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Abstract

The low rates rainfall with irreguiar distribution in semiarid cause hydric
deficit and high evapotranspiration in period of drought disadvanta-
ging the availability of forage in the period. Among strategies used for
elevate the availability of forage in the dry period, is the use of species
resistant to drought. Among the lequminous, the Camaratuba is pro-
mising due to their high productive, high nutritional value, resistance to
drought and adaptation to arid soils. The objective of the study was the
molecular characterization of 13 accessions of Camaratuba from the
native forage germplasm bank of Embrapa Mid-North. Were selected 15
primers to accessions the DNA genomic of the accessions. Was cons-
tructed a binary matrix from which analysis were performed to estimate
the similarities of access. The similarity coefficient ranged from 0,49 to
0,73. The accession of the germplasm bank show considerable variabi-
lity with potential parents for genetic breeding.
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Introducéao

No semiarido brasileiro os indices pluviométricos s@o baixos e mal dis-
tribuidos. Isso faz com que ocorra uma baixa disponibilidade de forra-
gem de qualidade no periodo de estiagem por causa do déficit hidrico e
evapotranspiracdo elevada, sendo necessdria a suplementacéo alimen-
tar para obtencdo de niveis aceitaveis de desempenho animal (Andra-
de et al., 2010). Existem diversas estratégias para elevar a oferta de
forragem no periodo seco, entre as quais se destaca a utilizacao de
espécies resistentes a seca e bem ajustadas as variacdes climaticas do
ambiente.

Entre as leguminosas, a Camaratuba (Cratylia argentea (Desv.) Kuntze)
€ promissora por sua adaptacdo a solos 4cidos, tolerancia a seca, alto
teor de proteina, alta retencdo de folhas verdes e capacidade de ger-
minar durante o periodo seco (Lascano et al., 2002). Essa leguminosa
arbustiva da familia Fabaceae esta geograficamente distribuida na Amé-
rica do Sul, com ocorréncia no Brasil, Bolivia, Argentina e Per( (Argel;
Lascano, 1998).

Os fatores limitantes da producio animal como estresses bidticos e abi-
oticos podem ser superados pelo melhoramento genético de forrageiras,
especialmente em busca de proteina a baixo custo. No melhoramento
genetico é essencial o conhecimento da diversidade genética, uma vez
que esta orienta a formacdo de uma colecéo de trabalho a partir da
identificacdo de grupos heterdticos e a selecdo de genitores mais diver-
gentes para cruzamento (Bonato et al, 20086).

Nos estudos da diversidade genética os marcadores moleculares sdo
amplamente utilizados por mostrarem diferencas no DNA e nao sofre-
rem influéncia do ambiente. Entre os marcadores baseados em PCR
(Polimerase Chain Reaction), o marcador dominante ISSR (Inter Simple
Sequance Repeats) é uma técnica simples, rapida, eficiente e repro-
dutivel que amplifica segmentos de DNA presentes entre duas regiées
microssatélites idénticas orientadas em direcdes opostas (Reddy; Sarla;
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Siddig, 2002). Este trabalho teve como objetivo avaliar a diversidade
molecular de 13 acessos de Camaratuba do Banco de Germoplasma de
Forrageiras Nativas da Embrapa Meio-Norte.

Material e Métodos

Foram coletadas folhas jovens de 13 acessos de Camaratuba oriundos
do Banco de Germoplasma de forrageiras nativas da Embrapa Meio-
Norte, em Teresina-Pl. O DNA genémico foi extraido a partir de 0,1 g
de folhas de cada acesso com o kit Qiagen de acordo com o protocolo
sugerido pelo fabricante. O DNA foi quantificado em gel de agarose
(0,8%) com TBE 0,5x e corado com GelRed™, comparando-o ao DNA A
na concentracédo de 100 ng.

Foram selecionados 15 iniciadores desenvolvidos pelo Laboratério de
Biotecnologia da British Columbia University: UBC 808, UBC 810, UBC
811, UBC 812, UBC 818, UBC 827, UBC 830, UBC 834, UBC 835,
UBC 836, UBC 840, UBC 842, UBC 848, UBC 878 e UBC 886. As
amostras de DNA foram amplificadas via PCR. Cada reacdo continha:
1x de tampéo {10 mM Tris-HCI; 50 mM KCI; 1,5 mM MgCI2] (Biolabs),
1 mM de dNTP, 0,3 yM de iniciador, 0,5 U de Taqg DNA Polimerase
(Biolabs), 0,5 uL de DNA genémico (7 ng/uL) e 4gua de MiliQ em um
volume final de 10 ulL.

