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Abstract

Among the native species of the caatinga, the Poincianella pyramidalis
and Poincianella bracteosa presents great potential forage. Thus, at
the beginning of the rainy season cattle looking young leaves extreme-
ly acceptable, preferred by cattle, goats and sheep. Markers Random
Amplified Polymorphic DNA (RAPD) was used in order to perform
molecular characterization of 10 accessions of the species already
mentioned. Obtained 70% of polymorphism. The average similarity
was 0.59 range. The similarity matrix showed that there was variabi-
lity between samples. Based on data from genetic dissimilarity betwe-
en accesses the dendrogram shows the separation into two groups
corresponding to the species and three subgroups as P. pyramidalis.
These results indicate that, although small, this is valuable germplasm
and genetic variability detected here could be exploited in breeding
program of the Poincianella. The purpose of this study was to evaluate
the genetic diversity of accessions Catingueira (Poincianella spp.) by
RAPD markers.
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Introducao

A vegetacdo de caatinga é constituida, especialmente, de espécies
lenhosas e herbaceas de pequeno porte. Essas espécies sdo fundamen-
tais no contexto de producéo e disponibilidade de forragem no semiari-
do nordestino. Regido com baixa precipitacdo pluviométrica e tempera-
turas elevadas, condigdes que diminuem a disponibilidade de forragem
para o rebanho de bovinos. Entre as espécies nativas da caatinga, a
Catingueira-verdadeira (Poincianella pyramidalis Tul.) e a Catinga-de-
porco (Poincianella bracteosa Tul.) apresentam grande potencial forra-
geiro, pois a primeira espécie € uma das plantas sertanejas cujas gemas
brotam nas primeiras manifestacées de umidade. Dessa forma, suas
folhas jovens sdo usadas na alimentacdo de bovinos, caprinos e ovinos
{(Maia, 2004). J4 a segunda espécie tem suas folhas, flores e principal-
mente as vagens (Costa et al, 2002) consumidas no chao, por cabras,
ovelhas e bovinos.

O Brasil ocupa, desde 2004, o primeiro lugar em exportacdo de carne
bovina no mundo (FAOSTAT, 2007). Segundo o IBGE (2006} foram
170 milhdes de bovinos criados em 172 milhdes de hectares de pasta-
gens. Ja em 1995 eram 153 milhdes de cabecas em 178 milhdes de
hectares. Portanto houve um aumento da eficiéncia do sistema, haja
vista, que houve um decréscimo na érea de pastagem utilizada. Isso é
fruto tanto do melhoramento animal como das pastagens.

A coleta de recursos genéticos forrageiros a partir da década de 1980,
tanto no Brasil como na Africa, possibilitou explorar a variabilidade
natural das cole¢des, bem como a gerar nova variabilidade por meio

de cruzamentos (Savidan et al., 1985). No melhoramento genético é
imprescindivel a obteng&o de variabilidade genética entre individuos de
uma espécie ou entre grupos de cruzamentos interespecificos do mes-
mo género. Portanto, uma das etapas indispensaveis é o conhecimento
da diversidade genética, principalmente em espécies que ainda no fo-
ram domesticadas, como a catingueira. Os marcadores moleculares tém
sido amplamente utilizados e com sucesso para a andlise genética de

95



96

| Workshop sobre Tolerancia a Estresses Abibticos

espécies vegetais e para caracterizar a variabilidade entre elas (Esfahani
et al. 2009, Gomes et al. 2011).

Entre os marcadores moleculares baseados em PCR (Polymerase Chain
Reaction), as marcas RAPD (Random Amplified Polymorfhic DNA) apre-
sentam muitas vantagens metodolégicas que justificam sua utilizacéo,
tornando-a uma poderosa ferramenta para estudos genéticos em dife-
rentes organismos, pois possibilita a obtencao de um grande nimero de
marcadores genéticos sem qualquer informacao prévia sobre sequén-
cias de nucleotideos do genoma da espécie, baixo custo, rapidez, sim-
plicidade e velocidade na aquisicdo dos dados (Ferreira e Grattapaglia,
1998 e Reiter et al. 1992).

