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RESUM O - Estetrabalho foi realizado para estimar a diversidade genética de 30 acessos de capi m-elefante utilizando-
se marcadores moleculares. Amostras de DNA gendmico de cada acesso foram obtidas pararealizacéo da amplificagdo por
PCR utilizando a técnica de marcadores RAPD. Foram utilizados 20 primer s aleatérios que geraram 88 bandas de DNA de
alta intensidade e reprodutiveis (64 bandas polimorficas e 24 monomérficas). Os acessos foram agrupados pelo método
UPGMA com base naestimativadasdistancias genéticas. Os grupos de acessos Porto Rico, SantaRitaelJ-7136 cv. EMPASC
307 e; Mineiro e Mineiro | peaco apresentaram distancia genéticanulaentre si, comprovando tratar-se do mesmo material
genético com designacao diferente. Alguns pares de acessos apresentaram di stanciagenéticaminima, como Napier e Mineiro
ou Mineiro Ipeaco (0,01); P 241 Piracicabae Guagu/ 1Z2 (0,01); Capim CanaD’ Africae Vrukwona (0,02); Merker Comum
e Merker Comum de Pinda (0,03), indicando tratar-se de gen6tipos com estreito grau de parentesco. A maior distancia
genética foi obtida entre os acessos Mercker Comum de Pinda e Napier X 23A (0,34). Os resultados indicam que existe
variabilidade genética entre os acessos e que as estimativas de distancia genética podem ser utilizadas como critério para
selegdo de genitores em programas de melhoramento desta graminea forrageira.
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Genetic diversity among elephantgrass accessions estimated by molecular
markers

ABSTRACT - This study aimed to estimate the genetic diversity among Elephantgrass accessions using molecular
markers. DNA samplesof 30 accessionswere obtained to perform PCR amplification using RAPD technique. Twenty random
primer swere used to obtain 88 high intensity and reproducible DNA bands (64 were polymorphic and 24 were monomorphic).
Accessions were grouped by genetic distance estimates using UPGMA clustering. Genetic distances among Porto Rico, Santa
Rita, 1J-7136 cv EMPASC 307; Mineiro and Mineiro | peaco accessionswere null, suggesting that they are genetically the same
although labeled with different names. Genetic distances were minimum between the pairs of accessions Napier and Mineiro
or Mineiro Ipeaco (0,01); P 241 Piracicaba and Guagu / 1Z2 (0,01); Capim Cana D’ Africa and Vrukwona (0,02); Merker
Comum and Merker Comum de Pinda(0,03) and indicatethat their genotypesare closely related. Thelargest genetic distance
(0,34) was observed between the M ercker Comum de Pindaand Napier X 23A accessions. Overall, theresultsindicate genetic
variability among accessions and suggest that genetic distance may be used as an auxiliary criterion of selection in breeding
programs of elephantgrass genotypes.
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Introducéo

O capim-elefante (Pennisetum purpureum Schum.) é
umaespéci e nativado continenteafricano comumnosvales
férteis com precipitagdo anual superior a 1.000 mm. Esta
forrageira foi introduzida no Brasil no inicio do século
passado e seu cultivo foi disseminado por todo o Pais por
apresentar boa adaptacéo ao ambiente tropical. O capim-
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el efante é consi derado umadasforrageirasmai simportantes,
em virtude de suas caracteristicas de elevado potencial de
producdo, boa qualidade forrageira e versatilidade de
formas de utilizagéo (capineira, ensilagem, feno e pastejo).

A Embrapa Gado de Leite conserva um banco de
germoplasmas de capim-elefante com 120 acessos, resul-
tantes da introducdo de materiais de diversas colecdes
brasileiras (Pereira, 1999). Estesacessosjaforam caracteri-
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zados quanto aos seusdescritoresbotani co-agrondmicos
(Shimoya et al., 2002), citogenéticos (Techio, 2002) e
isoziméticos (Daher et al., 1997b) e a sua composicao
guimica(Carneiroetal.,2002). Estimativasdasrelacbesde
proximidade genética entre os acessoscom base nesses
descritores foram realizadas por Shimoya et al. (2002) e
Daher et al. (1997a). Emboraa caracterizagao morfoldgica
tenha indicado a existéncia de duplicatas no banco, os
resultados obtidos ndo foram conclusivos em relagéo a
proximidade genética dos acessos, em razao da natureza
variavel dos descritores utilizados.

