UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA

CARA(;TERIZAC}AO E ANALISE DE DIVERSIDADE
GENETICA EM ALGODOEIRO HERBACEO POR
MARCADORES MICROSSATELITES E GENEALOGIA

CANDIDA HERMINIA CAMPOS DE MAGALHAES BERTINI
Doctor Scientiae

VICOSA
MINAS GERAIS - BRASIL
2004



CANDIDA HERMINIA CAMPOS DE MAGALHAES BERTINI

CARACTERIZAGAO E ANALISE DE DIVERSIDADE GENETICA EM
ALGODOEIRO HERBACEO POR MARCADORES MICROSSATELITES E
GENEALOGIA

Tese apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pos-
Graduacdo em Fitotecnia, para

obtencéo do titulo “Doctor Scientiae”.

VICOSA
MINAS GERAIS - BRASIL
2004

il



CANDIDA HERMINIA CAMPOS DE MAGALHAES BERTINI

CARACTERIZAGAO E ANALISE DE DIVERSIDADE GENETICA EM
ALGODOEIRO HERBACEO POR MARCADORES MICROSSATELITES E
GENEALOGIA

Tese apresentada a
Universidade Federal de Vigcosa,
como parte das exigéncias do
Programa de Pds-Graduagdo em
Fitotecnia, para obtencdo do titulo
“Doctor Scientiae”.

APROVADA: 10 de agosto de 2004.

Prof. Tocio Sediyama Prof. Everaldo Gongalves de Barros
(Conselheiro) (Conselheiro)
Prof. Derly José Henrique da Silva Dr. Ivan Schuster

Prof. Maurilio Alves Moreira
(Orientador)



As pessoas que sempre me deram apoio e se mostraram companheiras de
todos os momentos, permitindo que essa etapa da vida fosse vencida por meio
de muito amor e compreensao, apesar das saudades:
Meu marido, Leopoldo.
Minha Filha, Kaile.
Meus pais, Braulio e Angela.
Meu irméao, Anténio Newton.

Meu Avé: Isaac Newton Campos (in memoriam).

DEDICO.

il



AGRADECIMENTOS

A Deus, pela presenca e forga nessa luta em busca do conhecimento e
por amenizar as saudades pela auséncia da minha familia.

A Universidade Federal de Vicosa (UFV) e ao departamento de
Fitotecnia, pela oportunidade de realizar o curso.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
(CNPq), pela concessao da bolsa de estudos.

A Cooperativa Central de Pesquisa Agricola (COODETEC) pelo apoio
e envio de materiais para a realizagdo da pesquisa.

As instituicdes: EMBRAPA, EPAMIG, IAC e IAPAR, pelo envio das
sementes das cultivares analisadas nesse trabalho.

A toda a minha familia, pelo apoio em todas as etapas dessa longa
caminhada.

Ao meu orientador prof. Maurilio Alves Moreira, pelo apoio e confianga,
pela orientacéo e por fornecer todos os meios necessarios ao desenvolvimento
do trabalho.

Aos meus conselheiros:

Prof. Everaldo Gongalves de Barros, por sua ajuda e apoio durante o
desenvolvimento do trabalho e por suas sugestbes para o aperfeicoamento da
tese.

Prof. Tocio Sediyama, pela acolhida calorosa no departamento de
Fitotecnia, demonstracdo de amizade, pelo grande apoio dado durante o
desenvolvimento do trabalho e pelas sugestbes para o aperfeicoamento da
tese.

Ao lvan Schuster, pela orientagdo, amizade, paciéncia e importante
contribuicdo em todas as etapas do trabalho.

Ao prof. Derly José Henriques da Silva, pelas sugestbes para o
aperfeicoamento da tese.

Aos professores da UFC que sempre torceram por mim, prof. Fanuel
Pereira da Silva, prof. Jodo Licinio Nunes de Pinho e José Higino Ribeiro dos

Santos.

il



Ao amigo Diolino Henriques Neto, pelo apoio e grande ajuda nos
momentos mais dificeis.

A secretaria do Programa de Pés-graduagdo em Fitotecnia, Mara
Rodrigues, pela amizade, apoio e atengdo nos momentos em que precisamos
de sua ajuda.

Aos amigos, companheiros de todas as horas, Andréa Borges,
Luzineide, Dagoberto, Magno, Liv, Pahlevi, Georgiana, Evaldo, Graziele,
Belmino, Claudia, Janina, Luis Personni, Claudomiro, Sonia, Gualter e
Ermelinda.

Aos amigos Andréia Marcia e Dorismar, pela amizade e apoio.

Aos amigos do laboratério, pela ajuda, amizade e por tornarem o
trabalho mais prazeroso: Andreia Barcellos, Chico, Francismar, Rita, Marcia
Flores, Simone, Telma, Marcia Costa, Cintia, Mariana, Viviane, Marcio Mendes,
Newton, Abelmon, Jay Wallace, William, Tais, Fernanda, Marcio Antbnio, Thais
(estagiaria), James, Ricardo e Sandra.