Muitos trabalhos realizaram a analise genética de forrageiras com a uti-
lizacdo de marcadores RAPD (Yanaka et al. 2005, Ambiel et al. 2008,
Chiari et al. 2010). No entanto estudos sobre a diversidade genética
de espécies do género Poincianella sdo escassos, o conhecimento e a
organizacao da variabilidade genética é uma etapa importante para a
conservacio genética e para um programa de melhoramento futuro. O
proposito deste estudo foi avaliar a diversidade genética de acessos de
Catingueira (Poincianella spp .) por meio de marcadores RAPD.

Material e Métodos

Foram coletadas folhas jovens de 8 acessos de plantas de Poincianella
pyramidalis {acessos PP2, PP3, PP4, PP5, PP6, PP8, PP9O e PP10) e 2
acessos (acessos FG1 e FG2) de Poincianella bracteosa oriundos do
Banco de Germoplasma de Forrageiras da Embrapa Meio-Norte localiza-
do em Teresina-Pl. As folhas foram colocadas em uma caixa de isopor
com gelo até serem armazenadas no freezer a -20°C, para posterior
extracao.

A extracdo de DNA foi realizada com material fresco e macerada em
homogeinizador Precellys. Utilizou-se o Kit de extracdo da Quiagen, se-
gundo recomendacdes do fabricante. A quantificacdo do DNA extraido
foi feito em gel de agarose a 0,8% com TBE (Tris-Borato-EDTA) 1x e
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corado com GelRed™ , foi feita a quantificacdo comparando o DNA das
amostras com o DNA A na concentragéo de 100 ng.

Para a anélise de marcadores RAPD foram testados 100 primers dos
quais 11 foram selecionados. As reacoes de amplificacdo foram prepa-
radas em volume final de 20 ul contendo 15 ng de DNA, 0,25 mM de
dNTP, 1U de TaqgPolimerase (Invitrogen), 0,2 UM de primer, 3,0 mM de
MgCl,, 2,0 ui | de tampédo 1X e H20 ultrapura.

As reagdes de amplificacdo foram realizadas em termociclador Veriti se-
guindo um programa 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 extensio final de 5 min
a 72°C. Os produtos das reacdes foram visualizados em gel de agarose
a 1,5%, corado com GelRed™ e fotodocumentados sob luz ultravioleta.

Foi construida uma matriz para os fragmentos polimérficos amplificados
que foram codificados em um sistema binario, atribuindo-se (1) para
presenca e (O) para auséncia de banda. Somente foram consideradas as
bandas que ndo davam margens a ddvidas. Bandas muito fracas, de dificil
resolucd@o, ndo foram incluidas. Para analise dos dados, utilizou-se o pro-
grama PAST versdo 1.34 (Hammer et al., 2001) pelo método de Ligacao
Média entre Grupos (UPGMA). A similaridade entre as amostras foi esti-
mada pelo coeficiente de Dice. Esta anélise viabilizou a construcdo de um
dendrograma que mostrou graficamente a similaridade entre as amostras.

O ponto de corte no dendrograma foi definido com base na estimativa
da similaridade genética média (sgm), que foi obtida a partir da proxi-

midade genética entre cada par de individuos dividido pelo nimero de
pares obtidos. O indice de confiabilidade de bootstrap foi calculado a

partir de 1.000 permutacdes.

Resultados e Discussio

Foram selecionados 11 primers: AO8, AQ9, FO2 MO1, MO4, M15,
M19, M20, NO6, NO8 e P06, retirados de um set de 100 primers. Um
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total de 167 loci foi gerado, perfazendo uma média de aproximadamen-
te 15 loci por primer, que variaram de 10 a 22 loci por primer.

