiu aproximadamente 2,0 cm, foram transplantadas em bandejas
para mudas, perfuradas com 72 células (6 x 12) e mantidas em casa de vegetacdo. Todos
esses procedimentos foram realizados para garantir a sobrevivéncia das plantas e evitar a
perda de acessos. 1sso porque, para alguns deles, a quantidade de sementes era muito
pequena e parte destas sementes estavam armazenadas desde o final da década de 1970,
sem refrigeracdo ou controle de umidade, gerando dividas quanto a sua qualidade.

Apos, aproximadamente, setenta dias em casa de vegetacdo, as plantas foram
transplantadas para o campo, em area de Latossolo Vermelho Escuro, com fertilidade
corrigida. Para a amostragem e correcdo quimica do solo, a area experimental foi dividida
em oito subéareas (talhdes), tomando-se, em cada uma, vinte subamostras de solo, a
profundidade de 0-20 cm, para compor uma amostra. De acordo com os resultados da
analise quimica de cada talhdo, foi feita a aplicacdo de calcario dolomitico, para se atingir
uma saturacdo por bases de 35%, e, também, a adubacdo de correcdo do solo, com
potassio, fosforo e micronutrientes, de acordo com as recomendacfes descritas por Sousa
et al. (2001).

Nos dois plantios, cada parcela correspondeu a uma Unica linha de plantas, com
sete e cinco plantas, respectivamente, em 2003 e 2006, espacadas de 0,7 m entre si. A
distancia entre parcelas adjacentes foi de 1,5 m. Apenas durante o primeiro ano, as plantas

foram mantidas em condicdes irrigadas, para garantir o seu estabelecimento.
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De acordo com o histdrico de uso da area e da fertilidade inicial do solo, a area
foi dividida em quatro blocos de diferentes tamanhos. Em cada bloco, foram alocados
aleatoriamente quatro tratamentos comuns, a saber: as cultivares Bandeirante (CPAC 135)
e Mineirdo (CPAC 1230), e os acessos CPAC 1371 e CPAC 4144, representando,
respectivamente, as variedades botanicas pauciflora, guianensis, microcephala e
canescens. Os demais tratamentos (acessos sob avaliacdo) foram alocados, por sorteio, as
parcelas remanescentes dos quatro blocos, porém sem repeticdo, caracterizando um
delineamento experimental de blocos incompletos, mais especificamente conhecido como
blocos aumentados (Federer, 1956; Duarte, 2000). No plantio de 2003 foram avaliados 501
acessos e, no de 2006, foram adicionados mais 34 acessos, totalizando 535 acessos
avaliados. O plantio de 2006 foi feito em area adjacente aquela do plantio de 2003, com as
mesmas recomendacdes de correcao e adubacgéo do solo.

No plantio de 2003, entre 100 e 120 dias apds serem levadas ao campo, todas as
plantas foram avaliadas quanto a sua altura (ALT), comprimento do eixo central (EIXO),
comprimento da primeira ramificagdo priméaria (CR), todas medidas em centimetros, e
namero de ramos primarios inseridos nos primeiros dez centimetros do eixo central (NR).
No plantio de 2006, ainda em casa de vegetacdo, entre 60 e 70 dias apds o plantio nas
bandejas, foram feitas medicdes do comprimento e largura do foliolo central (CFCL1 e
LFC1, respectivamente) e do comprimento e largura do foliolo lateral direito (CFL1 e
LFL1, respectivamente), todos tomados em milimetros. No campo, foram realizadas as
mesmas avaliacfes do plantio de 2003, acrescentando-se as medi¢Ges do maior diametro
das plantas (DP), em centimetros, todas entre 100 a 120 dias ap6s o plantio. Também
foram repetidas, no campo, as medi¢cGes do comprimento e largura dos foliolos central e
lateral direito (CFC, LFC, CFL e LFL).

A avaliacdo da fenologia do florescimento foi realizada, em nivel de parcelas,
visitando-as quinzenalmente, no periodo da manhd, entre 13/abr./2007 e 25/jul./2007.
Foram observados o inicio do florescimento (IF), definido como o momento em que todas
as plantas apresentavam, pelo menos, dez flores; e o pleno florescimento (PF), momento
em que todas as plantas apresentavam mais de cem flores. Apds 25/jul./2007, as parcelas
continuaram sendo observadas, porém com menor frequéncia. Nessa avaliacdo, atribuiu-se
o valor um as parcelas em que IF ou PF ocorreram antes do més de abril; valor dois,

aquelas com florescimento na primeira quinzena de abril; e assim por diante, até o valor
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dez para parcelas que floresceram apds a segunda quinzena de julho; e, ainda, o valor onze
as parcelas cujas plantas ndo floresceram no primeiro ano de avaliag&o.

Apo6s a colheita e limpeza das sementes, foi obtido o peso de cem sementes
(PCS), em gramas, com quatro repeticdes, utilizando-se as sementes com a casca
(lomento), em balanca de preciséo.

Foram, ainda, derivadas outras sete varidveis: a relacdo entre o comprimento e
a largura do foliolo central, em casa de vegetacdo e no campo (RCLC1 e RCLC); a relacao
entre o comprimento e a largura do foliolo lateral direito, em casa de vegetacdo e no campo
(RCLL1 e RCLL); a relagéo entre o diametro e a altura da planta (RDA); a relacdo entre o
comprimento do primeiro ramo e o comprimento do eixo central (RRA); e, por fim, o
intervalo entre o inicio e o pleno florescimento (INT). Assim, os descritores avaliados
totalizaram 23 variaveis.

Para a analise estatistica dos dados, primeiramente, foram obtidas as médias
ajustadas dos acessos, para cada variavel, considerando o delineamento experimental e 0s
dois anos avaliacdo. Assim, essas médias foram estimadas por quadrados minimos,
mediante o ajuste de um modelo misto de analise conjunta de variancia, em que se admitiu
efeito fixo para os acessos e efeitos aleatorios para ano, bloco dentro de anos e interagdo
acesso X ano. Ademais, assumiram-se erros experimentais independentes, homocedasticos
e normalmente distribuidos. Na estimacdo dos componentes de variancia do modelo,
utilizou-se 0 método da maxima verossimilhanca restrita (REML). Naturalmente, quando a
variavel foi mensurada em apenas um ano, o ajuste das medias levou em conta apenas o
efeito de blocos. A obtencdo destas medias foi computacionalmente implementada
utilizando-se o procedimento PROC MIXED do SAS - Statistical Analysis System (SAS
Institute Inc., 2008) e, mais especificamente, o seu comando LSMEANS.

Para avaliar a divergéncia genética entre os acessos e classificad-los em grupos
de similaridade, foram utilizadas técnicas multivariadas, como a analise por componentes
principais e o0 método de agrupamento hierarquico aglomerativo de Ward. Na anélise de
componentes principais, utilizou-se a matriz de correlagdes, com dados centrados e
reduzidos (Jolliffe, 2004). Apds uma primeira analise, com base no método de Jolliffe
(1973) modificado por Cury (1993), na matriz de correlacbes e na importancia relativa do
carater para a analise do potencial agronémico dos acessos, foram descartadas as variaveis
que ndo contribuiram substancialmente para a diferenciacdo entre eles. No método de

Jolliffe (1973) modificado por Cury (1993), a cada descarte, é realizada uma nova analise
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com os caracteres remanescentes, sendo obtidos, assim, novos autovalores. O
procedimento € repetido até que restem apenas 0S componentes principais cujos
autovalores acumularam de 70% a 80% da variagao total.

A anélise de agrupamento pelo método de Ward foi realizada para a formacéo
dos grupos de acessos. Para a visualizacdo do processo aglomerativo foi construido um
dendrograma com os valores da estatistica correlacdo semiparcial ao quadrado e 0s
respectivos nos de cada passo do algoritmo. Esta estatistica corresponde a proporcao da
soma de quadrados entre os grupos que se uniram para a formagdo de um novo
agrupamento, em relagio a soma total dos quadrados médios. E a medida mais adequada
para a construcdo de dendrogramas, quando o método de agrupamento utilizado for o de
Ward (SAS Institute Inc., 2008). Para a definicdo do nimero de grupos a ser adotado —
corte no dendrograma (decisdo do momento de parada do algoritmo de aglomeracdo),
foram utilizadas as estatisticas Pseudo F (PSF), Pseudo T2 (PST2) ou Je(2)/Je(1), CCC
(cubic clustering criterion) (Sarle, 1983) e a correlagcdo semiparcial ao quadrado (SPRSQ)
(Mingoti, 2007). Os trés primeiros sdo explicitados por Milligan e Cooper (1985), por
Crossa e Franco (2004) e por Mingoti (2007). Apés a definicdo dos grupos, analises de
variancia (univariadas) foram realizadas para se avaliar os efeitos dos grupos sobre cada
variavel. Em seguida, foram feitas também as comparacGes entre as médias dos grupos,
para cada variavel, utilizando-se o teste de Tukey, em nivel de 5% de probabilidade. Essas
analises tiveram como objetivo facilitar a interpretacéo e a avaliacdo dos diferentes grupos,
quanto ao potencial agrondmico de cada um. Todas essas andlises foram tambem

executadas utilizando-se o aplicativo computacional SAS versdo 9.1.3.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Observando-se a matriz de correlagbes entre as 23 variaveis iniciais (Tabela
3.1), verifica-se que houve forte correlagao positiva (r > 0,95) entre as medidas de
comprimento dos foliolos central e lateral, bem como entre as medidas da largura dos
foliolos central e lateral, tanto para os dados tomados em condi¢fes de casa de vegetacao
(CFC1 e CFL1; LFC1 e LFL1) como no campo (CFC e CFL; LFC e LFL). Da mesma
forma, as relacBGes entre comprimento e largura dos foliolos central e lateral, em casa de
vegetacdo (RCLC1 e RCLL1) e no campo (RCLC e RCLL), também apresentaram-se

fortemente correlacionados (r > 0,85). Por outro lado, quando se comparam os dados dos



Tabela 3.1. Coeficientes de correlagdo fenotipica entre 23 caracteres morfoagrondmicos®, avaliados em 535 acessos de Stylosanthes guianensis,
em Planaltina-DF (15°36°05°’S, 47°42°32°”W ¢ 990 m de altitude), em 2003 e 2006.

Caracteres ALT EIXO NR CPR LFC CFC LFL CFL DP RCLC RCLL RDA RRE PCS CFC1 LFC1 CFL1 LFL1 RCLC1 RCLL1 IF PF

EIXO 038 - - - - - - - - - - - - ; ; ; ; ; ; - - -
NR 015 018 - - - - - - - - - - - - - - ; ; ; ; ; ;
CPR 041 081 -0,06 - - - - - - - - - - - - - - - - - ;
LFC 039 031 -005 033 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
CFC 057 038 -002 041 062 - - - - - - - - - - - - - - - - -
LFL 036 029 004 032 09 065 - - - - - - - - - - - - - - - -
CFL 056 035 -001 040 063 097 066 - - - - - - - - - - - - - - -
DP 040 060 004 074 045 056 047 055 - - - - - - - - - - - - - -

RCLC 0,14 o001 o011 002 -052 032 -042 0,26 0,07 - - - - - - - - - - - - -
RCLL 06 o001 -001 002 -055 025 -052 027 002 0,86 - - - - - - - - - - - -

RDA -0,70 -0,02 0,2 -0,06 -0,20 -0,25 -0,18 -0,27 0,08 -0,04 -0,06 - - - - - - - - - - -
RRE -0,04 -046 0,22 012 -0,02 -0,02 0,00 0,01 0,09 -001 0,01 -0,04 - - - - - - - - - -
PCS 019 o002 -015 -007 0411 1024 0412 023 005 008 010 -0,08 -0,13 - - - - - - - - -
CFC1 053 037 -024 03 032 053 029 051 036 014 019 -031 -011 0,26 - - - - - - - -
LFC1 034 026 -008 027 062 031 057 033 02 -040 -037 -0,27 -0,03 -0,18 0,48 - - - - - - -
CFL1 05 038 -022 037 033 053 030 051 036 013 018 -034 -009 025 098 0,49 - - - - - -
LFL1 033 028 -010 029 060 028 05 030 02 -041 -038 -027 -003 -0,18 048 09 0,49 - - - - -

RCLC1 -0,04 -0,10 -0,13 -0,15 -0,50 -0,06 -0,48 -0,09 -0,13 0,50 052 009 -008 039 009 -0,79 007 -0,73 - - - -
RCLL1 -0,03 -0,13 -0,09 -0,18 -0,49 -0,04 -0,47 -0,07 -0,15 0,551 052 007 -009 038 006 -075 006 -078 0,92 - - -

IF -0,28 -0,13 0,02 -0,12 -0,21 -0,09 -0,16 -0,09 0,05 0,14 012 032 003 018 -031 -05 -031 -05 041 0,43 - -
PF -0,20 -0,13 0,02 -0,14 -0,11 0,00 -0,07 0,00 010 0,14 0,10 027 000 024 -026 -05 -027 -055 045 0,47 0,89 -
INT 019 o001 o000 -003 022 020 0,21 0218 0210 -002 -005 -014 -005 0412 013 006 013 007 0,04 004 -033 014

T ALT: altura da planta; EIXO: comprimento do eixo; NR: nimero de ramos primarios inseridos nos primeiros dez centimetros do eixo central; CPR: comprimento da primeira
ramificacdo priméria; LFC: largura do foliolo central; CFC: comprimento do foliolo central; LFL: largura do foliolo lateral; CFL: comprimento do foliolo lateral; DP: diametro
da planta; RCLC: relagdo CFC/LFC; RCLL: CFL/LFL; RDA: relacdo DP/ALT; RRE: relagdo CPR/EIXO; PCS: peso de cem sementes; IF: inicio do florescimento; PF:
florescimento pleno; INT: intervalo entre o inicio e pleno florescimento; o nimero 1 nesses rotulos indica medidas tomadas em casa de vegetacao).
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foliolos tomados em casa de vegetacdo com os dados tomados no campo, essas correlacbes
foram relativamente baixas (entre 0,50 e 0,62), indicando que os tamanhos dos foliolos se
modificam nas diferentes condi¢Oes, e/ou, com a idade da planta. Os valores dessas
correlacdes obtidos em casa de vegetacdo, em geral, foram maiores do que os obtidos no
campo. Outras correlagcdes foram de magnitude elevada, como entre ALT e RDA (-0,70),
CPR e EIXO (0,81), DP e CPR (0,74), RCLC1 e LFC1 (-0,79), e entre PF e IF (0,89),
embora algumas delas sejam decorrentes do préprio fato de uma variavel ser funcéo linear
da outra.

Utilizando-se o método proposto por Jolliffe (1973) modificado por Cury
(1993) e, tambem, observando-se os dados da matriz de correlagGes e considerando-se a
importancia do carater para os objetivos do trabalho, das 23 variaveis iniciais, foram
descartadas LFL1, LFL, RCLL1, RCLL, CFL1 e LFL1. Essas exclusdes indicam que
nenhuma medida do foliolo lateral contribui substancialmente para a discriminacdo dos
acessos, de modo que ndo necessitam ser tomadas, o que facilita o processo de avaliacao.
Tomando-se como base a contribuicdo da variavel para o ultimo componente principal, a
variavel IF também deveria ser descartada, porém, dada a sua importancia agronémica e a
necessidade de sua avaliacdo para se estimar o intervalo entre o inicio e o pleno
florescimento (INT), este descritor foi mantido. A analise do décimo sétimo e décimo
sexto componentes principais indicou, ainda, o descarte dos descritores comprimento do
eixo (EIXO) e comprimento da primeira ramificacdo (CPR), respectivamente; contudo,
pelas mesmas razbes da variavel IF, estas também foram mantidas. Assim, optou-se por
ndo mais descartar variaveis e considerar, para as analises, as dezessete restantes.

Na analise de componentes principais, 0 primeiro componente respondeu por
27,64% da variacdo total. Os dois, trés, quatro e cinco primeiros componentes
acumularam, respectivamente, 44,33%, 55,72%, 64,46% e 73,10% da variancia total.
Considerando-se 0s cinco primeiros componentes principais, as Vvariaveis gque mais
contribuiram para a representacdo dos acessos foram, em ordem decrescente: comprimento
do eixo (EIXO), comprimento da primeira ramificacdo primaria (CPR), florescimento
pleno (PF), inicio do florescimento (IF), didmetro da planta (DP), largura do foliolo central
(LFC), relacdo entre comprimento e largura do foliolo central em casa de vegetacao
(RCLC1), altura da planta (ALT), relacdo entre comprimento e largura do foliolo central
no campo (RCLC), comprimento do foliolo central (CFC), largura do foliolo central em

casa de vegetacdo (LFC1), comprimento do foliolo central em casa de vegetagdo (CFC1),
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relacdo entre didmetro e altura da planta (RDA), peso de cem sementes (PCS), relagéo
entre os comprimentos da primeira ramificagdo primaria e do eixo (RRE), numero de
ramos primarios inseridos nos primeiros dez centimetros do eixo central (NR) e intervalo
entre o inicio e pleno florescimento (INT).