As amplificacdes foram realizadas em termociclador VeritiTM 96 Well
Thermal Cycler (Applied Biosystems) sob as seguintes condicdes: 1
ciclo inicial de desnaturacéo de 1,30 minutos a 94°C, seguido de 40
ciclos de 40 segundos a 94°C para desnaturacdo, 45 segundos com

a Ta do respectivo iniciador para anelamento, 2 minutos a 72°C para
extensdo e uma extenséo final de 7 minutos a 72°C. Os produtos am-
plificados foram separados em gel de agarose (1,5%) conduzido a 110
V por 6 horas, corados com GelRedTM e fotodocumentados sob luz
ultravioleta.

Foi construida uma matriz para os fragmentos amplificados codificados
em sistema binério, atribuindo-se (1) para presenca e (0) para ausén-
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cia de bandas. Para calculo do coeficiente de similaridade de Jaccard,
coeficiente de correlacdo cofenético (r) e indice de confiabilidade de
bootstrap foi usado o programa Past v.1.34 (HAMMER et al., 2001).
A andlise de agrupamento foi realizada pelo método de ligacdo média
entre grupos (UPGMA).

Resultados e Discussao

Com as amplificacOes dos 15 iniciadores obteve-se 313 marcadores
dos quais 247 (78,21%) foram polimoérficos. O nimerec de loci amplifi-
cados variou entre sete (UBC 808) e 33 (UBC 834 e 838) com média
de 20,87 loci por iniciador, enquanto o tamanho das bandas variou
entre 280 e 3.000 pares de bases (Figura 1).

A matriz de similaridade variando entre 0,49 a 0,73 (Tabela 1) demons-
trou a existéncia de variabilidade na espécie, apresentando acessos
promissores para utilizacdo em futuros programas de meihoramento. A
maior similaridade esta entre os acessos C12 e C13 e a menor entre
os acessos C6 e C9. O reconhecimento de individuos com variabilida-
de genética otimiza a selecdo de genitores para cruzamentos, uma vez
gue, o cruzamento entre os mais divergentes deve gerar maior segre-
gacao (Franco; Cassini; Oliveira, 2001). A Camaratuba por ser aléga-
ma permite a recombinacao do material genético de diferentes plantas
resultando numa maior variabilidade. Portanto, ha boas possibilidades
de se obter combinacdes de genes incomuns e favoraveis nos cruza-
mentos entre C6 e C9, C1 e C6, C3 e C6, entre outros.

A analise de agrupamento baseada na matriz de similaridade utilizando
o coeficiente de Jaccard cuja média foi de 0,59 revelou as relacdes ge-
néticas entre os gendtipos permitindo a identificacdo de quatro grupos
(Figura 2). Os grupos um, dois e quatro foram formados por um unico
acesso indicando que ha variabilidade a ser explorada enquanto o grupo
dois por dez deles. O grupo dois indica que ocorre um fluxo mais in-
tenso de genes entre essas plantas provavelmente por se encontrarem
mais préximas provocando maiores similaridades. O calculo da correla-
cao cofenética entre a matriz de dados originais e a matriz gerada pelo
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dendrograma foi de 0,87 indicando que n&@o ha distorcdes significativas
e que o dendrograma representa a matriz de dados originais.

0 Banco de Germoplasma de Forrageiras Nativas apresenta uma variabi-
lidade consideravel entre os acessos de Camaratuba. Sendo importante
sua conservacédo para utilizagdo em futuros programas de melhoramen-
to, visando ganhos genéticos. E assim, suprir a necessidade da agro-
pecudria por novas cultivares que sejam bem adaptadas as variacOes
climaticas do ambiente.
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Figura 1. Produtos amplificados com o iniciador 827.
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Figura 2. Agrupamento dos 13 acessos de Camaratuba pelo método UPGMA.



