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Diversidade genetica entre acessos de
canafistula (Senna spectabilis) por
marcadores RAPD
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Maria Perpetuo Socorro Bona Cortez do Nascimento®, Paulo Sarmanho da Costa Lima®

Introducéo

A caatinga possui uma flora caracterizada por
grande presenga de espécies forrageiras, constituindo-
se na mais importante fonte de alimentacio para os
rebanhos dessa regido, chegando a participar em até
90% da dieta de caprinos e ovinos (GONZAGA NETO
etal., 2001).

Uma das espécies de forrageira bastante utilizada
na alimentagdo animal € a Canafistula (Senna
spectabilis (DC.) H.S. Irwin & Barneby.), uma
leguminosa Fabaceae arborea que tem utilizacdo
forrageira e madeireira.

Os Bancos Ativos de Germoplasma (BAGs) sdo
uma alternativa para a conservacdo dos recursos
genéticos. A avaliagdo da diversidade genética entre 0s
acessos de um BAG resulta em informagfes sobre
potenciais genitores a serem utilizados em programas
de melhoramento; possibilita a identificacdo de
duplicatas e o intercdAmbio de germoplasma entre
pesquisadores; e de acordo com Nass (2007), € uma
forma de conciliar os esfor¢cos de conservagdo da
agrobiodiversidade com 0 desenvolvimento
sustentavel.

Os marcadores moleculares tém sido amplamente
utilizados na caracterizagcdo de germoplasma,
principalmente por fornecer informacdes sobre a
variabilidade genética do DNA, ao eliminar possiveis
efeitos ambientais (CASTRO et al., 2004; CHIORATO
et al., 2007).

Entre os marcadores moleculares baseados em PCR
(Reacdo em cadeia de polimerase), a técnica RAPD
(Polimorfismo de DNA amplificado ao acaso) tem sido
mais utilizada na analise da diversidade genética de
populacdes naturais, populacdes de melhoramento e em
acessos de bancos de germoplasma, por ser
considerada de  baixo custo (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998). Outra vantagem da técnica
RAPD é que os primers utilizados podem encontrar,
aleatoriamente, regiGes no DNA e, portanto, nao

necessita do conhecimento prévio de sequéncias do
genoma a ser analisado (CAIXETA et al., 2003).

Nesse sentido, objetivou-se estudar a diversidade
genética existente entre os acessos de canafistula do
banco de germoplasma de forrageiras da Embrapa
Meio-Norte por meio de marcadores RAPD.

Material e Métodos

Para extracdo de material genético foram utilizadas
folhas jovens e sadias de plantas de canafistula,
oriundos do banco de germoplasma de forrageiras da
Embrapa Meio-Norte, em Teresina, Pl, sendo
aproximadamente, 100 mg de tecido foliar de cada
planta. A extracdo do DNA foi realizada obedecendo-
se as recomendac0es dos kits de purificacdo da Qiagen.
A quantificacdo foi realizada em gel de agarose a 0,8%
com TBE (Tris-Borato-EDTA) 0,5 x corado com
SYBR® Safe DNA Gel Stain (Invitrogen),
comparando-se 0 DNA das amostras com 0 DNA - A na
concentracdo de 150 ng.

Neste estudo foram utilizados 15 primers
previamente selecionados para andlise de diversidade
genética em canafistula por possuirem maior nimero
de marcadores polimoérficos e de boa qualidade para
leitura (SANTOS et al., 2009). Os primers utilizados
nesse trabalho foram A07, A12, B04, M02, M04, MO05,
MO07, M09, M15, M16, M19, N0O6, N10, N12, e N14.

As reacdes de amplificacdo foram preparadas em
volume final de 20 pl contendo 15 ng de DNA, 0,25 mM
de dNTP, 1U de TagPolimerase (Invitrogen), 0,2 uM de
primer, 3,0 mM de MgCly, 2,0 pl | de tampéo 1X e H,O
ultrapura. Essas reacdes foram realizadas com uma etapa
inicial de desnaturacdo de 1 min a 92°C, seguida de 45
ciclos de 1 min a 92°C para desnaturacdo, 1 min a 35°C
para anelamento, 2 min a 72°C e uma extenséo final de 5
min a 72°C. Os produtos das reacfes foram visualizados
em gel de agarose a 1,5%, corado com SYBR® Safe DNA
Gel Stain (Invitrogen) e fotodocumentados sob luz
ultravioleta.
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As bandas dos fragmentos amplificados ao acaso
foram codificadas como caracteres binérios, 0 e 1,
correspondendo a auséncia e presenca de bandas,
respectivamente. A partir desses dados, foi estimada a
similaridade genética entre os genotipos, utilizando-se
o coeficiente de similaridade de Jaccard, calculado pelo
programa PAST v.1.34 (HAMMER et al., 2001).