Pela representagcdo grafica dos vetores das varidveis, em relagdo aos dois
primeiros componentes principais (Figura 3.1), no chamado circulo de correlagbes (com
variancia maxima igual a 1,0), observa-se que ndo houve variavel altamente correlacionada
com quaisquer destes dois componentes. Os maiores valores para a soma das correlagdes
ao quadrado (R?), em relacio aos dois primeiros componentes principais, foram 0,22 para
RCLC1 e 0,21 para LFC1. Isso significa que todas as variaveis foram importantes para a
representacdo da dispersdo dos acessos, em relagcdo a estes dois componentes, sendo que
INT, NR e RRE tiveram, relativamente, menor importancia. Nota-se, também, que o0s
caracteres relacionados ao porte da planta (ALT, DP, EIXO, CPR, CFC e CFCL1) estdo
correlacionados entre si, se concentrando no quadrante superior direito do grafico. As
variaveis relacionadas ao tempo para o florescimento (IF e PF), no quadrante superior
esquerdo, também estdo correlacionadas entre si, mas mostram-se relativamente
independentes das variaveis anteriormente identificadas.

Em relacdo a dispersdo dos acessos (Figura 3.1), nota-se que, em relacdo aos
dois primeiros componentes principais, ndo houve clara estruturacéo de grupos. Entretanto,
cabe ressaltar que estes componentes representam apenas 55,72% da variancia total,
implicando, portanto, 44,28% de distor¢cdo neste nivel de representacdo. Observa-se que,
do lado esquerdo do grafico, ha uma maior concentracao de acessos proximos ao primeiro
componente. Considerando-se simultaneamente o circulo de correlacdo das variaveis,
conforme recomendado por Jolliffe (2004), pode-se inferir que estes acessos sdo,
provavelmente, mais tardios e de menor porte; sobretudo os mais afastados da origem dos
eixos. De modo analogo, do lado direito do grafico, os acessos pertencentes ao quadrante
superior devem ser de maior porte e com foliolos mais largos do que os anteriores,
principalmente os mais afastados em relacdo a origem. Ademais, nota-se que ha um
equilibrio entre o nimero de acessos em ambos 0s lados do gréafico, 270 do lado esquerdo e
265 do lado direito, porém do lado direito os acessos estdo mais dispersos, indicando maior

variabilidade entre eles.
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Figura 3.1. Dispersdo grafica de 535 acessos de Stylosanthes guianensis, em relacdo aos dois primeiros componentes principais (CP1 e CP2),
distribuidos em 13 grupos de similaridade, estabelecidos pelo método de agrupamento de Ward, e circulo de correlagdes das 17 variaveis

utilizadas na andlise de componentes principais (ALT: altura; EIXO: comprimento do eixo; NR: nimero de ramos primarios; CPR: comprimento
do primeiro ramo; LFC e CFC: largura e comprimento do foliolo central; LFL e CFL: largura e comprimento do foliolo lateral; DP: didametro da planta;
RCLC: CFC/LFC; RCLL: CFL/LFL; RDA: DP/ALT; RRE: CPR/EIXO; PCS: peso de cem sementes; IF: inicio do florescimento; PF: florescimento
pleno; INT: intervalo entre o inicio e pleno florescimento; o nimero 1 nesses rétulos indica medidas tomadas em casa de vegetacdo).
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Os acessos usados como testemunhas (Bandeirante, Mineirdo, CPAC 1371 e
CPAC 4144), identificados na Figura 3.1, representaram bem a variabilidade dos acessos,
distribuindo-se na nuvem de dispersdo dos acessos, sobretudo ao longo do primeiro eixo
principal, tal como os demais acessos, de maneira geral. Considerando-se que esses
acessos sao, reconhecidamente, bastante distintos fenotipicamente entre si, em relacdo as
variaveis vinculadas ao tamanho da planta, que se mostraram mais associadas com o
primeiro componente, pode-se concluir que a variabilidade existente na cole¢do €é bastante
grande. Isso porque existem varios acessos representados em regibes periféricas da
dispersdo, em quaisquer direcbes, muito além da amplitude expressa pelos acessos
testemunhas.

Além disso, observa-se que a cultivar Mineirdo, atual referéncia de producédo
de forragem em Stylosanthes, esta representada em uma posi¢do intermediaria no
quadrante superior direito, tal como as variaveis ALT, DP, EIXO, CPR, CFC e CFC1.
Nota-se, entretanto, que existem acessos em posic¢des inclusive mais afastadas da origem,
nessa mesma direcdo, e que compartilham caracteristicas semelhantes. Por isso, tais
acessos devem ser mais bem estudados para caracteristicas de producdo de forragem, pois,
provavelmente, possuem maior porte do que a cultivar Mineiréo.

Nos resultados obtidos por Karia et al. (2002), que avaliaram 62 acessos de S.
guianensis para doze caracteres morfoagronémicos, sendo onze comuns ao presente
trabalho, também em Planaltina-DF, a cultivar Mineirdo ficou totalmente isolada na
representacdo grafica da dispersdo dos acessos nos dois primeiros componentes principais;
e a cultivar Bandeirante também se posicionou na periferia da nuvem de pontos. Assim, 0S
resultados obtidos no presente trabalho indicam, portanto, maior variabilidade fenotipica
da atual colecdo em estudo.

A andlise de agrupamento pelo método de Ward associada aos critérios de
definicdo do nimero de grupos, as estatisticas CCC, Pseudo T? e a observacdo da
estabilizacdo da correlacdo semiparcial ao quadrado (SPRSQ) (Figura 3.2), indicaram a
presenca de cerca de treze grupos de acessos. A estatistica Pseudo F apresentou um pico
com dois grupos e depois uma diminuicdo gradual do seu valor, com 0 aumento do nimero
de grupos, ndo indicando, portanto, uma estrutura natural de particdo dos acessos. Assim,
apenas 0s outros trés critérios foram efetivamente utilizados nessa definicao.

Examinando-se os valores de SPRSQ, nota-se que existem pontos de

estabilizacdo em 14, 9, 5 e 2 grupos (no método aglomerativo, recomenda-se caminhar no
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Figura 3.2. Representacédo grafica dos valores de CCC (cubic clustering criterion), Pseudo
T2 e da correlacio semiparcial ao quadrado (SPRSQ), em relacio aos passos do
algoritmo de agrupamento pelo método de Ward, aplicado a uma colecéo de
535 acessos de Stylosanthes guianensis.

gréfico, da esquerda para a direita), indicando maior distanciamento relativo para a juncao
de dois grupos, o que pode denotar alguma estruturacio. Pelos valores de Pseudo T?, nota-
se gue os maiores saltos ocorrem nos pontos correspondentes a 12, 10, 5, 4, 3 e 2 grupos,
indicando que o0s possiveis momentos de parada do algoritmo estdo nos passos anteriores,
ou seja, 13, 11, 6, 5, 4 e 3. Por fim, considerando a estatistica CCC, constata-se que, com
13 grupos, o seu valor atinge 2,98, praticamente trés, valor considerado adequado (Searle,

1983). Nota-se, também, que a inclinacdo da reta entre treze e doze grupos é ligeiramente
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maior do que nos demais passos em que o valor de CCC é positivo, indicando que o
algoritmo deve parar no passo anterior, ou seja, também em treze grupos. Observa-se ainda
que o valor de CCC cresce continuamente com o aumento do nimero de cluster,
demonstrando que a distribuicdo dos acessos em grupos é muito fracionada (Searle, 1983).

Observando-se o dendrograma obtido pela analise de agrupamento (Figura
3.3), mesmo com a constatacdo do fracionamento dos acessos em varios grupos, foi

possivel verificar que a particdo em treze grupos € bastante razoavel.
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Figura 3.3. Dendrograma do agrupamento de 535 acessos de Stylosanthes guianensis, pelo
método de Ward, utilizando-se 17 caracteres morfoagrondmicos, em relacdo a
correlacdo semiparcial ao quadrado (SPRSQ). A reta vertical representa o
momento de parada do algoritmo para a formacao de treze grupos de acessos.

Nota-se que 0s acessos participantes das primeiras juncdes sdo extremamente
semelhantes entre si, podendo indicar possiveis duplicatas. Assim, decidiu-se que 0s
acessos reunidos nos primeiros passos do algoritmo de agrupamento, cujos valores de
SPRSQ foram inferiores a 0,0002 (Tabela 3.2), devem ser investigados nesse sentido,

inicialmente por minuciosa verificacdo dos dados de passaporte.
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Tabela 3.2. Histérico dos 58 primeiros passos do agrupamento de 535 acessos,
identificados pelo n® CPAC, de Stylosanthes guianensis, pelo método de
Ward, e os valores da correlagdo semiparcial ao quadrado (SPRSQ) e da
correlacdo ao quadrado (RSQ) para cada passo.

N° de Juncdo entre acessos ou grupos*

Grupos CPAC/Grupo CPAC/Grupo SPRSQ RSQ
534 1354 1381 0.0000 1.000
533 4263 4267 0,0000 1,000
532 5439 5467 0,0001 1,000
531 2730 5398 0,0001 1,000
530 5411 5412 0,0001 1,000
529 1125 1134 0,0001 1,000
528 1380 2748 0,0001 1,000
527 1365 1619 0,0001 1,000
526 5485 5596 0,0001 0,999
525 4334 4337 0,0001 0,999
524 5487 5493 0,0001 0,999
523 NG533 4265 0,0001 0,999
522 1152 5604 0,0001 0,999
521 5218 5235 0,0001 0,999
520 5462 5466 0.0001 0,999
519 4157 4232 0.0001 0,999
518 5440 5441 0.0001 0,999
517 4327 4328 0.0001 0,999
516 NG528 2750 0,0001 0,998
515 5470 5475 0,0001 0,998
514 5489 5403 0.0001 0,998
513 4171 5418 0,0001 0,998
512 4300 4301 0.0001 0,998
511 2735 5381 0,0001 0,998
510 5442 5449 0,0001 0,998
509 1128 1129 0.0001 0,998
508 665 2741 0.0001 0,998
507 2205 2762 0.0001 0,997
506 4176 4268 0,0001 0,997
505 5520 5521 0.0001 0,997
504 5500 5501 0.0001 0,997
503 5482 5483 0.0001 0,997
502 2732 5400 0,0001 0,997
501 5272 5576 0.0001 0.997
500 1154 2769 0.0001 0.997
499 5391 5392 0.0001 0.996
498 4187 4293 0.0001 0.996
497 5443 5446 0,0001 0,996
496 2774 5571 0.0001 0.996
495 NG497 5453 0.0001 0.996
494 NG534 2204 0.0001 0.996
493 1116 2724 0.0001 0.996
492 1353 5544 0,0001 0,995
491 4233 5224 0.0001 0.995
490 5451 5551 0.0001 0.995
489 464 4329 0.0001 0.995
488 684 NG529 0.0001 0.995
487 4241 4299 0,0001 0,995
486 2703 2749 0.0001 0.995
485 2768 5543 0.0001 0.994
484 2736 5589 0,0001 0,994
483 2764 4287 0,0001 0,994
482 4172 4319 0,0001 0,994
481 5388 5407 0,0001 0,994
480 5454 5458 0,0001 0,994
479 5495 5594 0,0001 0,994
478 5435 5498 0,0001 0,993
477 5377 5410 0,0001 0,993

* Valores em negrito indicam acessos em que os dados de passaporte ndo estdo disponiveis.
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Observa-se, entretanto, que nas 58 primeiras fusGes consideradas, dezesseis
acessos ndo possuem dados de passaporte; assim, a utilizacdo de técnicas de biologia
molecular podera ser necessaria para a confirmacdo ou ndo da duplicidade. Mesmo nos
casos em que os dados de passaporte estdo disponiveis, essas técnicas poderdo ser muito
Uteis para se confirmar o grau de similaridade entre os acessos (Ferreira & Grattapaglia,
1996; Souza, 2001; Ferreira et al., 2007)

Os acessos tomados como testemunhas, isto €, as cultivares Bandeirante e
Mineirdo, e CPAC 1371 e CPAC 4144 foram classificados, respectivamente, nos grupos 1,
10, 9 e 11. Isso confirma a relativa divergéncia entre estes acessos, ja comentada
anteriormente, também observada na dispersdo grafica dos acessos no primeiro plano da
analise de componentes principais (Figura 3.1).

Nas analises de variancia univariadas, verificou-se que houve efeito
significativo de grupos, em nivel de 1% de probabilidade, para todas a dezessete variaveis
consideradas (Tabela 3.3). Esse resultado indica que a analise de agrupamento, uma
técnica multivariada, foi capaz de discriminar os acessos em grupos de dissimilaridade, que
ratificam as suas divergéncias mesmo quando as variaveis sdo analisadas de forma
independente. Isso valoriza também a escolha e o descarte de variaveis feitos neste estudo,
que implicaram em manter descritores importantes para a discriminacdo dos acessos
avaliados. As médias dos grupos formados, bem como o resultado do teste de Tukey,
comparando estas médias entre si, para cada variavel, em nivel de 5% de probabilidade,
sdo apresentadas na Tabela 3.4.

Inicialmente, vale destacar que o Grupo 1, que inclui a cultivar Bandeirante, foi
0 que apresentou acessos mais tardios, 0 que coincide com uma das principais
caracteristicas dessa cultivar, pertencente a variedade pauciflora, também conhecida como
“tipo tardio”. O grupo de outra testemunha, CPAC 1371, Grupo 9, tem como principais
caracteristicas o maior nimero de ramificacdes, embora muito curtas, e foliolos bastante
lanceolados, sobretudo em condicGes de campo. O Grupo 11, com 0 acesso testemunha
CPAC 4144, apresenta plantas com eixo e ramos curtos, de foliolos arredondados (tanto no
campo como em casa de vegetacdo), tardias e com maior intervalo entre o inicio e o pleno
florescimento (INT). Ja o Grupo 10, que retne a cultivar Mineirdo, como ja salientado,
caracteriza-se por plantas de maior porte e com foliolos maiores, em relacdo as outras

testemunhas.
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Considerando-se que a espécie S. guianensis pode ser utilizada em diversos
sistemas agricolas, e ndo somente como produtora de forragem para a alimentacdo animal,
e analisando-se as médias das variaveis nos grupos formados (Tabela 3.4), merecem
atencdo 0s acessos de cinco grupos potenciais (2, 3, 4, 7 e 10). O primeiro a ser ressaltado
é 0 Grupo 3, formado por 18 acessos, que se destaca pelo maior porte das plantas. Foi o
agrupamento que apresentou maior altura, comprimento do eixo, comprimento de ramos e
didmetro de planta. Acessos desse grupo também tém, em média, o inicio do florescimento
ocorrendo entre a segunda quinzena de maio e a primeira quinzena de junho, e o pleno
florescimento entre a segunda quinzena de junho e a primeira quinzena de julho, ou seja,
sdo plantas de ciclo tardio. Plantas desse grupo também apresentaram maior tamanho de
foliolos, em condi¢cdes de campo. Assim, sdo acessos que devem ter alto potencial para
producdo de forragem e também, por se manterem mais tempo em fase vegetativa, podem
ser potencialmente Uteis para a alimentacdo animal e adubacdo verde. Porém, baixas
producgdes de sementes poderdo ocorrer e, portanto, essa caracteristica deve ser muito bem

avaliada antes de uma indicacdo comercial.

Tabela 3.3. Resultados da andlise de variancia univariada, para as dezessete variaveis
morfoagrondmicas, comparando-se os treze grupos de similaridade formados
a partir de 535 acessos de Stylosanthes guianensis.

Variaveis’ Média CV (%) GL SQ Valor F Significancia
ALT 25,852 27,158 12 37237,620 62,950 x*
EIXO 72,349 17,885 12 89410,718 44,500 x*
NR 6,524 18,028 12 423,325 25,500 x*
CPR 88,192 14,708 12 110882,733 54,920 x*
LFC 6,321 16,740 12 916,244 68,180 x*
CFC 22,224 16,366 12 8426,135 53,080 x*
DP 131,274 16,256 12 326910,020 59,820 x*
RCLC 3,624 17,340 12 124,171 26,210 x*
RDA 5,915 32,469 12 2553,680 57,690 x*
RRE 1,240 12,528 12 5,259 18,160 x*
PCS 0,240 14,110 12 0,502 36,580 x*
CFC1 39,262 13,663 12 13801,089 39,970 x*
LFC1 7,080 19,533 12 2343,363 102,090 x*
RCLC1 6,052 18,154 12 1155,791 79,790 x*
IF 4,297 25,277 12 1481,863 104,660 x*
PF 6,217 17,935 12 1261,919 84,590 x*
INT 1,920 37,241 12 184,765 30,130 xx

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.

