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Introducéo

Em Stylosanthes, importante género de leguminosas
forrageiras tropicais, existem poucas informacfes com
relacdo ao sistema de cruzamento. Ha relatos de
espécies autdbgamas, S. scabra [1], e de reproducéo
mista, S. capitatae S. guianensis[2,3].

O sistema de reproducéo tem papel fundamental na
determinacdo da estrutura genética de populagdes e
importante implicagdes préticas nos programa de
melhoramento, desde a formagdo e manutencdo de
germoplasma, na escolha de métodos de melhoramento
adequados e na producdo de sementes[4].

Uma das maneiras de se conhecer o sistema
reprodutivo de uma espécie é através da estimativa da
taxa de cruzamento obtida a partir de marcadores
genéticos usando progénies de polinizacdo aberta ()
[5]. Marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA), embora de caréter dominante, tém sido utilizados
com sucesso para estimar a taxa de cruzamento de
diferentes espécies e populagdes[5, 6, 7].

Dessa forma, o0 objetivo deste trabalho foi estimar a
taxa de cruzamento em S. capitata usando marcadores
RAPD em estrutura de progénies, baseando-se no
modelo misto de reproducéo.

Material e métodos

Material Vegetal

Vinte progénies foram colhidas em um experimento
de avaliagdo de 35 acessos, com 1260 plantas. Dez
plantas de cada progénie, num total de 200 individuos,
tiveram seus DNAS extraidos utilizando a metodologia
de Bonato et al. [8]. Os DNAs foram quantificados em
gel de agarose 0,8%, por comparagdo com padrdes de
concentragdo conhecida (100, 300 e 500 ng/ni.).

ReacOes de RAPD

As reagdes foram preparadas em volume final de 25
pL contendo: 2 mM MgCl,, 0,08 mM dNTPs, 4% DMSO
(Sgma), 1 U Taq DNA polimerase, 1x tampéo da Taq
DNA polimerase, 0,4 UM de primer e 20 ng de DNA

gendémico. As amplificagdes foram readlizadas em
termociclador PTC 100 (MJ Research) seguindo 40 ciclos
de: desnaturacdo (94°C, 1 min.), alinhamento dos primers
(40°C, 1,5 min.) e extensdo (72°C, 2 min.); seguidos de uma
extensdo final (72°C, 7 min.). Os produtos amplificados
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5%,
contendo brometo de etidio (0,5 pL/mL). Apds, os géis
foram fotografados e analisados.

Nove primers foram utilizados nas andlises: A20, AF02,
C02, C09, D03, L0O7, 03, 32, 39.

Andlise dos Dados

Uma matriz de dados binarios foi gerada apés leitura dos
géis de RAPD, onde se utilizou o valor “1” para a presenca
do marcador e “2" para sua auséncia. Somente locos
polimorficos foram utilizados nas andlises. Esses dados
foram analisados pelo programa MLDT (Estimation of
Outcrossing with Dominant Markers) [9], que permitiu
estimar: a taxa de cruzamento multiloco {); a taxa de
cruzamento uniloco (s); a taxa de autofecundagdo (s= 1 -
tn); a taxa de cruzamento entre aparentados €., - ty); O
coeficiente de endogamia dos genitores (F); a correlacdo de
paternidade multiloco ¢, e a correlagdo de paternidade
uniloco (rp). Essas estimativas foram calculadas pelo
método de maxima verossimilhanga, algoritmo numérico
Esperanga-Maximizagdo (EM). A variéncia dos parémetros
avaliados foi estimada por 1000 reamostragens
randomizadas (bootstraps) feitas dentro de progénies.

Resultados

Os nove primers geraram 39 locos (bandas) adequados
para se estimar os pardmetros do sistema de reproducéo de
S. capitata. O primer 32 gerou 0 maior nimero de bandas
polimodrficas (8) e 0 DO3, o menor nimero (1). A Fig. Lilustra
0 padréo de bandas de duas progénies de S. capitata
obtido com o primer 32.

As estimativas de t,, (0,663 + 0,066), ts (0,618 £ 0,060), e s
(0,337) (Tab. 1), evidenciaram que S. capitata € uma espécie
de reproduc&o mista.