O uso de marcadores de DNA na caracterizacdo de
germoplasmas é importante, visto que estes marcadores
permitem gerar uma grande quantidade de informagdes
sobre a diversidade genética e os relacionamentos
filogenéticos entre os acessos (Ferreira e Grattapaglia,
1996). Alémdisso, estesmarcadoressao estaveis, portanto,
ndo sendo sujeitos aos efeitos da interacdo genotipo-
ambiente que interferem na expressdo fenotipica, como
acontece com os descritores morfol 4gicos.

A selecdo de genitores para os programas de mel hora-
mento e o0 manejo da variabilidade nos bancos de
germoplasmadependem dadisponibilidadedeinformacdes
precisas sobre o grau de divergéncia genética entre os
acessos. Assim, aassociagdo de descritores morfol 6gicos
e moleculares pode possibilitar maior conhecimento da
variabilidade do germoplasma e seu melhor uso no melho-
ramento desta forrageira.

Estetrabalho foi realizado com o objetivo de estimar a
variabilidade genética entre acessos de capim-elefante
(Pennisetum purpureum) por meio de marcadores
moleculares RAPD.

M aterial e M étodos

Foram avaliados 30 acessos do banco de germoplasma
de capim-elefante daEmbrapa Gado de L eite, localizado em
Coronel Pacheco, MinasGerais. Osacessosavaliadosforam:
Elefante da Coldmbia, Santa Rita, Taiwan 144, Mercker
Comum, P 241 Piracicaba, Guagu / 1Z2, Mott, King Grass,
Sem pélo, Porto Rico, Mineiro, Napier, Taiwan A146, Roxo
de Botucatu, 137136 CV EMPASC 307, Mineiro IPEACO,
Pioneiro, Capim Cana D* Africa, Napier X 23A, Mercker X
23A, Vrukwona, Cuba 169, Cameroon, 1J3-7141 CV EMPASC
306, Kizozi, Mercker comum de Pinda, CNPGL 92 67.3,
CNPGL 92 117.3, CNPGL 94 43.1 e CNPGL 94 49.6. Os
acessos foram selecionados de acordo com a variacao
morfolbgica, arepresentatividade dos locais de origeme a
inclusdo de gendtipos obtidos em programas de melhora-

mento (Shimoyaet al., 2002) e constituiram umaamostra da
diversidade genética no banco de germoplasma.

Para extracdo de DNA, amostraram-se 300 mg de
folhasjovensexpandidas. As amostrasforam mantidasem
nitrogénio liquido e posteriormente em freezer -80°C.
As amostras foram moidas utilizando-se grau com pistilo,
na presenca de nitrogénio liquido, e transferidas para
umtubo de2 mL. A extracdo do DNA foi realizadautilizan-
do-se o procedimento do CTAB (Ferreira & Grattapaglia,
1996). A concentracdo equalidadedecadaamostrade DNA
foi estimada em géis de agarose com padrdes de DNA do
fago Lambda e também utilizando-se espectrometria com
absorbancia em 260 e 280 nm.

Asreacdesdeamplificacdo do DNA paraobtencao dos
marcadores RAPD foram realizadas em um volume total de
20 uL contendo 0,4 mM de primer; 0,2 mM de dNTPs;
1,0 unidade de Taq polymerase; 10 mM de Tris-HCI (pH
8,0); 1,5 mM de MgCl, e50 mM deKCl.Osseguintesciclos
foram utilizados para amplificagdo: 40 ciclos, consistindo
de 94°C por 30 segundos, 37°C por 60 segundos e 72°C por
30 segundos, seguido de um ciclo de 72°C, por 7 minutos.
As amplificagdes foram conduzidas em termociclador
GeneAmp 9600 (Applied Biosystems). Um total de 20
primersaleatoriosfoi selecionado daOperon Technologies:
OPA02, OPA03, OPA08, OPA09, OPB12, OPCO01, OPCO02,
OPC11, OPD07, OPD18, OPE12, OPE20, OPF(09, OPGO03,
OPG10, OPG17, OPH04, OPH11, OPI02 e OPI09.