L ALT: altura; EIXO: comprimento do eixo; NR: nimero de ramos primérios; CPR: comprimento do primeiro ramo; LFC e
CFC: largura e comprimento do foliolo central; LFL e CFL: largura e comprimento do foliolo lateral; DP: diametro da planta;
RCLC: CFC/LFC; RCLL: CFL/LFL; RDA: DP/ALT; RRE: CPR/EIXO; PCS: peso de 100 sementes; IF: inicio do
florescimento; PF: florescimento pleno; INT: intervalo entre o inicio e pleno florescimento; o nimero 1 nesses rétulos indica
medidas tomadas em casa de vegetacao.



Tabela 3.4. Médias" de dezessete variaveis morfoagrondmicas em treze grupos de similaridade, formados a partir de anélise de agrupamento

pelo método de Ward, aplicada a uma colecdo de 535 acessos de Stylosanthes guianensis.

Variavel>  Grupol Grupo2 Grupo3 Grupo4 Grupo5 Grupo6 Grupo?7 Grupo8 Grupo9 Grupol0  Grupoll Grupol2 Grupol3 Média

ALT 30,31 ¢ 40,76 ab 39,15 b 4551 a 27,05 ¢ 17,14 ¢ 7,48 f 19,38 de 1791 ¢ 2651 ¢ 26,36 ¢ 28,39 ¢ 24,63 cd 25,85
EIXO 70,1 cde 853 b 1152 a 721 od 70,4 cd 59,2 f 65,5 def 78,6 hc 56,2 f 845 b 599 ef 849 b 64,5 def 72,3
NR 6,45 cd 6,29 cd 6,24 cde 5,10 f 5,32 ef 6,16 cde 6,47 cd 5,70 def 8,68 a 6,34 cd 7,44 b 7,05 bc 6,88 be 6,52
CPR 89,6 def 1156 b 1294 a 71,3 h 82,2 efg 747 gh 746 gh 92,0 cde 704 n 1013 ¢ 86,8 def 96,3 cd 80,8 fgh 88,2
LFC 549 e 6,71 «cd 9,39 a 6,36 d 7,02 bcd 5,06 ef 4,78 ef 5,08 ef 4,41 ¢ 8,54 a 761 b 742 bc 6,62 cd 6,32
CFC 21,59 cde 28,31 b 33,66 a 28,36 b 19,88 def 18,22 fg 16,68 g 19,00 efg 19,17 efg 27,66 b 22,98 ¢ 2291 ¢ 22,40 cd 22,22
DP 1398 ¢ 1651 b 209,9 a 1193 def 1126 ef 102,7 f 1148 ef 1292 cde 1112 f 1709 b 1463 ¢ 1355 cd 117,0 ef 131,3
RCLC 4,00 abc 4,23 abc 3,70 cd 449 a 2,85 f 3,63 cde 3,50 cde 3,75 bcd 4,46 a 3,26 def 3,15 ef 3,16 ef 3,46 de 3,62
RDA 481 ef 4,19 1y 583 cde 2,69 ¢ 4,45 ef 6,40 bcd 16,08 a 747 b 6,75 bc 7,04 bc 580 cde 5,05 def 4,97 def 5,92
RRE 1,29 bc 1,38 ab 1,15 de 0,99 f 1,19 cde 1,28 bc 1,14 e 1,18 cde 1,27 bed 1,21 cde 1,47 a 1,14 e 1,27 bed 1,24
PCS 0,25 cd 0,21 f 0,28 b 0,37 a 0,22 f 0,24 cde 0,24 cde 0,24 cdef 0,22 f 0,26 bc 0,22 f 0,23 def 0,24 cdef 0,24
CFC1 36,53 efg 47,48 ab 48,55 ab 51,29 a 4160 cd 34,42 gh 30,9 h 39,15 def 33,25 gh 44,97 bc 34,87 fgh 39,27 de 39,09 def 39,26
LFC1 511 e 8,78 b 8,47 bed 542 e 11,21 a 497 e 441 e 495 e 534 e 9,36 b 7,40 d 8,71 bc 7,60 cd 7,08
RCLC1 7,28 bc 554 ef 6,05 de 9,81 a 3,75 h 6,98 ¢ 7,10 ¢ 8,02 b 6,51 cd 492 fg 485 fg 4,64 ¢ 5,27 efg 6,05
IF 6,91 a 2,53 f 522 ¢ 385 de 1,56 ¢ 6,25 ab 6,47 a 517 ¢ 4,20 d 548 bc 4,26 d 3,10 ef 256 f 4,30
PF 8,11 a 4,45 ¢ 7,50 ab 7,20 bc 3,29 f 753 ab 7,76 ab 7,15 hc 6,42 ¢ 6,90 bc 7,41 ab 552 d 4,20 e 6,22
INT 1,20 f 1,93 bcde 2,28 be 3,35 a 1,73 cdef 1,28 f 1,29 f 1,98 bcde 2,22 bed 1,42 ef 3,15 a 242 b 1,65 def 1,92
N 44 40 18 20 48 68 17 54 45 31 34 62 54 535

! Médias seguidas de letras iguais, na mesma linha, ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey, em nivel de 5% de probabilidade.

2 ALT: altura (cm); EIXO: comprimento do eixo (cm); NR: nimero de ramos primarios; CPR: comprimento do primeiro ramo (cm); LFC e CFC: largura e comprimento
do foliolo central (mm); LFL e CFL: largura e comprimento do foliolo lateral (mm); DP: didmetro da planta (mm); RCLC: CFC/LFC; RCLL: CFL/LFL; RDA: DP/ALT;
RRE: CPR/EIXO; PCS: peso de 100 sementes (g); IF: inicio do florescimento; PF: florescimento pleno; INT: intervalo entre o inicio e pleno florescimento; o nimero 1
nesses rétulos indica medidas tomadas em casa de vegetacao.
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Outro grupo que deve ter seus acessos testados para os sistemas de producao
animal e de adubacgdo verde é o Grupo 2. Com 40 acessos, esse grupo caracterizou-se por
apresentar plantas de maior porte, porém mais precoces do que as do Grupo 3, pois tem
inicio do florescimento no més de abril e o pleno florescimento ocorre, em média, no més
de maio. Nota-se, entretanto, que o peso de cem sementes (PCS) nesse grupo de acessos é
0 mais baixo entre todos os grupos formados. Essa caracteristica pode estar correlacionada
com o vigor da planta na fase de estabelecimento, o que também requer atencdo especial
numa possivel indicagdo varietal.

O grupo que inclui a cultivar Mineirdo, Grupo 10, possui acessos com
caracteristica de porte da planta semelhantes aos dos dois grupos anteriores e devem ser
avaliados para 0s mesmos sistemas agricolas. Sdo plantas mais prostradas, com a relacdo
didmetro/altura (RDA) de 7,04, e com intervalo entre o inicio e o pleno florescimento
(INT) inferior a um més. O intervalo em que a planta permanece em florescimento esta
correlacionado com o sincronismo do florescimento (Souza, 1981), e longos periodos de
florescimento podem facilitar a hibridagcdo artificial no processo de melhoramento
genético. Porém, essa caracteristica ndo é desejavel em uma cultivar, pois como as
sementes sdo deiscentes nesta espécie vegetal, buscam-se materiais com maior
sincronismo, para se evitar perdas nas colheitas (Andrade, 2001).

Nota-se que 0s trés grupos discutidos (2, 3 e 10) mostram-se bastante proximos
entre si (Figuras 3.1 e 3.3), de modo que poderiam ser reunidos em um s6 grupo, se a
particdo fosse truncada em menos de seis grupos. Porém, nesse caso, as diferencas acerca
das caracteristicas do florescimento e do peso das sementes ndo seriam detectadas.

Os dezessete acessos reunidos no Grupo 7, alternativamente, poderiam ser
avaliados como plantas para cobertura verde, haja vista apresentarem-se bastante
prostradas, com a menor altura e a maior relacdo diametro/altura (RDA) dentre todos os
grupos. Séo plantas com foliolos menores e de pequeno didmetro. Em uma situacao de uso,
0 menor diametro poderia ser compensado com uma maior densidade de plantas.
Entretanto, esses acessos sdo tardios e devem ser mais bem avaliados quanto a producéao de
sementes. Por outro lado, apresentam maior sincronismo do florescimento, o que é
vantajoso do ponto de vista do desenvolvimento de cultivares.

Atualmente, ha tendéncia crescente de demanda por leguminosas forrageiras
que possam ser utilizadas em sistemas de integracdo lavoura-pecuaria, tendo em vista o

crescimento da adocdo dessa tecnologia pelos produtores (Vilela et al., 2003). Essa € uma
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situacdo nova para os melhoristas de plantas, pois, embora as plantas mais adequadas para
esse sistema devam ser boas produtoras de forragem, terem répido crescimento inicial e
ndo sofrerem com a competicdo da lavoura e/ou da graminea associada, a0 mesmo tempo,
ndo devem exercer competicdo significativa sobre a producdo da lavoura nem
representarem fontes de pragas e/ou doengas para a cultura acompanhante (Vilela et al.,
2003; Karia, 2007). Assim, plantas mais eretas, que suportem a competicdo por luz e com
maior peso de sementes, de modo a apresentar maior vigor de estabelecimento, talvez
possam ser utilizadas para esse tipo de sistema. Nesse aspecto, 0s acessos do Grupo 4
revelam potencial e poderiam ser testados, pois sdo plantas bastante eretas, com menor
relacdo didmetro/altura (RDA) e constituem o Unico grupo cujas plantas tém a primeira
ramificacdo primaria, em média, inferior ao comprimento do eixo (RRE igual a 0,99).
Também apresentam o maior peso médio de sementes e os foliolos mais lanceolados, tanto
em casa de vegetacdo como em condicdes de campo, RCLC1 e RLC de 9,81 e 4,49,
respectivamente.

Observa-se que essa descricdo fenotipica dos grupos coincide com a
representacdo grafica dos acessos e com o circulo de correlagdes dos vetores das variaveis,
tomados em relacdo aos dois primeiros componentes principais (Figura 3.1). Nesta
representacdo, 0s acessos dos Grupos 2, 3 e 10 estdo localizados no quadrante superior
direito, diretamente correlacionados com o maior porte de plantas. O Grupo 4,
representado na regido central superior, esta correlacionado com valores altos das variaveis
PCS e RCLC (relacionadas ao segundo componente principal) isto &, elevado peso médio
de sementes e formato lanceolado do foliolo. O Grupo 7, representado no extremo
esquerdo do gréfico, esta diretamente correlacionado com maior RDA e IF (relacionadas
ao primeiro componente principal), indicando plantas prostradas e com florescimento
tardio; porém, inversamente correlacionado com LFC e LFC1 (também associadas ao
primeiro componente principal), indicando plantas com menor largura do foliolo central.
Nota-se também, que o Grupo 5 € inversamente correlacionado com IF e PF, indicando ser
constituido de acessos precoces, o0 que é confirmado pelos resultados mostrados na Tabela
3.4. Esse grupo é o mais precoce entre todos, e possui baixo valor médio para o intervalo
entre o inicio e o pleno florescimento (INT). Isso pode ser interessante para 0 objetivo de
producdo de sementes.

Em sintese, considerando-se as caracteristicas fenotipicas dos cinco grupos

identificados como de maior potencial agrondmico, seria interessante, entdo, submeter os
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89 acessos, que compdem os Grupos 2, 3 e 10, a avaliagdes em sistemas de producéo de
forragem, adubacdo verde ou outro sistema em que a producdo de biomassa seja
importante. Os 17 acessos do Grupo 7, por sua vez, devem ser avaliados como plantas de
cobertura, nas entrelinhas das culturas perenes, taludes e bordas de rodovias, com o
objetivo de protecdo do solo. Por fim, os 20 acessos do Grupo 4 poderiam ser testados em
sistemas de integracdo lavoura-pecuéria.

E importante reiterar que os acessos destes cinco grupos, embora demonstrem
maiores chances de aproveitamento, devem ser submetidos aos testes agronémicos
especificos, sob bom controle ambiental, antes de qualquer indicacdo definitiva (Valls,
1988; Hidalgo, 2003). O presente trabalho, portanto, traz uma contribuicdo no sentido de
reduzir o nimero de acessos a serem avaliados nesses testes, a fim de se ganhar eficiéncia
e eficacia nessas avaliacdes, bem como estimular pesquisas adicionais com 0S acessos
remanescentes do banco de germoplasma. Assim, € possivel uma redugdo do nimero de
acessos a serem avaliados para uso potencial em sistemas agricolas, de 535 para 126 (89 +
17 + 20), o que representa uma economia consideravel, que pode ser revertida na melhoria
da eficiéncia e da eficacia das avaliagdes experimentais desses recursos genéticos.

Cabe ressaltar também que, com os resultados dessa caracterizacdo, outros
estudos podem ser realizados, utilizando-se outras ferramentas estatisticas e técnicas de
observacdo em nivel de DNA (Ferreira, 2007), para se explorar novos objetivos e garantir
maior acuracia na identificacdo dos grupos de similaridade dos acessos. Como exemplos,
podem ser citados: estabelecimento de novas cole¢6es de trabalho; agregacdo dos dados de
passaporte para indicar hot spots de variabilidade fenotipica (Barros, et al., 2005);
estimacdo de correlacbes entre distancias fenotipicas e geogréaficas (Telles et al., 2001);
agregacao de informacdes geograficas e ambientais dos locais de coleta, com a
identificacdo de fatores que mais contribuem para a variabilidade fenotipica observada,
fornecendo, inclusive, indicacdes de regides para novas coletas (Telles et al., 2001; Melo et
al., 2002); e agregacdo de outros dados, como os de caracterizacdo genético-molecular
(Ferreira et al., 2007), que poderiam ser Uteis, tanto para auferir confiabilidade adicional a
este estudo, como para o estabelecimento de uma robusta colecdo nuclear (Cordeiro &
Abadie, 2007).
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CONCLUSOES

A variabilidade fenotipica existente na colecdo é bastante ampla, considerando-se o
conhecimento sobre as testemunhas utilizadas e 0s acessos comuns estudados em

outras avaliagdes morfoagrondmicas.

Os primeiros passos do algoritmo de agrupamento pelo método de Ward
permitiram identificar que 53 conjuntos de acessos sdo muito similares
fenotipicamente, os quais devem ser investigados quanto a possibilidade de serem
geneticamente idénticos (duplicatas).

Cinco grupos, correspondendo a 126 acessos, tém potencial agrondémico para serem
utilizados em sistemas de producao de forragem e adubacgéo verde ou como planta
de cobertura ou em sistemas de integracdo lavoura-pecuéria, devendo ser avaliados

de forma mais detalhada, em experimentos especificos.

Existem, na colecdo, acessos com maior potencial agrondmico do que a cultivar
Mineirdo, atual paradigma de producdo de forragem em Stylosanthes, para a
utilizacdo na alimentag@o animal e na adubacéo verde e que devem ser selecionados

para avaliacdo agronémica mais detalhada.



