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Resumo

As caracterizagdes de germoplasma tiveram grande desenvolvimento nas tltimas décadas,
principalmente os métodos que identificam polimorfismo da seqiiéncia de DNA, conhecidos como
marcadores moleculares, que t€m sido de grande importancia para a andlise de diversidade genética.
Este trabalho teve como objetivo estudar a similaridade genética entre acessos pertencentes ao Banco
Ativo de Germoplasma de Babagcu da Embrapa Meio-Norte, oriundos de Tocantinépolis-TO, Balsas-
MA, Teresina-PI, Ubajara-CE e Ipu-CE por meio de marcadores RAPD. Os dados obtidos a partir da
presenca ou auséncia de bandas foram analisados utilizando-se o programa Past (método UPGMA-
utilizando-se o coeficiente de Jaccard). A maior e menor similaridade entre os acessos foi observada
entre os acessos de Ubajara-CE/Ipu-CE (0,82%) e Balsas-MA/ Ipu-CE (0,53%) respectivamente, o
que € coerente com a proximidade e distincia entre as regides de coleta.

Introducao

O babacu (Orbignya phalerata Mart.) € uma planta da familia das palmiceas Arecaceae,
dotada de frutos drupiceos com sementes oleaginosas e comestiveis das quais se extrai um Oleo,
empregado, sobretudo na alimentagdo, além de ser alvo de pesquisas avangadas para a fabricagdo de
biocombustiveis. O babacu constitui um recurso natural de elevada importincia no Nordeste do Brasil,
como fonte de 6leo industrial, alimento e diversos outros produtos comerciais e de subsisténcia.

Atualmente, no Brasil, encontram-se vastos babaguais espalhados ao sul da bacia amazdnica,
onde a floresta imida cede lugar a vegetagao tipica dos cerrados. Sdo os Estados do Maranhao, Piaui e
Tocantins que concentram as maiores extensdes de matas onde predominam os babacuais, formando
muitas vezes e espontaneamente, agrupamentos homogéneos, bastante densos e escuros, tal a
proximidade entre os grandes coqueiros. As caracterizacdes de germoplasma tiveram grande
desenvolvimento nas ultimas décadas, principalmente os métodos que identificam polimorfismo da
seqiiéncia de acido desoxirribonucléico, conhecidos como marcadores moleculares que t€m sido de
grande importancia para a andlise de diversidade genética.

A caracterizacdo genética € importante para os programas de conservagdo de recursos

genéticos vegetais, pois avalia a distancia entre as populacdes em estudo e pode auxiliar na escolha
das espécies a serem utilizadas na conserva¢ido mediante a estimativa de indices de similaridade entre
os individuos analisados. Além disso, possibilita cruzamentos que favorecerdo a manutengdo da
mdaxima variabilidade genética e evita esfor¢cos na manutencdo de amostras que geneticamente seriam
similares (EGITO et al., 2001).
Os marcadores moleculares surgiram como um a nova ferramenta no processo de melhoramento
genético (MOREIRA, 2001). A técnica de RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) utiliza
primers unicos de seqiiéncia simples e arbitraria para amplificar fragmentos de DNA por PCR
(Polymerase Chain Reaction) (WILLIAMS et al. 1990) possibilitando detectar o polimorfismo do
DNA, amplificado ao acaso em multiplas regides do genoma (DINESH er al., 1996). Essa técnica é a
de menor custo, de menor nimero de etapas, menor tempo para se obter os resultados e maior
facilidade de implementar, o que a torna um dos marcadores mais utilizado e difundido
(MILACH,1998).

A Embrapa Meio-Norte possui um banco de germoplasma de babagu composto de acessos de
babagu que necessitam ser caracterizados para melhor uso da diversidade. Dessa forma este trabalho
teve como objetivo avaliar a diversidade genética de 5 acessos de babagu coletados em
Tocantinépolis-TO, Balsas-MA, Teresina-PI, Ubajara-CE e Ipu-CE, por meio de marcadores RAPD
(Polimorfismo de DNA amplificado ao acaso)



Material e Métodos

Foram coletadas folhas jovens de 5 acessos de babagu, BRA-000078/1 (TO), BRA-
000086/9(BA), BRA-000094/4(TE), BRA-0000108/1(CE) e BRA-0000116/2(CE) oriundos do banco
de germoplasma da Embrapa Meio-Norte, Teresina-PI.