Utilizou-seel etrof oresevertical emgel depoliacrilamida
nativo (8%), (500 volts, por 1,4 h) com placas de 25 cm. Os
géis foram corados com nitrato de prata e os fragmentos
foram detectados com o auxilio dos padrdes de 200 pb
(Figura 1). As imagens dos géis foram digitalizadas em
arquivos JPEG e analisadas utilizando-se o software
RFLP-Scan (Stratagene Inc.). As bandas de DNA foram
exportadas como 1 para presenca e 0 para auséncia da
banda, gerando um arquivo de dados binarios.

Osdadoshinéariosgeradospel apresencaeausénciade
bandasforam utilizadosparaseobter umamatriz dedisténcias
genéticas (NEI & LI, 1979). Os acessos foram agrupados
pelo método UPGM A easandlisesreali zadaspel o programa
Genes (Cruz, 1997). A consisténcia da topologia do
dendrogramaconstruidofoi avaliadautilizando-seo método
de bootstrap com 10.000 interages.

Resultados e Discussao
A técnica de RAPD comprovou a existéncia de

polimorfismo entre osacessosdecapim el efante, visualizado
por meio dos géis de poliacrilamida. Observou-se nitida
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separagdo dos fragmentos, o que possibilitou a discrimi-
nacéo das bandas de DNA (Figura 1). Os 20 primers de
RAPD geraram um total de 88 bandas— 64 polimorficas
(72,7%) e 24 monomorficas (Tabelal). Paraaanalise mole-
cular, foram selecionadas apenas as bandas de maior
intensi dade e que apresentaram repetibilidade. Em média,
cadaprimer gerou 4,4 bandas(monomoficasepolimorficas).
O primer OPHO4 foi o mais informativo e produziu nove
bandas, enquanto os primers OPCO1, OPE12 e OPG17
foramosmenosinformativosegeraram apenasduasbandas.

Osdados binariosforam utilizados paraconstruir uma
matriz de distancias genéticas de Nei (Nei & Li, 1979)
(Tabela2). A maior distanciagenéticaentre doisacessosfoi

Tabela 1 - NUmero de bandas totais (monomoérficas e polimorficas)
geradas a cada primer de RAPD utilizado para a
amplificagdo do DNA de 30 acessos de capim-elefante
(Pennisetum purpureum)

Primer Ndmero de bandas  Primer NuUmero de bandas
de DNA de DNA

OPHO04 9 OPC11 4
OPAO09 6 OPDO7 4
OPCO02 6 OPF09 4
OPE20 6 OPGO03 4
OPI02 6 OPD18 3
OPI09 6 OPG10 3
OPAO08 5 OPH11 3
OPB12 5 OPCO1 2
OPAO02 4 OPE12 2
OPAO03 4 OPG17 2
Total 88

Figura 1 - Padrdesde RAPD de 30 acessos de capim-elefante (Pennisetumpurpureum) obtidos com oprimer OPHO4. Faixas: M - marcador
de 200 pb; 1 - Elefante da Coldmbia; 2 - Santa Rita; 3 - Taiwan 144; 4 - Mercker Comum; 5 - P 241 Piracicaba; 6 - Guagu / 122;
7 - Mott; 8 - King Grass; 9 - Sem pélo; 10 - Porto Rico; 11 - Mineiro; 12 - Napier; 13 - Taiwan A146; 14 - Roxo de Botucatu;
15 -1J-7136 CV EMPASC 307; 16 - Mineiro IPEACO; 17 - Pioneiro; 18 - Capim Cana D*Africa; 19 - Napier X 23A; 20 - Mercker X
23A; 21 - Vrukwona,; 22 - Cuba 169; 23 - Cameroon; 24 - 13-7141 CV EMPASC 306; 25 - Kizozi; 26 - Mercker comum de Pinda;
27 - CNPGL 92_67.3; 28 - CNPGL 92_117.3; 29 - CNPGL 94_43.1; 30 - CNPGL 94_49.6 e M - marcador de 200 pb.
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obtidaentreMercker comumdePindaeNapier X 23A (0,34),

o que reflete as diferencas morfol 6gicas e genéticasentre

€sses acessos: 0 primeiro, um genoétipo de capim-elefante

e 0 segundo, um hibrido tripléide de capim-elefante e
milheto.