4 VARIABILIDADE GENETICA DE ACESSOS DE Stylosanthes guianensis
UTILIZANDO MARCADORES MICROSSATELITES

RESUMO

A falta de informag&o é uma das principais causas do baixo nivel de utiliza¢do dos
recursos genéticos mantidos ex situ, nos bancos de germoplasma. A caracterizagéo e avaliagdo
das introducgdes sdo fundamentais para subsidiar decisdes sobre o manejo desses bancos e,
também, para selecionar materiais com potencial agrondmico, com vistas a sua utilizagao
direta ou em programas de melhoramento genético de plantas. O objetivo deste trabalho foi
caracterizar 437 acessos da leguminosa Stylosanthes guianensis, mantidos no banco de
germoplasma da Embrapa, utilizando marcadores microssatélites (SSR). Foram utilizados sete
primers, marcados com fluorescéncia. A deteccdo dos fragmentos de DNA gerados por PCR
foi feita por meio de eletroforese capilar, em um analisador automatico de fragmentos, modelo
ABI PRISM 3100 — Applied Biosystems. Realizou-se a extracdo do DNA usando-se um bulk
de tecidos de quatro plantas por acesso e as freqiiéncias dos alelos, em cada acesso, foram
estimadas pelas alturas relativas dos picos de fluorescéncia. Por meio das freqliéncias alélicas,
gerou-se uma matriz de dissimilaridade, utilizando-se a distancia genética de Rogers
modificada por Wrigth (1978). Essa matriz foi empregada para a analise de agrupamento dos
acessos, pelo método UPGMA, e para a analise de coordenadas principais. A matriz de
distancias genéticas também foi comparada com a matriz de distancias euclidianas, obtida a
partir de avaliagdo morfoagrondmica dos acessos, pelo teste Z de Mantel. A significAncia da
correlagdo foi estimada por 10 mil permutacdes aleatdrias. Os sete primers produziram 45
alelos (6,43 alelos/loco), dos quais quatro foram alelos privados a acessos especificos.
Detectaram-se 159 acessos com algum nivel de polimorfismo, indicando que nesses acessos
existem plantas heterozigoticas e, ou, que estes acessos sdo constituidos por misturas de
linhagens puras (espécie preferencialmente autdgama). Observou-se tendéncia dos acessos se
agruparem por variedades boténicas, tanto na analise pelo método UPGMA, quanto na anélise
de coordenadas principais, exceto para a variedade microcephala. Entre os acessos dessa
variedade botéanica, observou-se tendéncia de estruturagdo genética, que pode estar relacionada
com a sua adaptacgéo a solos de maior fertilidade. Foram identificados 58 conjuntos de acessos
geneticamente idénticos, os quais devem ser investigados com maior rigor quanto a
possibilidade de representarem duplicidades. A correlacdo entre as dissimilaridades genéticas e
morfoagrondémicas foram altamente significativas, porém, de baixa magnitude (r = 0,23; P <
0,0001), indicando que ambas as avaliagfes sdo importantes e devem ser realizadas para a
caracterizacdo de acessos da espécie. Considerando-se os acessos com potencial agronémico,
selecionados a partir da avaliacdo morfoagrondmica, identificaram-se acessos bastante
dissimilares geneticamente da cultivar Mineirdo, o atual padrdo comercial no Brasil. Esses
acessos devem ser avaliados agronomicamente, para compor possiveis cruzamentos com a
cultivar comercial, a fim de se atestar a existéncia de correlagcdes positivas entre a variancia de
progénies nos caracteres de interesse e a dissimilaridade genética. Caso a correlacdo exista, a
selecdo a priori de genitores pela divergéncia genética, estimada por marcadores SSR, podera
ser 6tima ferramenta a ser empregada no melhoramento genético da espécie, haja vista a
dificuldade do processo de hibridacdo artificial.

Palavras-chave: recursos genéticos, germoplasma, leguminosa tropical, forrageira.
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ABSTRACT

GENETIC VARIABILITY OF Stylosanthes guianensis ACCESSIONS
USING MICROSATELLITE MARKERS

The lack of basic information is one of the main reasons for the low utilization of
genetic resources maintained ex-situ in germplasm banks. Characterization and evaluation of
the genetic resources are critical to support decisions regarding the management of these
germplasm banks, and also to select materials with agronomic potential, that allows their direct
use or its incorporation into plant breeding programs. The goal of this research was to
characterize 437 germplasm accessions of the tropical legume Stylosanthes guianensis, stored
at germplasm bank of Embrapa, using SSR molecular markers. Seven primers, marked with
fluorescence were used, and the detection of the DNA fragments generated by PCR was
accomplished by a capillary electrophoresis, in an ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer —
Applied Biosystems. A bulk DNA sample, attained from four plants of each accession was
used in this process, and the allele frequency was estimated by the relative height of the
fluorescence peak. The allele frequencies were used to generate a matrix of dissimilarity, using
the genetic distance of Rogers modified by Wrigth (1978). This matrix was used to perform a
cluster analysis, using the UPGMA method, and a principal coordinates analysis (PCO). The
genetic distances matrix was also compared to the Euclidian distances matrix obtained from
the morpho-agronomic evaluation of the accessions, using Mantel’s test. The statistical
significance of the correlation was estimated in ten thousand random permutations. The seven
primers generated 45 alleles (6.43 allele/locus), of which four were private alleles in specific
accessions. Some level of polymorphism was detected within accessions in 159 samples,
indicating that in DNA pool of these accessions there are heterozygous plants, and/or, each
accession is a mixture of inbred lines (predominantly self-pollinated species). A tendency of
the botanical varieties accessions grouping together was observed, in both analysis (PCO and
UPGMA method), with the exception of microcephala botanical variety. It was observed a
tendency for genetic structuration among accessions of this botanical variety, which may be
related to its adaptation to the soils with better fertility. The UPGMA analysis identified 58
clusters with genetically identical accessions. Further investigation should be required to
confirm if such accessions are same identicals and, actually, represent duplications. The
correlation between the genetic and morpho-agronomic dissimilarities was highly significant,
however, it was of low magnitude (r = 0.23, P < 0.0001). This indicates that both evaluations
are important and should be performed to achieve a more complete genetic characterization of
the accessions of this species. Considering the germplasm accessions with agronomic potential,
selected based on the morpho-agronomic evaluation, several of them presented great genetic
dissimilarity to the cultivar Mineirao, a check commercial cultivar. These accessions should be
tested for agronomic traits, and crossed with the commercial cultivar to generate offspring, in
order, to certify the existence of positive correlations between variance of progenies in the
interesting traits and genetic dissimilarity. If this correlation exists, the selection of parents
based on the genetic divergence estimated by SSR markers can be used as an efficient tool to
be employed in the breeding programs of this species.

Key words: genetic resources, germplasm, tropical legume, forage.
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41 INTRODUCAO

Espécies de Stylosanthes sdo amplamente distribuidas pelo continente
americano, especialmente na regido do Cerrado brasileiro, centro de diversidade do género.
Das 49 espécies reconhecidas, 29 ocorrem no Brasil e destas, treze foram encontradas
somente em territdrio brasileiro (Costa, 2006). Essas leguminosas sdo bastante utilizadas
como alimento para animais, adubo verde e como planta de cobertura para a prote¢édo do
solo em culturas perenes, taludes e em bordas de rodovias, principalmente na Australia,
China, India, Indonésia, Filipinas, Malasia e Tailandia (Cameron & Chakraborty, 2004).

Na Ameérica Tropical o emprego de leguminosas nesses sistemas ainda é
incipiente, sobretudo na alimentacdo animal, considerando-se as grandes areas que Sao
ocupadas por pastagens e o tamanho do rebanho bovino no Brasil (Spain, 1988; Andrade et
al., 2004). Por outro lado, existem milhares de acessos de leguminosas tropicais
armazenados ex situ nos bancos de germoplasma brasileiros. Somente na Embrapa
Cerrados estdo registrados mais de cinco mil acessos de leguminosas tropicais com
potencial forrageiro, dos quais mais de 1.500 pertencem ao género Stylosanthes (Karia &
Andrade, 1996).

A espécie S. guianensis, dipldide e preferencialmente autogama (Stace, 1984),
estd dividida em quatro variedades boténicas: guianensis, pauciflora, canescens e
microcephala (Costa, 2006). Possui grande potencial de utilizacdo em sistemas agricolas,
pois apresenta gendtipos com elevada capacidade de producéo de forragem, tolerancia a
solos &cidos e de baixa fertilidade natural, tolerancia a seca, resisténcia a pragas e doengas,
alem de ser fixadora de nitrogénio, sem a necessidade de inoculacdo com estirpes
especificas de rizébio, nas condi¢bes da regido do Cerrado (Embrapa Cerrados, 1998;
Andrade et al., 2004).

De modo geral, 0s recursos genéticos armazenados ex situ sdo pouco utilizados
nos sistemas de producdo e no melhoramento genético de plantas. Um dos principais
motivos pelo uso incipiente desses recursos € a dificuldade de se obterem as informac6es
de interesse acerca dos acessos armazenados, seja por insuficiéncia dos dados de
passaporte ou pela falta de caracterizacdo em nivel morfoldgico, fisiolégico, agronémico,
ecoldégico ou genético-molecular (Peeters & Williams, 1984; van Sloten, 1987;
Humphreys, 2003).
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A caracterizacdo molecular € uma ferramenta bastante interessante para a
avaliagdo da diversidade genética de colegbes de germoplasma, pois os marcadores
moleculares podem ser obtidos em grande nimero, possuem baixo custo por informacao
obtida, apresentam comportamento mendeliano, sdo distribuidos por todo o genoma, sdo
neutros e ndo sofrem efeito ambiental (Ferreira et al., 2007). Apesar dessas vantagens, a
avaliacdo agrondmica € sempre necessaria para promover a utilizacdo dos recursos
armazenados, pois para 0 melhorista de plantas, a expressao fenotipica das caracteristicas
de interesse agronémico possui fundamental importancia (Idris & Saad, 2001; Nass, 2001;
Hidalgo, 2003).

A caracterizacdo genético-molecular, em conjunto com dados de outra
natureza, permite, ainda, avaliar e subsidiar a tomada de decisdes nos processos de coleta,
manutencdo, manejo e intercambio de acessos, em bancos de germoplasma, além de ajudar
os melhoristas na escolha de genitores a serem utilizados em programas de melhoramento
genético das espécies envolvidas (Ferreira & Grattapaglia, 1996; Souza, 2001; Ferreira et
al., 2007).

Dada a tendéncia de reducdo nos custos com reagentes e equipamentos, a
rapidez na obtencdo de resultados e o desenvolvimento de novas técnicas, os marcadores
moleculares sdo cada vez mais utilizados para caracterizacdo de colecbes de germoplasma,
mesmo para aquelas em que o nimero de acessos € grande (Ferreira et al., 2007). Em
forrageiras tropicais, esse tipo de marcador ja foi utilizado para caracterizar, por exemplo,
284 acessos da leguminosa americana Desmanthus spp., utilizando-se marcadores RAPD
(Pengelly & Liu, 2001); 467 acessos de milheto, utilizando-se microssatélites (Mariac et
al., 2006); 95 acessos de Paspalum notatum, utilizando-se ISSR (Cidade et al., 2008); 87
acessos de Stylosanthes macrocephala, utilizando-se RAPD (Barros et al., 2005); 35
acessos de S. guianensis, utilizando-se RAPD (Faleiro et al., 2004); e 42 acessos de S.
guianensis, utilizando-se marcadores AFLP (Jiang et al., 2005).

Os microssatélites sdo marcadores, em geral, co-dominantes, ou seja, todos 0s
alelos de um individuo heterozigoto sdo visualizados, além de serem multialélicos e
bastante estaveis. Apesar das vantagens desse tipo de marcador, o seu uso ainda é restrito a
poucas espécies, pois o desenvolvimento dos oligonucleotideos iniciadores (primers) é um
processo muito trabalhoso, caro, que exige pessoal especializado e equipamentos
sofisticados (Ferreira & Grattapaglia, 1996; Souza, 2001).
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Para S. guianensis estdo disponiveis dezoito sequéncias de primers,
desenvolvidos por Vander Stappen et al. (1999a). Esses oligonucleotideos foram gerados
utilizando-se 65 acessos de S. guianensis ssp. guianensis, identificados segundo a
classificagdo de Mohlenbrock (1958). De acordo com a classificacdo de Costa (2006), S.
guianensis ssp. guianensis envolve mais sete espécies, além de S. guianensis. Essas
espécies geraram polimorfismo com média de 3,7 alelos por loco, e onze dos marcadores
utilizados demonstraram conteldo de informacéo de polimorfismo (PIC) acima de 0,45.
Segundo Vander Stappen et al. (1999a), este € um valor considerado como muito bom para
a genotipagem de acessos em bancos de germoplasma.

Nesse contexto, o objetivo desta pesquisa foi caracterizar 0s acessos da colegéo
de S. guianensis da Embrapa, utilizando-se os marcadores microssatélites desenvolvidos
por Vander Stappen et al. (1999a), e, a partir disso, verificar a existéncia de estruturacdo
genética na colecdo, identificar possiveis duplicatas entre os acessos e verificar a existéncia

de correlacdes entre as diversidades morfolégica e molecular observadas.

4.2  MATERIAL E METODOS

Inicialmente, foram utilizados 480 acessos de S. guianensis, provenientes do
Banco Ativo de Germoplasma de Forrageiras da Embrapa Cerrados e da Colecdo de Base
da Embrapa. Os acessos avaliados foram coletados na Colémbia, Venezuela e, no Brasil,
nos Estados de Sao Paulo, Rio de Janeiro, Espirito Santo, Minas Gerais, Mato Grosso do
Sul, Mato Grosso, Goias, Distrito Federal, Tocantins, Bahia, Pernambuco, Alagoas,
Paraiba, Cear, Piaui, Maranhdo e Para.

As plantas foram estabelecidas no ano de 2006, em condicGes de casa de
vegetacdo, na area experimental da Embrapa Cerrados, em Planaltina, Distrito Federal
(15°36°05°" de latitude sul, 47°42°32°° de longitude oeste ¢ 990 m de altitude). As
sementes foram escarificadas mecanicamente, utilizando-se lixa d’agua n° 180, e colocadas
em caixas do tipo Gerbox, de acrilico transparente, forradas com duas folhas de papel de
filtro, para germinacdo. Antes de receberem as sementes, as caixas foram lavadas com
agua e sabdo, e mergulhadas em solucdo de hipoclorito de s6dio. Apos a germinacdo das
sementes, quando o comprimento total das plantulas atingiu aproximadamente 2,0 cm, foi

realizado o transplantio em bandejas para mudas, perfuradas com 72 células (6 x 12), que
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foram mantidas em casa de vegetacdo. Cada linha de seis plantas correspondia a um
acesso.

Apds, aproximadamente, setenta dias em casa de vegetagdo, amostras de
foliolos de quatro plantas do mesmo acesso foram obtidas para a extragdo de DNA. Quatro
foliolos de largura semelhante foram colhidos, um de cada planta amostrada, 0s quais
foram empilhados e, com o uso de uma tesoura, recortou-se, da regido central,
aproximadamente 0,5 cm de comprimento do tecido foliar. Essa mistura de tecidos das
plantas foi imediatamente colocada em microtubos do tipo eppendorf de 2 mL e mantidos
em gelo.

O método de extracdo de DNA utilizado foi o de CTAB simplificado, ajustado
para S. guianensis e outras espécies vegetais, conforme descrito por Bellon et al. (2007). O
tecido vegetal fresco foi macerado com o auxilio de uma barra de vidro e, em seguida,
foram adicionados, em cada amostra, 400 pL de tampdo constituido por Tris HCI 100 mM,
pH 8,0, CTAB 2%, EDTA 20mM e NaCl 1,4 M. As amostras foram colocadas em banho-
maria a 65°C, por vinte minutos. A desproteinizacdo foi feita adicionando-se 400 pL de
solucéo cloroformio:alcool isoamilico (24:1) e agitando-se até a formacao de uma emulséo.
Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 5.000 rpm por cinco minutos e,
aproximadamente, 200 pL do sobrenadante foi retirado e colocado em novo tubo
autoclavado (2 mL). No novo tubo, ao sobrenadante adicionaram-se 200 UL de isopropanol
gelado, agitando-se, em seguida, para promover a precipitacdo do DNA. Os tubos foram
centrifugados a 7.000 rpm por dez minutos e, entdo, foi descartado o sobrenadante. O
pellet formado apos a centrifugacdo foi lavado com 200 pL de etanol a 70%, e seco a
temperatura ambiente. Apos completamente seco, o pellet foi ressuspendido em 50 pL de
agua, contendo RNAse na concentracao de 40 pg/mL.

A quantidade de DNA foi estimada por espectrofotometria a 260 nm (Azso) € a
relacdo Azso/Azgo foi utilizada para avaliar a sua pureza (Sambrook et al., 1989). Bandas de
DNA, separadas por eletroforese em gel de agarose 1,0% (p/v) e coradas com brometo de
etideo, foram usadas como indicadoras da integridade do material extraido. O pool de
DNA de quatro plantas foi diluido para a concentracdo de 2,5 ng/uL e as amostras foram
levadas ao Laboratério de Genética e Gendmica de Plantas, do Instituto de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Goias, em Goiania, onde as analises moleculares

foram realizadas.
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Inicialmente, os 18 pares de primers desenvolvidos por Vander Stappen et al.
(1999a) foram testados para os ajustes nas reagdes de PCR (Polimerase Chain Reaction),
verificacdo de polimorfismo de alelos e possibilidade de se estabelecerem sistemas
multiplex. Para esses testes, foram utilizados DNA de 16 acessos, selecionados pela
divergéncia morfoldgica e pela maior distancia entre os locais de coleta. As reagdes iniciais
de amplificagdo foram feitas utilizando-se 10 ng de DNA, 0,25 mM de cada dNTP, 1,5
mM de MgCl,, 0,4 uM de cada primer (forward e reverse), 2,0 unidades de Taqg DNA
polimerase e 2,5 pL de tampdo 10 X (10 mM Tris-HCL, pH 8,3, 50 mM de KCI), para um
volume final de 25 pL. A reacdo de PCR consistiu em uma prévia desnaturacao por quatro
minutos a 94°C, seguida por trinta ciclos de 94°C por um minuto, 55°C por um minuto,
72°C por um minuto e um Ultimo passo, para extensdo, a 72°C por cinco minutos. A
verificacdo de polimorfismo e a qualidade da amplificacdo foi feita em gel de agarose a
2%, corado com brometo de etidio, submerso em tampédo TBE (Tris-Borato 90 mM, EDTA
1 mM) e visualizados sob luz ultravioleta. A confirmacdo do polimorfismo dos fragmentos
amplificados foi feita em gel desnaturante de poliacrilamida a 6% (p/v), em corrida com
1X TBE, corado com nitrato de prata. O tamanho dos alelos foi estimado por comparacgéo
com DNA ladder padréo de 50 pb (Gibco).