A extracio de DNA foi realizada com material devidamente desidratado, macerado em
nitrogénio liquido, utilizando-se DNeasy® Plant Mini Kit. A quantificacdo do DNA extraido foi feito
em gel de agarose a 0,8% com TBE (Tris-Borato-EDTA) 1x e corado com brometo de etidio, foi feita
a quantificacdo comparando o DNA das amostras com o DNA-A na concentrac¢do de 100 ng.

Para a andlise de marcadores RAPD foram testados 22 primers (Gibco BRL) dos quais 5
foram selecionados. As reagdes de amplificacdo foram preparadas em volume final de 20ul com
Tampdo 1X [20 Mm Tris-HCL ph 8,0; 0,1 mM EDTA; 1 mM DTT; 50% (v/v) glicerol]; MgCl, 1,5
mM; dNTPs 250 uM de primer, 1U de Taq DNA Polymerase (INVITROGEN).

As amplificagdes foram realizadas em termociclador Veriti seguindo um programa de 1 min
a 92°C para completa desnaturacdo do DNA moldes, foram efetuados 40 ciclos de 1 min a 92°C, 1 min
a 35°C e 2 min a 72°C, seguindo-se de 5 min a 72°C para completa extensdo dos produtos
amplificados, que foram separados eletroforeticamente em gel de agarose (1,4%) com tampao TBE 1x.
em voltagem constante de 60 Volts, por aproximadamente 2 horas. Utilizou-se como marcador de
massa molecular o ladder de 1Kb (Gibco-BRL). A coloragdo do gel foi feita com brometo de etidio,
sendo este, em seguida, fotografado sob luz ultravioleta.

Foi construida uma matriz para os fragmentos polimérficos amplificados codificadados em
sistema bindrio, atribuindo-se (1) para presenca e (0) para auséncia de banda. Somente foram
consideradas as bandas que ndo davam margens a dividas. Bandas muito fracas, de dificil resolucio,
ndo foram incluidas. Para andlise dos dados, utilizou-se o programa Past. A similaridade entre as
amostras foi estimada pelo coeficiente de Jaccard, que gerou a matriz de similaridade. Esta andlise
viabilizou a construcdo de um dendograma que mostrou graficamente a similaridade entre as amostras.

Resultado e Discussao

Foi feita uma sele¢do de 5 primers (M16, M20, A03, A0S, A15) dos 22 testados dos quais
apresentaram bandas polimdrficas indicando a existéncia de variabilidade genética entre os acessos
utilizados. De acordo com a presenga ou auséncia de bandas, os dados obtidos foram analisados
utilizando-se o programa Past (método UPGMA-utilizando-se o coeficiente de Jaccard) (Tabela 1).

O dendograma obtido demonstrou haver uma variabilidade entre as amostras, com coeficientes
de similaridade variando de 0,53 a 0,82. (Fig. 1.) A maior similaridades estd entre os acessos de
Ubajara-CE e Ipi-CE(0,82%) e a menor entre os acessos de Balsas-MA e Ipi-CE(0,53%).

Conclusao

O resultado da andlise mostrou que poderd ser obtido um nimero de combinacdes hibridas a
partir das linhagens avaliadas com similaridades menores que 0,82. O dendograma ser4d ttil na selecdo
de linhagens pouco similares para produgdo de hibridos experimentais, evitando-se testar todas as
combinacdes possiveis.
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Figura 1. Agrupamento de 5 acessos de babacu origindrios de cinco lugares diferentes.



Tabela 1. Matriz de similaridade genética entre cinco gendtipos de babagu gerado pelo coeficiente de
Jaccard de locus de RAPD.

50 BRA 65 BRA 21 BRA 82 BRA 103 BRA
50 BRA 1 0,74 0,56 0,67 0,53
65 BRA 0,74 1 0,57 0,75 0,62
21 BRA 0,56 0,57 1 0,67 0,71
82 BRA 0,67 0,75 0,67 1 0,82
103 BRA 0,53 0,62 0,71 0,82 1