Osgruposde acessos Porto Rico, SantaRitaelJ-7136
cv. Empasc 307 e; Mineiro e Mineiro | peaco apresentaram
distancia genética nula entre si, indicando tratar-se do
mesmo material genético com denominagdo diferente
(Tabela2eFigura?). Estesresultadosestdo deacordo com
os obtidos por Pereira (1999) sobre aexisténcia de dupli-
catasno banco degermoplasmadaEmbrapaGadodeL eite,
uma vez que os acessos foram introduzidos de varias
colecgdes e alguns materiais podem ter tido seu nhome
original modificado. A realizac@o desta andlise para o
restante dos acessos poderaidentificar novas duplicatas
no banco de germoplasma.

Alguns paresde acessos apresentaram distanciagené-
tica minima entre si — Napier e Mineiro ou Mineiro |peaco
(0,01); P 241 Piracicaba e Guagu / 1Z2 (0,01); Capim Cana
D’Africa e Vrukwona (0,02); Merker Comum e Merker
Comum de Pinda (0,03) — e, provavel mente, séo gen6tipos
com estreito grau de parentesco. Resultados similares

Mineiro

57
98

Mineiro IPEACO
Napier

Sem pélo
Pioneiro
Taiwan 144
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mostrando estreita proximidade genéticaentre acessos de
capim-elefante, com base em marcadores RAPD, foram
obtidos por Daher et al. (2002). O acesso Mineiro, por
exempl o, foi sel ecionado entreprogéniesdo cultivar Napier
(Pereira, 1992), portanto, considerando asua origem, seria
esperado alto grau de similaridade genética entre esses
acessos. Estas estimativas de distancia genética estdo de
acordo com os resultados de caracterizagdo morfol 6gica
realizadas por Shimoya et al.(2002) e Daher et al.(1997b), que
encontraram estreitasimilaridade entre estespares de acessos.

A amplitude das distancias genéticas (0,0 a0,34) e a
médiadas distancias médias dos 30 acessos (0,21) indicam
aprovavel existénciade amplavariabilidade genéticaentre
os acessos estudados (Tabela 2). Esses val ores sdo superio-
res aos encontrados por Faleiro et al. (2005), que obtiveram
distanciasgenéticasentre 0,07 0,24, ao analisarem 12clones
de capim-el efante com base em marcadores RAPD. Lowe et
al. (2004), utilizando marcadores RAPD em 49 acessos de
capim-elefante, também estimaram adi stanciagenéticamédia
em 0,31 aqual consideraram um indicativo de amplavaria-
bilidade genética entre os acessos.

A analise de agrupamento via dendrograma (Figura 2)
obtidacom base namatriz de distancias genéticasilustraa
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Mercker comum ——— &
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1J-7141 CV EMPASC 306
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s

Cuba 169 J
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CNPGL 94_43.1
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Figura 2 - Agrupamento de 30 acessos de capim-elefante (Pennisetum purpureum), baseado na distancia genética de Nei & Li (1979),
obtido utilizando-se o método UPGMA e marcadores RAPD. Os numeros nas bifurcacbes representam valores de

bootstrap obtidos com 10.000 interacdes.
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Tabela 2 - Matriz de distancias genéticas (Nei & Li, 1979) obtida para 30 acessos de capim-elefante (Pennisetum purpureum) utilizando-se