Os oligonucleotideos selecionados foram sintetizados novamente, porém, com
a sequiéncia forward marcada com fluorocromo especifico (6-FAM ou HEX), de forma a
possibilitar a montagem de painéis multiplex. As reacdes de amplificacdo, com o0s
marcadores fluorescentes, foram feitas em termociclador Applied Biosystems, modelo
GeneAmp PCR System 9700, para o volume final de 10 pL, contendo 5 ng de DNA, 0,25
mM de cada dNTP, 1,5 mM de MgCl,, 0,2 uM de cada primer (forward e reverse), 1,0
unidade de Taq DNA polimerase, e 1,0 pL de tampéo 10 X (10 mM Tris-HCL, pH 8,3, 50
mM de KCI) (Vander Stappen et al., 1998). A reacdo de PCR foi a mesma utilizada na fase
de testes, porém, com as temperaturas de anelamento otimizadas para cada sistema,
variando de 47°C a 51°C.

Em seguida, 3,0 uL do produto de PCR foi colocado em microplaca de 96
pocos, contendo 6,8 pL de formamida HiDi e 0,2 uL do marcador interno fluorescente
GeneScan 500 ROX Size Standard, ambos da Applied Biosystems, totalizando 10 uL por
poco. Apos trés minutos de agitacdo em vortex, essa mistura foi submetida a desnaturacao
por cinco minutos, a 95°C, seguida de resfriamento imediato em gelo, por trés minutos. A

eletroforese em capilar, para a detec¢do dos fragmentos SSR fluorescentes, foi realizada no
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analisador automatico de fragmentos ABI PRISM 3100 — Applied Biosystems, utilizando-
se um capilar de 36 cm de comprimento. O programa computacional GeneMapper foi
utilizado para a deteccdo automatica do tamanho dos fragmentos e da intensidade dos picos
de fluorescéncia. Conforme indicacdo do fabricante do GeneScan 500 ROX Size Standard,
0 marcador de tamanho 250 pares de base ndo foi considerado para as estimativas do
tamanho dos fragmentos amplificados.

Para cada loco foram estimados o nimero de alelos (A) e a heterozigosidade
esperada (He). Considerando-se que a heterozigosidade maxima possivel é funcdo do
namero médio de alelos por loco (A) e é dada por Hyax = 1 — (1/A), foram ainda estimadas
as heterozigosidades esperadas relativas as maximas possiveis (Herej).

As frequéncias alélicas dentro dos acessos foram estimadas pelas intensidades
relativas de fluorescéncia, medidas pelas alturas dos picos correspondentes, considerando-
se a intensidade como diretamente proporcional a frequéncia alélica no pool de DNA
(Daniels et al., 1998). Com os dados das freqiiéncias alélicas, foram estimadas as
distancias genéticas entre os acessos, pela expressdo de Rogers modificada por Wright
(1978). A matriz de distancias genéticas foi utilizada para a construgdo de um
dendrograma, usando-se o0 meétodo de agrupamento aglomerativo pela média nao
ponderada das distancias (average linkage ou UPGMA) e, também, para a analise de
coordenadas principais, com vistas a representacao grafica da dispersao dos acessos.

A consisténcia do dendrograma foi avaliada pela correlagdo cofenética entre as
distancias representadas pelo dendrograma e as distancias genéticas originais entre os pares
de acessos. A significancia dessa correlacdo foi testada pelo teste Z de Mantel, utilizando-
se 10 mil permutacOes aleatorias. Esse teste compara duas matrizes entre si, elemento por
elemento, fornecendo um valor de correlacdo (r) que quantifica o grau de relacionamento
entre as matrizes, o qual é testado por meio de permutacdes (Mantel, 1967).

Para a comparacdo entre as medidas de divergéncias genética e morfoldgica foi
utilizada a matriz de distancias euclidianas, estimada a partir dos dados estandardizados
das caracterizacdo morfoagronémica dos acessos (capitulo 3). A matriz de distancias
morfologicas, tomada apenas para 0s acessos comuns nas duas avalia¢fes, foi comparada
com a matriz de distancias genéticas, estimada a partir dos dados moleculares, utilizando-
se também o teste Z de Mantel, com 10 mil permutacdes aleatdrias. Todas essas analises
foram feitas utilizando-se o programa NTSYS-pc v. 2.10 (Rohlf, 2000).
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A extracdo de DNA pelo método CTAB simplificado e ajustado por Bellon et
al. (2007) permitiu a obtencdo de 8.789 ng de DNA, em média, com valor maximo e
minimo, respectivamente, de 50.000 ng e 2.000 ng. Considerando-se a utilizacdo de 5 ng
por reacdo de PCR, as quantidades obtidas seriam suficientes para, em média, mais de
1.700 reacBes e, no minimo, 400 reacdes de PCR. Essas quantidades atenderam
plenamente as necessidades da caracterizagdo dos acessos do banco de germoplasma,
levando-se em conta o nimero de locos investigados e os sistemas multiplex
desenvolvidos. A relacdo Axso/Azso média e o desvio padrdo foram de 1,53 + 0,19,
indicando boa pureza do DNA extraido.

Dos 18 primers testados inicialmente, trés (SSR4-1, SSR4-5 e SSR1-3) nédo
apresentaram produtos de amplificacdo ou resultaram em bandas muito fracas e com
muitas falhas, mesmo com varias modificacbes na temperatura de anelamento e nas
concentracdes de reagentes (DNA, Taq DNA polimerase e primer). Dois apresentaram
inespecificidade na amplificacdo (SSR1-2a e SSR3-70), mesmo com 0 aumento da
temperatura de anelamento na reacdo de PCR. Assim, 13 oligonucleotideos iniciadores
(primers) foram selecionados e sintetizados com a combinagdo de dois fluorocromos, 6-

FAM (azul) e HEX (verde), para a montagem dos sistemas multiplex (Tabela 4.1).

Tabela 4.1. Conjuntos multiplex estabelecidos com 13 primers desenvolvidos por Vander
Stappen (1999a) e as respectivas faixas de tamanhos de fragmentos gerados
pela reacdo de PCR, descritos na literatura e obtidos em gel de poliacrilamida

a 6% (p/v).
Sistema Temperatura de Loco Fluorocromo Faixa de tamanho dos fragmentos (pb)
anelamento (°C) Vander Stappen (1999a)  Teste com gel

Triplex-1 49 SSR1-2b 6-FAM 150-240 220-240
SSR1-19 6-FAM 305-345 300-350
SSR4-9 HEX 290-310 290-350

Triplex-2 49 SSR4-59 6-FAM 100-140 100-140
SSR4-85 HEX 75-100 75-110
SSR3-76 HEX 335-340 320-380

Duplex-1 49 SSR4-16b 6-FAM 150-220 180-240
SSR4-51 HEX 190-300 200-260

Duplex-2 47 SSR1-9 6-FAM 90-115 80-120
SSR4-55 HEX 250-265 220-280

Duplex-3 51 SSR4-16a 6-FAM 240-400 240-300
SSR2-43 HEX 220-250 220-250

Single 46 SSR1-24 6-FAM 245-280 230-280
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Na avaliagdo dos conjuntos multiplex montados, notou-se que 0s primers do
sistema Triplex 2 produziram muitos picos “fantasmas” (stutter peaks), além de néo
demonstrarem especificidade no anelamento, apresentando maultiplos picos de
fluorescéncia em uma mesma reacdo. Esse problema néo foi percebido nos testes em gel de
poliacrilamida a 6% (p/v), provavelmente porque a eletroforese em capilar permite maior
precisdo na determinacdo dos alelos, uma vez que se detecta o polimorfismo de
comprimento entre fragmentos de até uma Gnica base nitrogenada (Henegariu et al., 1997).
Ademais, os primers do sistema Duplex 3 ndo produziram fragmentos de DNA na reacao
de amplificacdo, e o loco SSR4-9 do Triplex 1 apresentou muitas falhas e picos de
fluorescéncia de baixa intensidade. Dessa forma, ndo foi possivel considerar esses locos
nas andlises.

Com a utilizacdo dos sete locos restantes, foram gerados 45 alelos (6,43
alelos/loco) (Tabela 4.2), valor superior aos 26 alelos (3,71 alelos/loco) encontrados por
Vander Stappen et al. (1999a), para os mesmos locos. Apesar do maior nimero de acessos
avaliados no presente trabalho, essa diferenca ndo era esperada, haja vista a maior
amplitude da variabilidade genética utilizada por Vander Stappen et al. (1999a) na
identificacdo dos primers, com o0 uso das diferentes espécies do complexo S. guianensis.
Por outro lado, Vander Stappen et al. (1999a) utilizaram gel de agarose a 5% para a
visualizacdo do polimorfismo, o que pode ter comprometido a deteccdo da variabilidade,
quando a diferenca no comprimento dos fragmentos era de poucos pares de bases.

Foram obtidos quatro alelos privados, nos locos SSR1-9 (107 pb), SSR1-24
(243 pb) e SSR4-16b (201 pb e 231 pb), os quais foram amplificados nos acessos CPAC
5572, CPAC 1365, CPAC 4142 e CPAC 5187, respectivamente, todos em homozigose.

Dos 480 acessos, foram considerados 437 para as analises, pois 43 acessos
tiveram dados de trés ou mais locos perdidos. Desses, 278 ndo demonstraram polimorfismo
dentro de acesso, ou seja, as plantas do mesmo acesso apresentaram-se geneticamente
idénticas entre si (possivelmente linhagens puras), e os demais, 159 acessos (36,4%),
apresentaram algum polimorfismo dentro de acesso. Quando se utiliza um bulk de DNA de
plantas na reacdo de PCR, 0s acessos com polimorfismo dentro também sdo chamados de
“amostras heterozigéticas” (Li et al., 2008; Zang et al., 2008). Estas indicam que nesse
pool de DNA hé plantas heterozigdticas e, ou, que 0 acesso correspondente € uma mistura
de linhagens puras. Das 159 “amostras heterozigoticas”, 109 acessos (68,6%) apresentaram

variagdo em apenas um loco; 39 acessos (24,5%), em dois locos; dez acessos (6,3%), em
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trés locos; e apenas um acesso (0,6%) teve variagdo em quatro dos sete locos avaliados. Os
locos SSR1-24 e SSR4-51 apresentaram as maiores freqiiéncias de “amostras
heterozigoticas”, 14,98% e 13,54% dos acessos, respectivamente. Por outro lado, o loco
SSR1-2b ndo detectou “heterozigozidade” dentro dos acessos (Tabela 4.2).

Tabela 4.2. Numero de acessos (N), numero de alelos (A), heterozigozidade esperada
(He), heterozigosidade méaxima possivel (Hmax), porcentagem da
heterozigosidade esperada em relacdo a maxima possivel (Hep) e
porcentagem de “amostras heterozigdticas” (P), numa colecdo de 437 acessos
de Stylosanthes guianensis, avaliados para sete locos microssatélites.

Loco Fluorocromo N A He Hrmax  Here (%) P (%)
SSR1-2b 6-FAM 435 2 014 030 27,29 0,00
SSR1-9 HEX 424 8 0,78 0,88 88,91 8,96
SSR1-19 6-FAM 425 9 074 089 82,88 6,35
SSR1-24 6-FAM 414 8 0,29 0,88 32,81 14,98
SSR4-16b  6-FAM 336 9 054 089 61,24 8,33
SSR4-51 HEX 362 5 0,72 0,80 89,50 13,54
SSR4-55 HEX 305 4 0,71 0,75 95,20 5,57
Média - 385,86 6,43 0,57 0,84 67,88 -

Brondani et al. (2006) avaliaram 176 acessos de variedades tradicionais de
arroz e encontraram apenas 16 acessos (9,1%) com polimorfismo dentro do bulk de DNA
de cinco plantas, utilizando-se 12 marcadores microssatélites, com detec¢édo dos alelos em
gel de poliacrilamida a 4% (p/v). Li et al. (2008) obtiveram frequéncia de 1,43% de
“amostras heterozigOticas”, em pool de DNA de cinco plantas por acesso, em 1.863 racas
locais de soja cultivada na China, utilizando-se 59 marcadores SSR. Zang et al. (2008)
avaliaram 229 racas locais de feijdo, também plantadas na China e introduzidas nos
altimos quatrocentos anos, utilizando-se 30 marcadores SSR, e observaram freqiiéncia de
“amostras heterozigOticas” inferior a 1%, em bulk de DNA de quatro plantas por acesso.

Essa discrepancia nas freqliéncias de “amostras heterozigéticas”, considerando-
se as variedades tradicionais de arroz, soja e feijdo anteriormente reportadas (inferiores a
10%) e os acessos de S. guianensis aqui estudados (36,4%), pode ser resultante das
sucessivas autofecundacGes e do processo de selecdo que as variedades tradicionais

sofreram durante os anos de cultivos, e que levaram a uniformidade genética dentro dessas
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populacgdes cultivadas (Coelho & Valva, 2001). No caso de S. guianensis, 0S acessos Sao
silvestres, oriundos de coletas em estado selvagem e, portanto, sem a interferéncia direta da
selecdo humana. Outro fator que poderia explicar 0 maior nimero de amostras com
polimorfismo dentro desses acessos é a maior taxa de fecundacdo cruzada em S.
guianensis, relativamente as espécies reportadas. Miles (1985) estimou essa taxa em
13,8%, na Colémbia, utilizando-se a cor da flor como marcador genético. Contrariamente,
as taxas observadas nas referidas espécies cultivadas sdo: 0,5% a 1%, em soja (Sediyama et
al., 1970; Vernetti et al., 1972); 0% a 3%, em arroz (Taillebois & Guimaraes, 1988; Silva
et al., 2005); e 0,2% a 6%, em feijao (Pompeu, 1963; Pereira Filno & Cavariani, 1984).
Ademais, o proprio sistema de multiplicacdo de sementes nos bancos de germoplasma, em
que as parcelas sdo alocadas uma ao lado da outra, pode facilitar a fecundacéo cruzada
entre os acessos (Valls, 2007; van Hintum et al., 2007), aumentando-se a taxa de “amostras
heterozigoticas”.

Pela analise de agrupamento, utilizando-se 0 método UPGMA, detectaram-se
58 conjuntos com acessos geneticamente idénticos para os sete locos avaliados. A maioria
desses conjuntos apresentou entre dois e quatro acessos, entretanto, chamam a atencao
cinco agrupamentos com grande numero de elementos, contendo 26, 14, 13, 12 e 11
acessos (Tabela 4.3). A maioria dos acessos desses cinco agrupamentos pertence a
variedade botanica pauciflora (Figura 4.1). Comparando-se esses conjuntos com 0s acessos
morfologicamente semelhantes, detectados na caracterizacdo morfoagronémica, via analise
de agrupamento pelo método de Ward (capitulo 3), verificou-se que houve coincidéncia
apenas em relacdo aos acessos CPAC 1128 e CPAC 1129, ambos coletados no
Departamento de Bolivar, na Venezuela, a uma distancia de 17 km uma da outra. Ha,
portanto, grande probabilidade deste par de acessos, de fato, tratar-se de uma duplicata.

Todos os conjuntos de acessos semelhantes, indicados nas avaliacdes
morfoagrondmicas e moleculares, devem, assim, ser mais bem estudados, agregando-se 0s
dados de passaporte e, também, a observacdo de maior nimero de caracteres morfologicos
para a confirmacdo ou ndo da redundancia. De qualquer forma, os resultados obtidos
devem auxiliar os melhoristas na escolha dos materiais a serem testados agronomicamente,
bem como daqueles mais divergentes entre si, para possiveis hibridacdes nos programas de
melhoramento, evitando-se cruzamentos entre acessos muito parecidos. Esses resultados,
ainda que preliminares, também subsidiam o curador do banco de germoplasma no

intercambio de acessos, evitando-se 0 envio de materiais muito similares para a avaliacdo
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Tabela 4.3. Conjuntos de acessos geneticamente idénticos, do banco de germoplasma de S.

guianensis da Embrapa, identificados pela anélise de sete locos microssatélites.