O numero total de loci amplificados e polimérficos foram, respectivamen-
te, 146 e 126, portanto 86,30% de polimorfismo em P. pyramidalis. Ja
em P. bracteosa obteve-se 53,26% de polimorfismo.

A média de similaridade foi de 0,59 e a amplitude de variacdo do
coeficiente de similaridade variou de 0,44 a 0,75. Em P. pyramidalis,

a variagao foi de 0,50 a 0,75 sendo os acessos PP4 e PP8 os mais
similares (0,75) e PP2 e PP6 os mais divergentes (0,50) (Tabela 1). A
similaridade entre os dois acessos (FG1 e FG2) de P. bracteosa foi de
0,64. A maior diferenca genética (0,442) foi observada entre dois aces-
sos de espécies diferentes, PP2 e FG2 (Tabela 1).

O numero de fragmentos amplificados foi muito superior ao encontrado
por Chiari et al. (2006) quando analisaram a diversidade genética de
Stylosanthes guianensis, uma importante leguminosa forrageira, com
marcadores RAPD e que obtiveram uma média de 5,25 bandas por
primer. O tamanho dos fragmentos amplificados variou de 396 a 4000
pb. Uma variacdo bem mais elevada a que Santos et al. (2012) encon-
trou em seu trabalho com 13 acessos de Poincianella pyramidalis (Tul.)
L.P., que variou entre 250 e 1.000 pb.

A alta variabilidade que se obteve em P. pyramidalis foi semelhante ao
94,6% encontrado por Santos et al. (2012) na mesma espécie. Diferen-
te da P. bracteosa, que foi baixa se comparado com a P. pyramidalis.
Isso pode ser devido ao baixo nimero de acessos utilizado nesse estu-
do. Mesmo assim foi superior ao polimorfismo encontrado por Chiari et
al. (2010) analisando também duas espécies de forrageiras, obtendo
39,13% em S. capitata e 34,28% em S. macrocephala.

Esse alto polimorfismo nos acessos de Poincianella pode ser devido a

autoincompatibilidade, pois em P. pyramidalis segundo Leite e Macha-
do (2009} s6 ha formacao de frutos apenas quando ocorre polinizacao
cruzada manual e polinizacdo natural.
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Na matriz de similaridade (Tabela 1), observa-se que os coeficientes en-
tre 0s acessos da mesma espécie foram baixos e variaram muito. Chiari
et al. (2010) utilizando 26 primers obteve coeficientes de similaridade
alto e assim com pouco variacdo em duas espécies de forrageiras. Este
autor encontrou em Stylosanthes capitata a variacdo de 0,741 a 0,913
e em Stylosanthes macrocephala os coeficientes variaram de 0,724 a
0,924. Esses resultados indicam uma variabilidade intraespecifica muito
abaixo em comparacao aos resultados do presente trabalho, mostrando a
riqueza em variabilidade genética desses acessos do género Poincianella.

A arvore de classificacdo mostra claramente a separacdo dos aces-
sos em dois grupos representando as duas espécies analisadas nesse
trabalho, a P. pyramidalis (acessos PP2, PP3, PP4, PP5, PP6, PP8, PP9
e PP10) e a P. bracteosa Tul. (acessos FG1 e FG2) além de formar trés
subgrupos entre os acessos de P. pyramidalis (Fig. 1).

Estes resultados indicam que, apesar de pequeno, este germoplasma
possui elevada variabilidade inter e intraespecifica. Isso podera ser ex-
plorado em um programa de melhoramento genético do género.

Por fim, este estudo mostrou que a aplicabilidade de marcadores RAPD
em estabelecer a relacédo genética de germoplasmas de Catingueira
mostrou-se satisfatério, pois se observou grande diversidade genética
entre os acessos analisados.
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Figura 1. Agrupamento de 10 gendtipos de Catingueira. Poincianella pyramidalis (aces-
sos PP2, PP3, PP4, PP5, PP6, PP8, PP3 e PP10) e 2 acessos de Poincianella bracteosa
(acessos FG1 e FG2).
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