dados moleculares de marcadores RAPD
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Elefante da Colémbia 012 013 0,21 020 020 016 019 o012 012 o012 013 023 030 0,12 012 0,15 020 019 017 020 021 024 023 025 022 027 016 027 027
SantaRita 0,12 0,14 0,28 0,18 019 028 015 017 000 016 018 017 020 0,00 016 0,16 0,19 013 020 019 020 023 02 030 029 017 021 023 0,26
Taiwan 144 013 014 012 0,23 024 020 020 010 014 009 010 022 024 0014 009 011 021 024 020 022 024 025 022 026 015 024 013 030 030
Mercker Comum 021 028 0,12 0,30 031 017 025 015 028 010 012 025 027 0,28 010 0,16 024 033 025 024 027 028 015 027 003 026 017 031 031
P 241 Piracicaba 020 018 0,23 0,30 001 030 014 022 018 022 021 019 024 0118 022 0,24 018 019 021 016 019 02 026 032 031 018 024 020 025
Guagu / 122 020 019 0,24 0,31 0,01 028 015 023 019 023 022 017 025 0,19 023 0,24 016 020 022 017 02 020 027 033 030 019 025 021 024
Mott 016 028 020 0,17 030 0028 024 019 028 020 022 017 029 0,28 020 0,22 0,19 030 020 021 024 023 022 020 016 030 0,08 030 021
King Grass 019 015 0,20 0,25 0,14 015 024 026 015 021 020 010 020 0,15 021 0,23 0,10 0,22 025 007 008 011 023 027 026 012 021 014 015
Sem pélo 012 017 0,10 0,15 0,22 023 019 026 017 o008 009 028 033 0,17 008 0,07 025 017 013 025 026 029 021 028 016 030 0,14 030 0,30
PortoRico 012 000 0,14 028 018 019 028 015 017 016 018 017 020 0,00 016 0,16 0,19 0113 02 019 020 023 02 030 029 017 021 023 0,26
Mineiro 012 016 009 010 022 023 020 021 008 016 001 023 028 016 000 0,09 022 021 015 023 023 02 016 025 011 025 0,18 029 029
Napier 013 o018 0,10 0,12 0,21 022 022 02 009 018 001 022 029 0,18 001 0,08 023 022 016 022 022 025 016 02 013 024 019 028 0,28
TaiwanA146 023 017 022 025 0,19 017 017 010 028 017 023 022 018 0,17 023 0,25 0,12 025 025 012 015 014 020 025 023 0,17 021 022 015
Roxo de Botucatu 030 020 0,24 027 024 025 029 020 033 02 028 029 018 0,20 028 0,30 0,20 0,27 032 020 02 021 030 027 030 008 024 027 027
13-7136 CV EMPASC 307 012 000 0,14 0,28 0,18 019 028 015 017 000 016 018 017 020 016 0,16 0,19 013 020 019 020 023 02 030 02 0,17 021 023 0,26
Mineiro IPEACO 012 016 0,09 010 022 023 020 021 008 016 000 001 023 028 0,16 0,09 0,22 021 015 023 023 02 016 025 011 0,25 0,18 029 0,29
Pioneiro 015 016 0,11 0,16 024 024 022 023 007 016 009 008 025 030 0,16 009 024 020 017 022 020 026 020 025 017 0,24 0,18 026 027
Capim Cana D"Africa 020 019 021 024 018 016 019 010 025 019 022 023 012 020 0,19 022 0,24 0,24 026 002 012 006 02 02 022 016 020 013 0,16
Napier X 23A 019 013 0,24 033 019 020 030 022 017 013 021 022 025 027 0,13 021 0,20 0,24 010 024 022 028 029 033 034 024 023 019 0,22
Mercker X 23A 017 020 0,20 0,25 021 022 020 025 013 020 015 016 025 032 020 015 0,17 0,26 0,10 027 027 028 018 023 02 031 0,18 024 020
Vrukwona 020 019 022 024 016 017 021 007 025 019 023 022 012 020 019 023 0,22 0,02 024 027 010 004 024 027 025 0,14 021 011 017
Cuba 169 021 020 024 027 019 020 024 008 026 020 023 02 015 020 020 023 020 0112 022 027 010 014 028 02 028 015 021 016 015
Cameroon 024 023 025 028 020 020 023 011 029 023 026 025 014 021 023 026 0,26 0,06 028 028 004 014 02 028 029 0,18 0,24 015 0,18
1J-7141 CV EMPASC 306 023 026 022 015 026 027 022 023 021 026 016 016 020 030 026 016 0,20 0,26 029 018 024 028 026 025 016 0,27 021 029 0,22
Kizozi 025 030 0,26 027 032 033 020 027 028 030 025 02 025 027 030 025 0,25 0,26 033 023 027 025 028 025 027 031 020 033 027
Mercker comum de Pinda 022 029 0,15 003 031 030 016 02 016 029 011 013 023 030 029 011 0,17 0,22 034 026 025 028 029 016 027 0,27 0,18 032 0,30
CNPGL92_67.3 027 017 0,24 0,26 0,18 019 030 012 030 017 025 024 017 008 0,17 025 0024 0116 0,24 031 014 015 018 027 031 027 0,23 021 024
CNPGL92_117.3 016 021 0,13 0,17 0,24 025 008 021 014 021 018 019 021 024 0,21 018 0,18 0,20 0,23 018 021 021 024 021 020 018 0,23 030 0,25
CNPGL94_43.1 027 023 0,30 031 020 021 030 014 030 023 029 028 022 027 023 029 0026 013 019 024 011 016 015 029 033 032 021 0,30 0,14
CNPGL94_49.6 027 026 030 031 025 024 021 015 030 026 029 028 015 027 026 029 0027 0116 022 020 017 015 018 022 027 030 0,24 0,25 014
Distancia Média 019 019 019 022 021 022 023 018 020 019 018 018 020 025 0,19 018 0,19 0,19 0,22 021 018 020 021 023 027 023 022 020 024 024