Conjunto  N° de acessos Acessos
1 2 1353, 1627, 2730, 2733, 2735, 2742, 2746, 2747, 2748, 2761, 2762, 2763, 2766, 2776,
4191, 4195, 4290, 4293, 4296, 4297, 4298, 5416, 5419, 5425, 5492, 5589
2 14 1134, 1138, 1238, 1622, 1629, 2724, 2727, 2734, 2738, 2739, 2753, 2759, 5607, 5392
3 13 135, 1108, 1114, 1155, 1635, 2749, 2750, 2757, 2770, 4187, 4189, 4294, 5606
4 12 1120, 1122, 1123, 1125, 1128, 1129, 1137, 1628, 2772, 4196, 4198, 5249
5 11 210, 1133, 1141, 1360, 1381, 2767, 5531, 5543, 5544, 5377, 5386
6 9 665, 1124, 1148, 1156, 1331, 1375, 1619, 1623, 1625
7 7 662, 4326, 4327, 4331, 5449, 5559, 5582
8 6 1142, 1146, 1356, 5413, 5604, 5385
9 6 1113, 1626, 2755, 4186, 4289, 5527
10 6 4122, 5495, 5501, 5502, 5530, 5542
11 5 4261, 5235, 5593, 5596, 5597
12 5 4306, 5422, 5481, 5487, 5497
13 5 1343, 2723, 4199, 5283, 5587
14 4 4317, 4320, 4323, 4333
15 4 2462, 4313, 5254, 5553
16 4 2758, 4529, 5429, 5552
17 4 4260, 5491, 5525, 5526
18 4 4267, 5343, 5511, 5514
19 4 4229, 4234, 5545, 5382
20 3 5272, 5437, 5603
21 3 1374, 5376, 5384
22 3 4284, 4285, 5237
23 2 1151, 5581
24 2 2743, 4275
25 2 1361-a, 5534
26 2 666, 2736
27 2 2203, 5571
28 2 1352, 5575
29 2 1136, 1624
30 2 1234, 4287
31 2 5488, 5572
32 2 4314, 5574
33 2 1239, 5215
34 2 648, 5469
35 2 1229, 1232
36 2 5219, 5573
37 2 1139, 5609
38 2 1140, 5560
39 2 4315, 5213a
40 2 4321, 5213
41 2 4319, 4322
42 2 4325, 4528
43 2 1366, 5435
44 2 4236, 4237
45 2 4259, 5506
46 2 4305, 5496
47 2 4307, 5499
48 2 5480, 5529
49 2 5230, 5436
50 2 5471, 5472
51 2 4286, 5380
52 2 1231, 5550
53 2 4192, 5599
54 2 465, 4337
55 2 4233, 5216
56 2 4176, 4227
57 2 4283, 5204
58 2 5445, 5482
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em outros locais.

O dendrograma, formado na andlise de agrupamento pelo método UPGMA,
apresentou valor cofenético significativo pelo teste Z de Mantel (r = 0,76; P < 0,0001), o
que € compativel com o valor 0,70 sugerido por Rohlf (2000), como indicativo de boa
adequacdo do método de agrupamento em resumir a informagdo do conjunto de dados.
Observando-se apenas o dendrograma, aparentemente, ndo ha clara estruturagdo dos
acessos em grupos de similaridade, entretanto quando se associam os dados das variedades
boténicas, observa-se a tendéncia de agrupamento dos acessos pelas variedades botanicas
pauciflora, guianensis e canescens (Figura 4.1).

0.00 0.18 0,37 0.53 0.74
Distincia genética de Rogers modificada por Wright (1978)

B var. canescens ®var guianensis Mvar microcephala Mvar pauciflora 0ONio classificado

Figura 4.1. Dendrograma do agrupamento de 437 acessos de Stylosanthes guianensis e
suas variedades botéanicas, obtido pelo método UPGMA, utilizando-se a
distancia de Rogers, modificada por Wrigth (1978), a partir da avaliacdo de
sete locos microssatélites.

Resultado semelhante foi obtido por Faleiro et al. (2003) que avaliaram uma
amostra nuclear, composta por 35 acessos de S. guianensis, utilizando 13 primers RAPD.
Neste trabalho foram formados oito grupos de similaridade, em que todos os 13 acessos do

Grupo 8 pertenciam a variedade pauciflora, os quatro acessos do Grupo 3 a variedade
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canescens e, dos onze acessos do Grupo 1, nove pertenciam a variedade guianensis. Os
trés acessos da variedade microcephala foram alocados em trés diferentes grupos.

Vale lembrar que as variedades botéanicas guianensis (=vulgaris), microcephala
e canescens foram descritas por Ferreira & Costa (1979), e a variedade pauciflora foi
descrita pouco depois, por Ferreira et al. (1985). Dessa forma, levando-se em conta que a
maioria dos dados das classificacGes taxondmicas foi obtida das cadernetas de campo e dos
relatérios de expedicdo de coleta dos coletores, é necessario considerar-se a existéncia de
acessos mal classificados, sobretudo entre aqueles coletados entre 1979 e 1985. Ademais,
possiveis erros podem ser cometidos na identificacdo taxondmica das plantas, durante as
expedicdes de coleta dos materiais, principalmente quando os vouchers de herbario ndo sdo
obtidos para posterior confirmacédo da classificagdo (Walter & Cavalcanti, 2005).

Na analise de coordenadas principais, a primeira coordenada respondeu por
27,71% da variacdo total. As demais, da segunda a sexta coordenada principal,
acumularam, respectivamente, 39,50%, 49,51%, 57,29%, 63,93% e 69,80% dessa
variancia. A dispersdo dos acessos, em relacdo as trés primeiras coordenadas principais
(Figura 4.2), também sugere a formacao de trés grupos de acessos.

Figura 4.2. Dispersdo de 437 acessos de Stylosanthes guianensis, em relacdo aos trés
primeiros eixos (CO1, CO2 e CO3) da analise de coordenadas principais,
utilizando a matriz de distancias genéticas de Rogers modificada por Wrigth
(1978).
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Observando-se a dispersdo dos acessos e suas respectivas variedades botanicas,
em relacdo as duas primeiras coordenadas principais (Figura 4.3), nota-se que, da mesma
forma que no dendrograma obtido pelo método UPGMA (Figura 4.1), existe uma
tendéncia de agrupamento dos acessos por variedades botanicas, exceto para a variedade
microcephala.

Cabe salientar também que o teste Z de Mantel, comparando a matriz de
distancias euclidianas entre os acessos, obtida de dados morfologicos e em relacdo as duas
primeiras coordenadas principais, com a matriz de distancia genética de Rogers modificada
por Wrigth (1978), foi altamente significativo (P < 0,0001), com correlacdo de 0,67.
Portanto, pode-se considerar que a representacdo grafica dos acessos, em relacdo as duas
primeiras coordenadas, foi adequada, com correlagdo préxima ao valor de r = 0,7
preconizada por Rohlf (2000).

Segundo Costa (2006), a variedade microcephala é a que mais se aproxima,
morfologicamente, da variedade canescens e, freqlientemente, as duas variedades ocorrem
de forma simpétrica. Portanto, a concentracdo de alguns acessos da variedade
microcephala junto com acessos da variedade canescens, no quadrante superior esquerdo
do gréfico de disperséo (Figura 4.3), pode estar relacionada com algum fluxo génico entre
estas variedades botanicas. E interessante ressaltar que todos os acessos da variedade
microcephala, representados nesse quadrante, foram coletados nos Estados de Tocantins e
de Goias (Figura 4.3); enquanto que, dos onze acessos representados no quadrante inferior
esquerdo, oito foram coletados em Minas Gerais, um no Rio de Janeiro, um em Mato
Grosso do Sul e o outro ndo possui registro do local de coleta. O acesso CPAC 1371,
representado no quadrante inferior direito, também foi coletado em Goias.

Costa (2006) correlaciona a ocorréncia da variedade microcephala, no Estado
de Minas Gerais, com a fertilidade do solo. De acordo com esse autor, que coletou
aproximadamente 40% dos acessos estudados no presente trabalho, esta variedade
boténica, em Minas Gerais, ocorre em areas de Cerrado com solos de melhor fertilidade,
em areas de transicdo com o Cerraddo. Conforme os registros dos coletores, 0 acesso
proveniente do Estado do Rio de Janeiro foi coletado na Mata Atlantica, e o acesso de
Mato Grosso do Sul, em area de Cerraddo, isto é, em locais com maior fertilidade natural

do solo.
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Figura 4.3. Representacdo grafica de 437 acessos de Stylosanthes guianensis, em relacdo as duas primeiras coordenadas principais (CO1 e CO2),
estabelecidos com base em sete locos SSR, e suas variedades botanicas, de acordo com a base de dados do registro do germoplasma (NC:
acessos nao classificados em relagéo as variedades botanicas).
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Por outro lado, utilizando-se os mapas de solo do IBGE e localizando-se 0s
sitios de coleta dos acessos da variedade microcephala, em Goiés e Tocantins, nota-se que
os locais dessas coletas possuem, reconhecidamente, solos de baixa fertilidade natural,
como: Plintossolo pétrico (CPAC 4284, CPAC 5239), Plintossolo haplico (CPAC 5432),
Neossolo litdlico (CPAC 4285, CPAC 5247, CPAC 5433), Cambissolo haplico (CPAC
5383, CPAC 5384) e Latossolo vermelho amarelo (CPAC 5381, CPAC 5381) (IBGE,
2008b).

Considerando-se esses aspectos, é possivel levantar a hipdtese de que a
estruturacdo genética nas populacdes de S. guianensis var. microcephala, detectada pelos
marcadores moleculares, esteja indicando um isolamento geografico entre as populacGes
dos dois grupos, o que pode estar associado a adaptacdo dessas plantas a diferentes
condicbes de fertilidade do solo. Porém, outras avaliagdes, incluindo, se possivel, a
amostragem dos solos nos locais de coleta, devem ser realizadas para a confirmacéo ou ndo
dessa hipotese, pois existe a possibilidade dessas populaces estarem localizadas em
manchas de solos, ndo detectadas pelo mapa de solo disponivel. Essa informagdo pode ser
importante para a prospeccdo de acessos, ou mesmo de genes, em programas de
melhoramento genético que objetivem a obtencdo de cultivares com maior capacidade de
se desenvolverem em condicGes de baixa fertilidade do solo.

A classificacdo da espécie S. guianensis em variedades botanicas é baseada em
caracteres morfologicos, especialmente quanto a cor e ao tamanho das sementes; ao habito
de crescimento da planta; ao tipo de caule; a presenca ou auséncia de pilosidade no caule,
nas bracteas e nos foliolos; e ao formato e tamanho das inflorescéncias (Ferreira & Costa,
1979; Ferreira et al., 1983; Costa, 2006). Apesar da relacdo existente entre a divergéncia
genética e as variedades botéanicas, quando se compararam, pelo teste Z de Mantel, as
dissimilaridades fenotipicas (obtidas na avaliacdo morfoagronémica) e genéticas (obtidas
por microssatélites), observa-se que a correlacdo entre as respectivas matrizes foi
significativa, porém, de baixa magnitude (r = 0,23; P <0,0001).

Estudos conduzidos com o objetivo de avaliar a associacdo entre
dissimilaridades obtidas por marcadores moleculares e variacbes morfologicas, em
populacdes de plantas, tém revelado resultados divergentes. Alves (2002) avaliou 31
acessos de cupuacuzeiro, utilizando 21 locos microssatélites e 19 descritores botanico-
agrondmicos, e obteve, pelo teste Z de Mantel, uma correlacdo de 0,72. Por outro lado,

Oliveira (2005), estudando 87 acessos de acaizeiro, usando-se 22 caracteres
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morfoagrondmicos e sete marcadores SSR e 28 marcadores RAPD, obteve,
respectivamente, as correlagdes de -0,05 e -0,01, pelo mesmo teste. Resultado semelhante
foi obtido por Koehler-Santos et al. (2003), avaliando 37 cultivares de Citrus, com dezoito
caracteres morfoldgicos e oito marcadores SSR. Lattoo et al. (2008) estudaram 53 acessos
da planta medicinal Andrographis paniculata, utilizando oito caracteres morfoagronémicos
e seis marcadores RAPD, tendo obtido uma correlacdo altamente significativa, porém, de
média magnitude (r = 0,547; P <0,001).

Segundo McKay & Latta (2002), embora amplamente utilizados, marcadores
moleculares parecem ser pobres indicadores da variacdo de caracteristicas hereditarias
adaptativas, especialmente quando os caracteres avaliados sdo quantitativos. Os
marcadores moleculares s@o fragmentos de DNA que se distribuem aleatoriamente no
genoma e que tém a neutralidade como uma de suas principais caracteristicas (Ferreira et
al., 2007). Portanto, é pequena a possibilidade de os poucos fragmentos analisados no
presente estudo estarem associados aos caracteres morfoldgicos, de natureza quantitativa,
que confiram valor adaptativo ou agronémico aos acessos.

De qualquer modo, deve-se ter em mente que, embora a caracterizacdo por
marcadores moleculares possa ndo informar sobre caracteristicas de interesse imediato do
melhorista, a sua informacao acerca da divergéncia genética entre os acessos é de maior
confiabilidade do que aquela obtida a partir da caracterizacéo fenotipica morfoagronémica.
Isso porque, embora a diversidade fenotipica seja indicativo da existéncia de diversidade
genética, 0 mesmo nao se pode dizer sobre da similaridade fenotipica; a qual pode ser
resultante de homeostase em caracteres adaptativos, mesmo sob elevada diversidade
genética. Esta diversidade, contudo, pode ser captada por meio da caracterizacdo
molecular, que incide predominantemente sobre caracteres neutros. Diante disso,
considerando a grande influéncia do ambiente sobre os caracteres morfoagrondmicos e a
baixa correlacdo entre as distancias genéticas e fenotipicas, pressupde-se que a diversidade
genética, no presente estudo, pode ser mais facilmente detectada pelo uso dos marcadores
moleculares do que pela caracterizacdo morfoagrondémica. Além disso, essa baixa
correlacdo também indica que ambas as variacOes, fenotipicas e genéticas, sdo importantes
para explicar a estrutura da diversidade da colecdo de S. guianensis em estudo. Dessa
forma, recomenda-se que as duas avaliacdes sejam empregadas de maneira complementar,

para a definicdo de estratégias de manejo do banco de germoplasma e selecdo de acessos,
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para avaliagdes agrondmicas detalhadas e, ou, utilizagdo em programas de melhoramento
genético.

Nesse aspecto, a selecdo de possiveis genitores, que possam conferir maior
capacidade de combinacdo, € sempre destacada como uma das potencialidades do emprego
da caracterizacdo molecular (Ferreira & Grattapaglia, 1996; Souza, 2001). A premissa € a
de que cruzamentos entre genotipos com alto valor agrondmico e altamente divergentes
poderdo resultar em progénies superiores, devido a maior probabilidade de se combinarem
alelos diferentes para o carater desejado (Falconer, 1989).

Por outro lado, os resultados encontrados na literatura sdo bastante
inconsistentes quanto a eficiéncia da predicdo do desempenho de hibridos, por meio da
estimativa da divergéncia genética obtida a partir de marcadores moleculares. Lorencetti et
al. (2006) ndo encontraram correlagdo entre as medidas de dissimilaridade dos genitores,
realizadas por meio de caracteres morfoldgicos e de marcadores moleculares, com a
heterose e heterobeltiose dos hibridos, para o carater rendimento de grdos, em aveia.
Aguiar et al. (2007) descartaram a possibilidade de substituir o tradicional método de
cruzamentos dialélicos pela analise da divergéncia genética obtida por marcadores SSR, na
escolha de genitores em programa de melhoramento genético de eucalipto. Dias et al.
(2003) revisaram 54 trabalhos, envolvendo 21 espécies, cujo objetivo era avaliar a
associacdo entre a divergéncia genética, estimada por marcadores moleculares, e a
heterose. Os autores constataram que em 28 deles houve associa¢des positivas, mas, no
outros 26 as correlacdes foram negativas ou os resultados foram inconclusivos.

Considerando-se que a hibridacdo artificial em S. guianensis € um trabalho
extremamente dificil, devido ao tamanho reduzido de suas flores, tipo da inflorescéncia e
elevada deiscéncia de sementes, a reducdo do nimero de acessos em cruzamentos €
bastante desejavel (Cameron et al., 1984). Assim, a sele¢cdo a priori dos parentais,
considerando-se 0 desempenho agrondmico do gendtipo e a divergéncia genética entre
eles, é uma estratégia que deve ser avaliada, pois se o resultado for positivo, podera
auxiliar sobremaneira os programas de melhoramento genético da espécie.