A diferenca entre as estimativas de t, e ts (0,045 £ 0,032)
foi baixa e estatisticamente igual a zero, considerando-se o
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erro padrdo da média, indicando que a ocorréncia de
cruzamentos entre genitores aparentados ndo foi
significativa.

O coeficiente de endogamia (F) (Tab. 1) estimado
para 0s gendtipos maternos foi alto e estatisticamente
significativo (0,571 + 0,055), o que indica uma dta
homozigose (em média 57%) em cada genitor. Essa taxa
€ superior a estimada na geragdo atua (F = 0,20).

As estimativas de correlagdo de paternidade
multilocos r,n (0,309 + 0,030) e unilocos ry (0,124 +
0,006) foram estatisticamente  significativas,
evidenciando a ocorréncia de cruzamentos biparentais,
ou seja, progénies geradas pelos mesmos genitores
materno e paterno (irmdos completos). A diferenca
entre essas correlages foi baixa (0,185 £ 0,028), mas
significativamente diferente de zero, revelando que
cada genitor masculino contribuiu para a geragdo de
diferentes familias de irmaos completos.

Discusséao

Os resultados comprovaram que S. capitata é uma
espécie de reproducdo mista e que neste ciclo
reprodutivo, 33,7% das plantas foram originadas por
autofecundag@o e 66,3% por cruzamentos, sendo 61,8%
entre individuos ndo aparentados e 4,5% entre
aparentados. Miles [2] encontrou 20% de alogamia em
S. capitata usando marcadores morfolégicos, num
estudo realizado na Col6mbia. Alteragdes nas taxas de
cruzamento em diferentes populaces de uma espécie
pode ser explicada por fatores como: alteracfes no
comportamento e, ou, na densidade de animais
polinizadores [10]; e o marcador genético utilizado.
Marcadores RAPD, usados aqui, derivam, geralmente,
de regides nao-codificantes do DNA e sao neutros;
enquanto os marcadores morfol6gicos, usados por
Miles [2], sdo derivados de regides codificantes do
DNA e, em geral, sofrem influéncia do ambiente e
conferem algum valor adaptativo [4].

As estimativas das correlagbes de parentesco
multiloco e uniloco denotam que as plantas originadas
de cruzamentos sdo constituidas, ndo apenas de meios
irméos, mas também de irmaos completos. As possiveis
explicagbes para a ocorréncia de cruzamentos
biparentais incluem: 0o comportamento  dos
polinizadores, com visitas sistematicas de plantas
proximas; e o assincronismo no florescimento dos
acessos de S. capitata utilizados como genitores.

O conhecimento da taxa de cruzamento em S
capitata é determinante na definico de estratégias de
manutencdo de seu germoplasma e de melhoramento,
nas estimativas de par@metros genéticos, predicdo de

valores genéticos dos individuos candidatos a selecéo e
dos tipos de cultivares a serem obtidas. Diante dos
resultados evidencia-se a necessidade de explorar a
variabilidade genética dentro de progénies e dentro de
acessos de S. capitata, de forma a obter maiores ganhos
com selecdo em curto prazo e definir estratégias mais
indicadas para o melhoramento da espécie.
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Figura 1. Padré&o de bandas de duas progénies de S. capitata, gerado com osprimer 32: 1 a 10, individuos da progénie;
11 a 20, individuos da progénie Il; M, marcador de peso molecular 1kb plus DNA ladder.

Tabela 1: Estimativas dos parametros associados ao modo de cruzamento de S. capitata.

Parémetros Estimativas (erro padréo)
Taxa de cruzamento multiloco (ty) 0,663 (0,066)
Taxa de cruzamento uniloco (tg) 0,618 (0,060)
Taxa de autofecundagdo (s = 1 —ty,) 0,337
Taxa de cruzamento entre parentes (tm - ts) 0,045 (0,032)
Coeficiente de endogamia dos genitores maternos (F) 0,571 (0,055)
Correlagdo de paternidade multiloco (rpm) 0,309 (0,030)

Correlacdo de paternidade uniloco (r ) 0,124 (0,006)