existéncia de diferentes niveis de proximidade genética
entre os acessos analisados. A analise de agrupamento
comprovou a formacao de vérios grupos €, no nivel de
0,80 de distancia genéticarelativa, foram definidos trés
grupos: Grupo 1 com 17 acessos, Grupo 2 com 12 acessos
e Grupo 3 com apenas 1 acesso (Figura?2). Pereira(1992)
prop0s a divisdo da variabilidade do germoplasma de
capim-elefante em quatro grupos morfol 6gicos: Napier,
Merker, Cameroon, Ando e hibridosinterespecificos. Os
resultados do agrupamento, com base na andlise
molecular, corroboram de certa forma a classificagdo
propostapor Pereira(1992), poiso Grupo 1 éconstituido
por acessos morfologicamente mais préximos dos culti-
vares Napier e Merker, enquanto o Grupo 2 apresenta
maior i dentificacdo morfol égicacom o cultivar Cameroon.
Considerando-seadistanciagenéticarelativade0,80, os
acessos estudados neste trabalho podem ser divididos
em dois grandes grupos. Resultado semelhante também
foi encontrado por Passos et al. (2005), que utilizaram
marcadores RAPD para avaliar a diversidade genética
entre dez acessos de capim-elefante.

O Grupo 3, formado pelo acesso Kizozi, destacou-se
pela posic¢éo isolada no dendrograma, demonstrando ser
um material genético muito diverso dos demais acessos
avaliados. Esse resultado esta de acordo com a avaliacéo

realizada por Shimoya et al. (2002) na qual este genétipo
apresentou caracteristicas morfolégicas muito diversas.
Também na caracterizagdo citogenética feita por Techio
(2002), o acesso Kizozi foi o Unico aapresentar mixoploidia,
0 que gera questdes sobre sua origem filogenética.

Conclusoes

A técnicade RAPD foi eficiente nadeteccédo de varia-
bilidade genética entre os acessos de capim-el efante ana-
lisados. Na amostra do germoplasma de capim-elefante
avaliada, existeampladiversidadegenéticaentre osacessos,
0 que possibilita a selecao de genitores divergentes para
programasde melhoramento. Osacessosidentificadospel os
marcadores RAPD com distancia genética nula entre si
constituem duplicatasnobanco degermoplasmadaEmbrapa
Gado de Leite gue podem ser eliminadas sem risco de perda
de variabilidade genética.
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