Na avaliacdo morfoagrondmica da colecdo, foram destacados cinco grupos de
acessos com potencial de utilizacdo em sistemas agricolas (capitulo 3). Trés deles,
identificados como Grupos 2, 3 e 10, reuniram acessos com plantas de porte alto,
indicando potencial para a producdo de biomassa e, portanto, de utilizacdo em sistemas de

producéo de forragem para alimentacdo animal ou adubacéo verde. Outro grupo apresentou
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plantas eretas, com sementes mais pesadas, tendo sido indicado para testes em sistemas de
integracdo lavoura-pecuaria (Grupo 4). Por fim, o Grupo 7 reuniu acessos com plantas
bastante prostradas, com maior relacdo didmetro/altura e que poderiam ser testadas como
plantas de cobertura, por exemplo, nas entrelinhas de culturas perenes, em taludes ou as
margens de rodovias. Combinando-se esses resultados a presente andlise genético-
molecular (Figura 4.4), observa-se, por exemplo, que os acessos do Grupo 7 foram
agregados a direita do gréfico, exceto o acesso CPAC 1369, que se apresentou bastante
divergente em relacdo aos demais elementos do grupo. Este acesso deve, portanto, ser
avaliado em relacdo as suas caracteristicas agrondmicas para utilizacdo como planta de
cobertura, pois pode ser um interessante candidato a genitor em futuras hibridagfes nos
programas de melhoramento genético.

Com referéncia aos acessos de porte mais elevado, reunidos nos Grupos 2, 3 e
10 da analise morfoagronémica, observa-se que estes se concentram no quadrante inferior
esquerdo da Figura 4.4. A cultivar Mineirdo esta situada em posicdo central, em relacao
aos elementos desses grupos, indicando certa similaridade genética com estes acessos. Sete
deles estdo mais afastados dessa nuvem de pontos: CPAC 1368 (Diamantina-MG), CPAC
4188 (Lencois-BA), CPAC 4338 (Americana-SP), CPAC 4364 (Ribeirdo Preto-SP), CPAC
5454 (Uberaba-MG), CPAC 5458 (Santa Vitoria-MG) e CPAC 5590 (Belo Horizonte-
MG). Tais genotipos devem, portanto, ser avaliados agronomicamente de maneira
detalhada, pois podem ser utilizados em hibridacGes artificiais, em programas de
melhoramento genético da espécie. Isso, sobretudo com o intuito obter maior variabilidade
para 0s caracteres de interesse, nas progénies resultantes de cruzamentos com a cultivar
Mineir&o.

No desenvolvimento de cultivares de S. guianensis, uma das principais
preocupacdes € com a susceptibilidade a antracnose (Cameron et al., 1984; Miles & Grof,
1997; Andrade et al., 2004). Atualmente, a cultivar Mineirdo, além de apresentar ampla
adaptacdo, excelente producdo de forragem e tolerdncia a seca, é o genotipo com maior
resisténcia aos diversos isolados do fungo (Charchar et al., 2002; Andrade et al., 2004;
Changjun et al., 2004). Nesse sentido, uma possibilidade ¢ o cruzamento desta cultivar
com os sete acessos anteriormente referidos, haja vista 0 maior distanciamento genético
deles em relacdo a cultivar, num esquema de melhoramento genético da espécie, visando a

producdo de biomassa e tolerancia a antracnose.
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E importante frisar que as possibilidades aventadas na presente discussdo sdo
apenas indicaces preliminares, que buscam promover o uso dos acessos do banco de
germoplasma em estudo. De toda forma, com os resultados obtidos é possivel, ainda,
selecionar uma cole¢do com menor nimero de acessos para as avaliagbes mais detalhadas.
Estudos complementares acerca da diversidade genética da colegdo, com o aumento do
namero de locos SSR para melhoria da cobertura do genoma e, também, com a utilizacéo
de outros tipos de marcadores, sdo necessarios e devem ser encorajados. E essencial,
também, que dados sobre os aspectos ecoldgicos, morfolégicos, fisiolégicos, agrondmicos
e taxonbmicos sejam agregados as informacdes genéticas, para subsidiar as decisfes sobre
a conducdo do banco de germoplasma e estimular o uso eficiente desses recursos genéticos

armazenados.

44  CONCLUSOES

i) Existe estruturacdo genética na colecdo dos 437 acessos de S. guianensis avaliados,
com tendéncia de acessos se agruparem pelas variedades boténicas canescens,

guianensis e pauciflora.

i) Grande numero de acessos (58 conjuntos) sdo geneticamente idénticos para os sete
locos microsatélites analisados. Tais acessos devem ser avaliados, com maior rigor e
detalhamento, antes de serem tratados, de fato, como duplicatas no banco de

germoplasma.

iii) A correlagdo entre as medidas de divergéncia genética molecular e
morfoagrondmica € muito baixa para os acessos da cole¢do, de modo que os dois
tipos de avaliacdo devem ser considerados de maneira complementar, para uma

melhor caracterizacdo e uso desses acessos e, possivelmente, da espécie.

iv)  Entre os acessos com potencial agrondbmico, existem gendtipos que apresentam
grande dissimilaridade genética entre si e com a cultivar Mineirdo, devendo ser
avaliados quanto a possibilidade de expressarem maior variabilidade os caracteres

de interesse, em cruzamentos dirigidos.



5 CONCLUSOES GERAIS

Pelos resultados obtidos das caracterizagdes morfoagrondémica e molecular dos
acessos da colecdo de S. guianensis da Embrapa, é possivel concluir que ambas fornecem
subsidios complementares para a selecdo de gendétipos a serem avaliados com objetivos
especificos (ex. producdo de biomassa, cobertura do solo ou para uso em outros sistemas
de producdo). Assim, a rigor, no caso da espécie estudada, a caracterizacdo
morfoagrondmica ndo deve ser substituida pela caracterizagdo molecular, nem o contrario.

Outra constatagdo fundamental para o aproveitamento direto dos acessos, seja
nos sistemas produtivos ou em programas de melhoramento genético, é que estes acessos
estejam organizados de forma que facilite a identificacdo de gendtipos potencialmente
superiores. Vale ressaltar que as caracterizacdes realizadas no banco de germoplasma sao
relativamente superficiais, dado o grande nimero de acessos em avaliacdo. Assim, 0
aproveitamento dos acessos selecionados previamente no BAG depende, grandemente, de
avaliacGes complementares mais detalhadas, sobretudo para os caracteres agrondmicos de
interesse.

Com relacdo as possiveis duplicatas identificadas, embora a recomendacéo
geral seja a de armazenar no BAG apenas uma das amostras, as conclusdes do presente
estudo indicam que, a principio, deve-se evitar 0 descarte de acessos semelhantes, porém
ndo idénticos, até que resultados mais definitivos obtidos de marcadores moleculares e/ou
de descritores morfologicos estaveis (de alta herdabilidade), aliados aos dados de

passaporte, possam confirmar tais duplicidades.
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ANEXO

Anexo A. Relacdo dos acessos de Stylosanthes guianensis, com o0s respectivos dados das

variedades boténicas e dos

locais de coleta,

utilizados nas caracterizagdes

morfoagronémicas e moleculares, e os treze grupos de similaridade morfoagronémica,

formados a partir da analise de agrupamento pelo método de Ward.

Ne Variedade Local de Coleta Caracterizacao Grupo Caracterizacdo
CPAC boténica Pais Unidade federativa  morfoagrondmica morfoagrondmico  molecular

135 pauciflora BRA Distrito Federal X 1 X
210 pauciflora BRA Tocantins X 1 X
381 - BRA Bahia X 2 -
444 - COoL Valle Del Cauca X 3 -
461 - BRA Tocantins X 4 -
464 - BRA Tocantins X 2 X
465 - BRA Séo Paulo X 5 X
517 - BRA Mato Grosso X 2 X
540 - - - X 1 -
648 guianensis COL Bogota X 3 X
662 - COoL Meta X 3 X
664 pauciflora BRA Bahia X 6 X
665 pauciflora BRA Bahia X 6 X
666 pauciflora BRA Bahia X 7 X
680 pauciflora VEN Anzoategui X 6 -
684 pauciflora VEN Monagas X 8 -
1108 pauciflora BRA Goiéas X 9 X
1109 pauciflora BRA Minas Gerais X 8 X
1113 pauciflora BRA Maranhéo X 6 X
1114 pauciflora BRA Maranhéo X 8 X
1115 pauciflora BRA Maranhéo X 8 -
1116 pauciflora BRA Maranhéo X 8 -
1118 pauciflora  VEN Anzoategui X 8 -
1119 pauciflora  VEN Anzoategui X 1 X
1120 pauciflora  VEN Anzoategui X 6 X
1121 pauciflora  VEN Anzoategui X 8 X
1122 pauciflora  VEN Anzoategui X 8 X
1123 pauciflora  VEN Anzoategui X 7 X
1124 pauciflora  VEN Monagas X 8 X
1125 pauciflora  VEN Monagas X 8 X
1126 pauciflora  VEN Monagas X 7 -
1128 pauciflora  VEN Bolivar X 6 X
1129 pauciflora  VEN Bolivar X 6 X
1130 pauciflora BRA Mato Grosso Sul X 6 -
1131 pauciflora  VEN Anzoategui X 9 X
1132 pauciflora  VEN Anzoategui X 8 X
1133 pauciflora  VEN Anzoategui X 8 X

C

ontinua...
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Anexo A. Cont.

Ne Variedade Local de Coleta Caracterizacdo Grupo Caracterizacdo
CPAC boténica Pais Unidade federativa ~ morfoagrondmica morfoagrondmico  molecular
1134 pauciflora VEN Anzoategui X 8 X
1135 pauciflora VEN Monagas X 7 -
1136 pauciflora VEN Monagas X 6 X
1137 pauciflora VEN Monagas X 6 X
1138 pauciflora  VEN Monagas X 7 X
1139 - COL Risaralda X 2 X
1140 pauciflora VEN Monagas X 2 X
1141 pauciflora BRA Bahia X 9 X
1142 pauciflora BRA Bahia X 8 X
1143 pauciflora BRA Bahia X 6 X
1144 pauciflora BRA Bahia X 1 X
1145 pauciflora BRA Bahia X 8 X
1146 pauciflora BRA Bahia X 5 X
1147 pauciflora BRA Bahia X 6 X
1148 pauciflora BRA Bahia X 6 X
1149 pauciflora BRA Bahia X 7 X
1150 pauciflora BRA Bahia X 7 X
1151 pauciflora VEN Bolivar X 8 X
1152 pauciflora BRA Bahia X 8 X
1153 - BRA Bahia X 8 X
1154 pauciflora BRA Distrito Federal X 8 -
1155 pauciflora BRA Bahia X 7 X
1156 pauciflora BRA Maranhéo X 7 X
1157 pauciflora BRA Bahia X 7 X
1229 microcephala - - X 9 X
1230 guianensis BRA Minas Gerais X 10 X
1231 - BRA Minas Gerais X 11 X
1232 - BRA Minas Gerais X 12 X
1233 - - - X 9 -
1234 - - - X 6 X
1235 - - - X 4 X
1236 pauciflora BRA Goiés X 6 X
1237 canescens BRA Tocantins X 2 X
1238 pauciflora BRA Para X 6 X
1239 - BRA Para X 2 X
1329 pauciflora BRA Espirito Santo X 9 X
1330 pauciflora BRA Espirito Santo X 6 -
1331 pauciflora BRA Bahia X 6 X
1342 microcephala BRA Bahia X 9 -
1343 pauciflora BRA Bahia X 4 X
1352 pauciflora BRA Bahia X 1 X
1353 pauciflora BRA Goiés X 6 X
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1354 pauciflora BRA Espirito Santo X 6 X
1356 pauciflora BRA Goias X 6 X
1360 pauciflora BRA Piaui X 8 X
1362 pauciflora BRA Ceara X 8 X
1365 pauciflora  VEN Monagas X 6 X
1366 pauciflora BRA Bahia X 6 X
1368 pauciflora BRA Minas Gerais X 3 X
1369 pauciflora BRA Bahia X 7 X
1371 microcephala BRA Goiés X 9 X
1372 pauciflora BRA Pernambuco X 9 X
1374 pauciflora BRA Pernambuco X 1 X
1375 pauciflora BRA Bahia X 7 X
1380 - BRA Bahia X 8 X
1381 pauciflora BRA Bahia X 6 X
1619 - VEN Monagas X 6 X
1620 pauciflora BRA Bahia X 4 X
1621 pauciflora VEN Monagas X 6 -
1622 pauciflora VEN Monagas X 6 X
1623 pauciflora VEN Monagas X 6 X
1624 pauciflora VEN Monagas X 6 X
1625 pauciflora VEN Monagas X 7 X
1626 pauciflora VEN Monagas X 6 X
1627 pauciflora VEN Monagas X 7 X
1628 pauciflora VEN Anzoategui X 6 X
1629 pauciflora  VEN Anzoategui X 8 X
1631 pauciflora BRA Goiés X 6 -
1632 pauciflora BRA Bahia X 13 -
1635 pauciflora BRA Maranhéo X 6 X
2203 pauciflora BRA Bahia X 8 X
2204 pauciflora BRA Goiés X 6 -
2205 pauciflora BRA Alagoas X 8 -
2206 pauciflora BRA Paréiba X 9 -
2461 guianensis BRA Goiés X 3 X
2462 guianensis BRA Mato Grosso X 3 X
2463 guianensis BRA Para X 3 X
2464 guianensis BRA Tocantins X 13 X
2703 pauciflora BRA Bahia X 8 X
2704 pauciflora BRA Goiés X 8 X
2705 pauciflora BRA Piaui X 6 X
2707 pauciflora BRA Bahia X 8 X
2708 pauciflora BRA Bahia X 8 X
2723 pauciflora BRA Minas Gerais X 4 X
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2724 pauciflora BRA Goiés X 8 X
2725 pauciflora BRA Bahia X 4 X
2726 pauciflora BRA Paraiba X 8 -
2727 pauciflora BRA Bahia X 7 X
2730 pauciflora BRA Goias X 6 X
2731 pauciflora BRA Goiés X 8 -
2732 pauciflora BRA Bahia X 6 X
2733 pauciflora BRA Goias X X
2734 pauciflora BRA Paraiba X 9 X
2735 pauciflora BRA Alagoas X 8 X
2736 pauciflora BRA Bahia X 1 X
2738 pauciflora BRA Ceara X 8 X
2739 pauciflora BRA Tocantins X 8 X
2740 pauciflora BRA Goiés X 4 X
2741 pauciflora BRA Alagoas X 6 X
2742 - BRA Bahia - - X
2743 pauciflora BRA Bahia X 6 X
2744 pauciflora BRA Bahia X 13 X
2745 pauciflora BRA Bahia X 8 X
2746 pauciflora BRA Tocantins X 7 X
2747 pauciflora BRA Goiéas X 11 X
2748 pauciflora BRA Goiéas X 8 X
2749 pauciflora BRA Maranhéo X 8 X
2750 pauciflora BRA Goiéas X 8 X
2752 pauciflora BRA Bahia X 1 X
2753 pauciflora  VEN Monagas X 6 X
2755 pauciflora BRA Alagoas X 8 X
2757 pauciflora BRA Maranhéo X 8 X
2758 pauciflora BRA Mato Grosso X 10 X
2759 pauciflora BRA Bahia X 1 X
2760 pauciflora BRA Bahia X 1 X
2761 pauciflora BRA Distrito Federal X 1 X
2762 pauciflora  VEN Monagas X 8 X
2763 - BRA Bahia X 6 X
2764 pauciflora BRA Goiés X 1 -
2765 pauciflora BRA Piaui X 8 X
2766 pauciflora BRA Distrito Federal X 1 X
2767 pauciflora BRA Tocantins X 6 X
2768 pauciflora - - X 6 X
2769 pauciflora BRA Tocantins X 8 -
2770 pauciflora BRA Tocantins X 6 X
2771 pauciflora BRA Espirito Santo X 6 X
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2772 pauciflora BRA Bahia X 6 X
2774 pauciflora  VEN Carabobo X 1 -
2775 pauciflora BRA Bahia X 7 X
2776 pauciflora BRA Distrito Federal X 1 X
4122 guianensis BRA Minas Gerais X 5 X
4142 guianensis BRA Tocantins X 2 X
4143 canescens BRA Tocantins X 5 X
4144 canescens BRA Tocantins X 11 X
4145 guianensis BRA Tocantins X 11 -
4157 canescens BRA Minas Gerais X X
4160 canescens BRA Minas Gerais X -
4171 - BRA Goiés X X
4172 canescens BRA Goias X X
4173 canescens BRA Tocantins X 10 X
4174 - BRA Maranhéo X 2 X
4175 canescens BRA Tocantins X 10 X
4176 canescens BRA Séo Paulo X 5 X
4186 pauciflora BRA Bahia X 1 X
4187 pauciflora BRA Goiéas X 1 X
4188 pauciflora BRA Bahia X 10 X
4189 pauciflora BRA Goiéas X 11 X
4190 pauciflora BRA Ceara X 8 X
4191 pauciflora BRA Ceara X 1 X
4192 guianensis BRA Bahia X 4 X
4193 pauciflora BRA Bahia X 4 X
4194 pauciflora BRA Distrito Federal X 1 X
4195 pauciflora BRA Goiés X 6 X
4196 pauciflora BRA Maranhéo X 9 X
4197 - BRA Ceard X 1 X
4198 pauciflora BRA Ceard X 8 X
4199 pauciflora BRA Bahia X 4 X
4227 canescens BRA Séo Paulo X 5 X
4229 canescens BRA Minas Gerais X 5 X
4230 canescens BRA Séo Paulo X 5 X
4232 canescens BRA Minas Gerais X 5 X
4233 canescens BRA Séo Paulo X 5 X
4234 canescens BRA Goiés X 5 X
4235 canescens BRA Séo Paulo X 5 X
4236 guianensis BRA Séo Paulo X 5 X
4237 guianensis BRA Minas Gerais X 5 X
4238 guianensis BRA Rio de Janeiro X 5 X
4239 guianensis BRA Minas Gerais X 10 X
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4240 guianensis BRA Rio de Janeiro X 11 X
4241 guianensis BRA Rio de Janeiro X 5 X
4259 guianensis BRA Minas Gerais X 12 X
4260 guianensis BRA Minas Gerais X 5 X
4261 pauciflora BRA Espirito Santo X 3 X
4262 guianensis BRA Minas Gerais X 5 X
4263 guianensis BRA Minas Gerais X 5 -
4264 guianensis BRA Minas Gerais X 5 X
4265 guianensis BRA Minas Gerais X 5 X
4267 guianensis BRA Minas Gerais X 5 X
4268 guianensis BRA Séo Paulo X 5 -
4274 pauciflora BRA Séo Paulo X 5 X
4275 pauciflora BRA Minas Gerais X 5 X
4283 - BRA Goiés X 9 X
4284 microcephala BRA Goiés X 9 X
4285 microcephala BRA Goias X 9 X
4286 - BRA Goiés X 2 X
4287 pauciflora BRA Distrito Federal X 1 X
4288 pauciflora BRA Goiéas X 6 -
4289 pauciflora BRA Goiéas X 6 X
4290 pauciflora BRA Goiéas X 6 X
4291 pauciflora BRA Goiéas X 13 -
4292 pauciflora BRA Goiéas X 4 X
4293 pauciflora BRA Goiéas X 1 X
4294 pauciflora BRA Goiés X 6 X
4295 canescens BRA Minas Gerais X 2 -
4296 pauciflora BRA Minas Gerais X 6 X
4297 pauciflora BRA Séo Paulo X 6 X
4298 pauciflora BRA Séo Paulo X 8 X
4299 - BRA Minas Gerais X 5 -
4300 guianensis BRA Minas Gerais X 5 X
4301 - BRA Séo Paulo X 5 X
4302 microcephala BRA Rio de Janeiro X 2 X
4305 guianensis BRA Minas Gerais X 10 X
4306 guianensis BRA Minas Gerais X 12 X
4307 guianensis BRA Minas Gerais X 12 X
4308 canescens BRA Minas Gerais X 5 X
4309 microcephala BRA Minas Gerais X 12 -
4310 microcephala BRA Minas Gerais X 9 -
4311 guianensis BRA Minas Gerais X 12 X
4312 guianensis BRA Para X 13 X
4313 guianensis BRA Para X 2 X
Continua...