A partir da matriz de similaridade gerada foi realizada
a andlise de agrupamento pelo método de Ligagdo Média
entre Grupos (UPGMA). O coeficiente de correlagéo
cofenético (r) foi calculado, por meio da matriz de
similaridade e do dendrograma obtido. E a partir da matriz
binaria dos fragmentos amplificados, foi calculado o
indice de confiabilidade de bootstrap, gerando um
dendrograma a partir de 1.000 permutacdes.

Resultados

Os 15 primers RAPD revelaram um total de 107
bandas, sendo 59 polimorficas (55,14%) (Tabela 1).
Foi observada uma variagho de 1 a 8 locos
polimérficos e média de 7 bandas por primer, sendo
evidente o alto polimorfismo entre os acessos.

A matriz de similaridade obtida por meio do
coeficiente de Jaccard entre os acessos com base nos
marcadores RAPD (Tabela 2) revelou que o coeficiente
de similaridade entre os pares de acessos variou de
0,65 a 0,83 e apresentou média de 0,74, o par mais
similar ocorreu entre os individuos CAN.4 e CAN.5,
enquanto o par mais dissimilar foi registrado entre os
individuos CAN.1 e CAN.6.

Os marcadores RAPD  possibilitaram a
diferenciacdo genética e o dendrograma permitiu a
separacdo em trés grupos (dgn, = 0,74) (Figura 1). A
confiabilidade dos dados e a consisténcia dos nds
foram constatadas pelos valores do bootstrap e pelo
coeficiente de correlagéo cofenético (83,76%).

Discussao

Dentre os primers de RAPD utilizados no presente
estudo, aqueles que possuem maior potencial para
utilizacdo, em analise de variabilidade genética em
canafistula, sdo: A07, A12, M04, M05, MO7 e M15,
pois produziram, pelo menos, cinco ou mais bandas
polimérficas, resultado semelhante foram observados
como por Santos et al. (2009).

A importancia de indices de dissimilaridade
genética esta na avaliacdo das relagdes entre genotipos
com o objetivo de administrar informagGes disponiveis
em bancos de germoplasma ou para recomendar
cruzamentos entre parentais divergentes em programas
de hibridacdo (CRUZ, 2001). A alta diversidade
genética entre os acessos de canafistula foi observada,
sendo que, 53,57% dos pares de acessos demonstraram
diversidades genéticas iguais ou abaixo da média geral,
podendo ser indicados em programas de
melhoramento. Altos indices de diversidade genética
pode ser observado em outras espécies de forrageiras
utilizando os marcadores RAPD, como o trabalho
realizado por Zorzatto et al. (2009), com Brachiaria
dictyoneura, onde observaram uma média de 0,53
denotando uma alta variabilidade entre os acessos.
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Tabela 1 - Primers de RAPD selecionados, com suas respectivas seqiiéncias, niamero de fragmentos amplificados e

polimérficos.
Primer SeqUiéncia de Nucleotideos N° de fragmentos
Amplificados Polimérficos

A07 5" GTAACCAGC C3’ 8 8
Al2 5 TCG GCG ATA G 3’ 8 6
B04 5" GGACTAGAG T3 5 3
Mo02 5 ACAACGCCT C3% 4 2
Mo04 5 GGC GGTTGT C3 14 8
MO05 5" GGG AAC GTG T3’ 11 5
Mo7 5 CCGTGACTC A% 8 5
M09 5 GTCTTGCGG A3 3 1
M15 5 GACCTACCA C3¥ 8 6
M16 5" GTA ACC AGC C3 9 2
M19 5 CCTTCAGGC A3 6 3
NO6 5" GAGACGCAC A3 5 2
N10 5" ACA ACT GGG G 3’ 5 2
N12 5" CACAGACAC C3’ 8 4
N14 5 TCGTGC GGG T3 5 2
Total 107 59

Tabela 2 - Matriz de Similaridade Genética (Jaccard) obtida a partir de 107 marcadores RAPD para 08 individuos de
canafistula provenientes do BAG de forrageiras da Embrapa Meio-Norte.
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CAN.1 CAN. 2 CAN. 4 CAN. 5 CAN. 6 CAN. 7 CAN. 8 CAN. 9
CAN. 1
CAN. 2 0,71
CAN. 4 0,78 0,77
CAN. 5 0,71 0,76 0,83
CAN. 6 0,65 0,68 0,74 0,66
CAN. 7 0,71 0,72 0,77 0,74 0,73
CAN. 8 0,72 0,73 0,73 0,67 0,61 0,74
CAN. 9 0,71 0,7 0,76 0,79 0,67 0,77 0,74
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Figura 1- Dendrograma gerado pelas similaridades genéticas entre os 08 acessos de canafistula, utilizando o indice de
similaridade de Jaccard, e 0 método de agrupamento UPGMA.
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