Anexo A. Cont.

132

Ne Variedade Local de Coleta Caracterizacdo Grupo Caracterizacdo
CPAC boténica Pais Unidade federativa ~ morfoagrondmica morfoagrondmico  molecular
4314 guianensis BRA Para X 2 X
4315 guianensis BRA Para X 2 X
4316 guianensis BRA Para X 2 -
4317 guianensis BRA Paré - - X
4318 guianensis BRA Para X 2 -
4319 guianensis BRA Para X 2 X
4320 guianensis BRA Para X 5 X
4321 guianensis BRA Para X 2 X
4322 guianensis BRA Para X 2 X
4323 guianensis BRA Para X 2 X
4324 guianensis BRA Para X 13 X
4325 guianensis BRA Para X 2 X
4326 guianensis BRA Para X 2 X
4327 guianensis BRA Para X 2 X
4328 guianensis BRA Para X 2 X
4329 guianensis BRA Para X 2 X
4330 guianensis BRA Para X 2 -
4331 guianensis BRA Para X 2 X
4332 guianensis BRA Para X 2 -
4333 guianensis BRA Para X 2 X
4334 - BRA Séo Paulo X 5 -
4336 - BRA Séo Paulo X 5 X
4337 - BRA Séo Paulo X 5 X
4338 - BRA Séo Paulo X 2 X
4339 - BRA Séo Paulo X 12 X
4364 - BRA Séo Paulo X 2 X
4528 - - - X 2 X
4529 guianensis BRA Minas Gerais X X
4530 guianensis - - X 10 X
5187 pauciflora BRA Minas Gerais X 4 X
5192 pauciflora BRA Minas Gerais X 11 X
5204 canescens BRA Goiés X 13 X
5206 canescens BRA Minas Gerais X 5 X
5213 pauciflora BRA Séo Paulo X 13 X
5214 canescens BRA Séo Paulo X 5 -
5215 pauciflora BRA Séo Paulo X 13 X
5216 canescens BRA Séo Paulo X X
5218 pauciflora BRA Séo Paulo X -
5219 pauciflora BRA Séo Paulo X 13 X
5220 pauciflora BRA Séo Paulo X 13 X
5221 canescens BRA Séo Paulo X 13 X
5223 canescens BRA Séo Paulo X 13 -
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5224 canescens BRA Séo Paulo X 5 X
5229 canescens BRA Séo Paulo X 5 -
5230 guianensis BRA Séo Paulo X 5 X
5233 guianensis BRA Séo Paulo X 11 X
5235 guianensis BRA S&o Paulo X 5 X
5236 microcephala BRA Minas Gerais X 9 X
5237 canescens BRA Minas Gerais X 5 X
5239 microcephala BRA Goias X 9 X
5247 microcephala BRA Goias X 9 X
5248 pauciflora BRA Goias X 8 X
5249 pauciflora BRA Goias X 8 X
5250 pauciflora BRA  Mato Grosso do Sul X 13 -
5254 pauciflora BRA  Mato Grosso do Sul X 13 X
5262 microcephala BRA  Mato Grosso do Sul X 13 X
5272 pauciflora BRA  Mato Grosso do Sul X 13 X
5277 pauciflora BRA Minas Gerais X 11 X
5279 microcephala BRA Minas Gerais X 9 X
5282 pauciflora BRA Minas Gerais X 3 -
5283 pauciflora BRA Minas Gerais X 4 X
5286 pauciflora BRA Goiéas X 6 X
5294 - - - X 12 X
5295 - - - X 9 X
5343 - - - X 12 X
5349 - BRA Bahia X 8 X
5352 - BRA - - - X
1361-a - BRA Pernambuco X 8 X
5213a - BRA Séo Paulo X 13 X
5413 pauciflora BRA Séo Paulo X 9 X
5414 - BRA Séo Paulo X 13 -
5415 guianensis  BRA Rio de Janeiro X 11 -
5416 guianensis  BRA Rio de Janeiro X X
5418 - - - X X
5419 - - - X X
5420 guianensis - - X 10 X
5421 - - - X 4 B
5422 - - - X 9 X
5423 - - - X 11 X
5424 - - - X -
5425 - - - X X
5426 - - - X 10 X
5427 - - - X 12 -
5428 - BRA Para X 2 X
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5429 - BRA Para X 13 X
5430 - BRA Maranh&o X X
5431 - BRA Distrito Federal X X
5432 microcephala BRA Goias X X
5433 microcephala BRA Tocantins X X
5434 - BRA Minas Gerais X 12 X
5435 - BRA Minas Gerais X 12 X
5436 - BRA Espirito Santo X 12 X
5437 - BRA Bahia X 10 X
5438 guianensis BRA Minas Gerais X 13 -
5439 canescens BRA Minas Gerais X 12 X
5440 canescens BRA Minas Gerais X 13 X
5441 canescens BRA Minas Gerais X 13 X
5442 - BRA Bahia X 13 -
5443 - BRA Minas Gerais X 13 X
5444 canescens BRA Minas Gerais X 13 X
5445 canescens BRA Minas Gerais X 12 X
5446 - BRA Minas Gerais X 13 X
5447 canescens BRA Minas Gerais X 13 X
5448 canescens BRA Minas Gerais X 13 X
5449 canescens BRA Minas Gerais X 12 X
5450 canescens BRA Minas Gerais X 12 -
5451 - BRA Minas Gerais X 12 X
5452 canescens BRA Minas Gerais X 12 -
5453 - BRA Minas Gerais X 13 -
5454 canescens BRA Minas Gerais X 10 X
5455 canescens BRA Minas Gerais X 13 X
5456 - BRA Minas Gerais X 12 X
5457 canescens BRA Minas Gerais X 10 -
5458 canescens BRA Minas Gerais X 10 X
5459 canescens BRA Minas Gerais X 13 -
5460 canescens BRA Minas Gerais X 5 X
5461 canescens BRA Minas Gerais X 13 -
5462 canescens BRA Minas Gerais X 13 X
5463 - BRA Minas Gerais X 12 -
5464 - BRA Minas Gerais X 11 X
5465 - BRA Minas Gerais X 11 X
5466 - BRA Minas Gerais X 13 X
5467 - BRA Minas Gerais X 12 X
5468 - BRA Minas Gerais X X
5469 - BRA Minas Gerais X X
5470 - BRA Minas Gerais X X
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5471 microcephala BRA Minas Gerais X 11 X
5472 - BRA Minas Gerais X X
5473 microcephala BRA Minas Gerais X X
5474 - BRA Minas Gerais X 12 X
5475 microcephala - - X 9 X
5476 microcephala BRA Minas Gerais X 11 X
5477 microcephala - - X 11 X
5478 guianensis BRA Minas Gerais X 12 -
5480 guianensis BRA Minas Gerais X 12 X
5481 - BRA Minas Gerais X 12 X
5482 guianensis BRA Minas Gerais X 12 X
5483 guianensis BRA Minas Gerais X 12 X
5484 - BRA Minas Gerais X 12 X
5485 guianensis BRA Minas Gerais X 12 -
5486 guianensis BRA Minas Gerais X 12 X
5487 pauciflora BRA Minas Gerais X 12 X
5488 pauciflora BRA Minas Gerais X 9 X
5489 guianensis BRA Minas Gerais X 13 X
5490 microcephala BRA Minas Gerais X 13 X
5491 - BRA Minas Gerais X 13 X
5492 guianensis BRA Minas Gerais X 9 X
5493 guianensis BRA Minas Gerais X 12 X
5494 pauciflora BRA Minas Gerais X 6 -
5495 - BRA Minas Gerais X 12 X
5496 guianensis BRA Minas Gerais X 12 X
5497 guianensis BRA Minas Gerais X 10 X
5498 - - - X 12 -
5499 - BRA Minas Gerais X 13 X
5500 guianensis BRA Minas Gerais X 12 X
5501 guianensis BRA Minas Gerais X 12 X
5502 guianensis BRA Minas Gerais X 13 X
5503 - BRA Minas Gerais X 12 X
5504 - BRA Minas Gerais - - X
5505 guianensis BRA Minas Gerais X 12 X
5506 guianensis BRA Minas Gerais X 12 X
5507 guianensis BRA Minas Gerais X 5 X
5508 guianensis BRA Minas Gerais X 12 -
5509 - BRA Minas Gerais X 12 X
5510 guianensis BRA Minas Gerais X 12 X
5511 guianensis BRA Minas Gerais X 12 X
5512 - BRA Minas Gerais X 3 X
5513 guianensis BRA Minas Gerais X 12 X
C
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5514 guianensis BRA Minas Gerais X 11 X
5515 guianensis BRA Minas Gerais X 11 X
5516 - BRA Minas Gerais X 11 X
5518 - BRA Minas Gerais - - X
5519 - BRA Minas Gerais X 11 X
5520 - BRA Minas Gerais X 11 X
5521 - BRA Minas Gerais X 11 X
5522 guianensis BRA Minas Gerais X 10 -
5523 guianensis BRA Minas Gerais X 10 X
5524 guianensis BRA Minas Gerais X 11 -
5525 guianensis BRA Minas Gerais X 10 X
5526 guianensis BRA Minas Gerais X 10 X
5527 guianensis BRA Minas Gerais X 6 X
5528 - BRA Minas Gerais X 10 -
5529 guianensis BRA Minas Gerais X 11 X
5530 guianensis BRA Minas Gerais X 12 X
5531 pauciflora BRA Minas Gerais X 1 X
5532 - BRA Minas Gerais X 10 X
5533 guianensis BRA Minas Gerais X 11 X
5534 guianensis BRA Minas Gerais X 4 X
5535 guianensis BRA Minas Gerais X 11 -
5536 guianensis BRA Minas Gerais X 4 X
5537 - BRA Goias X 6 -
5538 - BRA Minas Gerais X 4 X
5539 guianensis BRA Minas Gerais X 11 X
5540 guianensis BRA Minas Gerais X 3 X
5541 - BRA Minas Gerais X 10 -
5542 guianensis - - X 12 X
5543 pauciflora BRA Goiés X X
5544 pauciflora BRA Goiés X X
5545 - BRA Mato Grosso X X
5546 canescens BRA Mato Grosso X 13 X
5547 guianensis BRA Mato Grosso X 10 -
5449 - - - X 13 X
5550 - - - X 11 X
5551 - - - X 12 X
5552 - - - X 5 X
5553 - - - X 10 X
5554 - - - X 10 X
5555 - - - X 12 X
5556 - - - X 11 X
5557 - - - X 1 -
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5558 - - - X 13 -
5559 - - - X 10 X
5560 - - - X 12 X
5561 - - - - - X
5562 - - - X 13 X
5563 - - - X 13 -
5564 - - - X 13 X
5565 - - - X 13 X
5566 - - - X 9 X
5568 - BRA Minas Gerais X X
5569 - - - X 13 X
5570 - - - X 12 -
5571 - - - X 1 X
5572 - - - X 10 X
5573 - - - X 12 X
5574 - - - X 13 X
5575 - - - X 1 X
5576 guianensis BRA Para X 13 X
5577 guianensis BRA Para X 12 -
5578 guianensis BRA Para X 13 -
5579 guianensis BRA Minas Gerais X 1 X
5580 pauciflora BRA Minas Gerais X 6 X
5581 - - - X 9 X
5582 - - - X 2 X
5584 - - - X 12 -
5585 - - - X 2 X
5586 - - - X 12 -
5587 - BRA Minas Gerais X 4 X
5589 pauciflora BRA Minas Gerais X 1 X
5590 - BRA Minas Gerais X 3 X
5591 - BRA Minas Gerais X 1 -
5592 - BRA Minas Gerais X 6 X
5593 guianensis BRA Minas Gerais X 10 X
5594 guianensis BRA Minas Gerais X 12 X
5595 guianensis BRA Minas Gerais X 12 X
5596 guianensis BRA Minas Gerais X 12 X
5597 guianensis BRA Minas Gerais X 12 X
5598 guianensis BRA Minas Gerais X 3 -
5599 guianensis BRA Minas Gerais X 4 X
5600 guianensis BRA Minas Gerais X 4 X
5601 guianensis BRA Minas Gerais X 3 X
5602 guianensis BRA Minas Gerais X 3 X
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5603 guianensis BRA Minas Gerais X 10 X
5604 pauciflora BRA Tocantins X 8 X
5606 pauciflora BRA Goias X 6 X
5607 pauciflora BRA Bahia X 6 X
5609 guianensis BRA Minas Gerais X 3 X
5610 A - - X 1 -
5376 - BRA Goiés X 9 X
5377 - - - X 1 X
5378 - BRA Tocantins X 11 X
5379 - - - X 12 X
5380 - BRA Tocantins X 10 X
5381 microcephala BRA Tocantins X 8 X
5382 microcephala BRA Tocantins X 9 X
5383 microcephala BRA Tocantins X 9 X
5384 microcephala BRA Tocantins X 9 X
5385 pauciflora BRA Goias X 1 X
5386 pauciflora BRA Goias X 1 X
5387 - - - X 9 X
5388 - - - X 9 X
5389 - - - X 1 X
5390 - - - X 1 X
5391 - - - X 1 -
5392 - - - X 1 X
5393 - - - X 1 X
5394 - - - X 10 -
5395 - - - X 11 -
5396 - - - X 1 -
5398 - - - X 6 -
5399 - - - X 6 -
5400 - - - X 6 -
5401 pauciflora BRA Goiés X 11 -
5402 guianensis BRA Goiés X 11 -
5403 canescens BRA Mato Grosso X 13 -
5404 guianensis BRA Mato Grosso X 12 -
5405 pauciflora BRA Mato Grosso X 11 -
5406 guianensis BRA Mato Grosso X 2 -
5407 microcephala BRA Mato Grosso X 9 -
5408 microcephala BRA Maranhéo X 9 -
5409 - - - X 3 -
5410 - - - X 1 -
5411 - - - X 13 -
5412 - - - X 13 -

! Dados ndo disponiveis ou

nao coletados.