Aos colegas do Biomol: Luciano, Wagner, Vilmar, Pedro Ivo, Klever,
Arlindo, Edgard, Gustavo, Fabio, Demerson e Thiago.

Ao Naldo e Joao Paulo, pela ajuda em varios momentos da realizagao
do trabalho.

Aos funcionarios do BIOAGRO: Aloisio, Alessandra, Glaucia e
Expedito.

A todos que, de alguma forma, contribuiram positivamente para a

realizagao desse trabalho, meus sinceros agradecimentos.

v



BIOGRAFIA

CANDIDA HERMINIA CAMPOS DE MAGALHAES BERTINI, filha de
Braulio de S& Magalhaes e Angela Francy Campos de Magalhaes, nasceu em
Fortaleza, Ceara, onde cursou o ensino fundamental e médio.

Em agosto de 1991, ingressou no Curso de Agronomia da Universidade
Federal do Ceara (UFC), em Fortaleza-CE, diplomando-se em agosto de 1996.
Durante o periodo de margo de 1993 a dezembro de 1996 foi bolsista do
programa especial de treinamento (PET) do curso de Agronomia.

Iniciou o curso de Mestrado em Fitotecnia em margo de 1997 na UFC
tendo adquirido o grau de Master of Scientiae em julho de 1999.

Em agosto de 2000, iniciou o curso de Doutorado em Fitotecnia na
Universidade Federal de Vigosa (UFV), defendendo tese em 10 de agosto de
2004.



CONTEUDO

RESUMO ..ottt ettt ae et e e st eneesneensens viii
ABSTRACT oottt ettt ettt s e b e e se e seeseesseesnensesnaenseenean X
1. INTRODUGCAO GERAL ...cooviieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 1
2. OBJETIVOS oottt ettt ettt et e st e st e e ssaesteesseeseessaesaseeseennnenns 4
3. REVISAO BIBLIOGRAFICA ..o 5
3.1. Taxonomia e evolu¢do do género GOSSYDIUM..........ccuveereeeeeeeeecreeereeeeesee e, 5
3.2. Origem e evolugdo dos algodoeiros alotetraploides ................occovevvveeecvevencrenannnn. 6
3.3. Diversidade genética em Gossypium hirsutum L. ..........cccccoevveverieevieeecieenireeennes 9
3.4. Melhoramento genético do G. hirsutum no Brasil..............cccoeeveeeceencneenennennen. 13
3.5. Marcadores moleculares no melhoramento genético do algodoeiro. ................. 18
4. REFERENCIAS BIBILIOGRAFICAS ..o 23
CAPITULO 1 oot 29

UTILIZACAO DE DIFERENTES SISTEMAS ELETROFORETICOS PARA A
DETECCAO DE POLIMORFISMOS DE MICROSSATELITES EM ALGODOEIRO

HERBACEOQ ..ot 29
RESUMO ..ot 30
INTRODUGAO ..o 32
MATERIAL E METODOS ...t 34
RESULTADOS E DISCUSSAO ... 38
CONCLUSOES ..ot 44
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ... 45
CAPITULQD 2 oot 47
AVALIACAO DA DIVERSIDADE GENETICA E CARACTERIZACAO DE

CULTIVARES E LINHAGENS DE ALGODOEIRO POR MICROSSATELITES .....47
RESUMO ..o 48
INTRODUCAO ..ottt 49
MATERIAL E METODOS ..o 51
RESULTADOS E DISCUSSAO ... 58
CONCLUSOES ..ot 70
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..o 71
ANEXO oo 74

vi



CAPITULQ 3 oo e st s e s s s e s et e e e sasarans 78
DIVERSIDADE GENETICA DE CULTIVARES E LINHAGENS DE ALGODOEIRO
ESTIMADA COM BASE NO COEFICIENTE DE PARENTESCO E MARCADORES

MICROSSATELITES .....oovoiviiiieieeieeeeeeeeeeee s es e 78
RESUMO ..ot 79
INTRODUGAO ..o 81
MATERIAL E METODOS ......ooovuiiieeieeeeieeeeeeeeeeeesees s sesseseeesses s 84
CONCLUSOES ..o 105
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS..........ooooivieeieeeeeeeeeeeeeeeee e 106

vil



RESUMO

BERTINI, Candida Herminia Campos de Magalhdes, D.S., Universidade
Federal de Vigosa, agosto de 2004. Caracterizagcdo e analise de
diversidade genética em algodoeiro herbaceo por marcadores
microssatélites e genealogia. Orientador: Maurilio Alves Moreira.
Conselheiros: Everaldo Gongalves de Barros e Tocio Sediyama.

A vulnerabilidade genética tornou-se preocupagao constante no melhoramento
de qualquer espécie vegetal. A manutencdo da diversidade genética entre
gendtipos em uma cultura torna-se medida de protecdo contra potenciais
perdas devido ao ataque de pragas e doencgas. A diversidade genética entre
gendtipos também facilita a criagdo de populagdes segregantes a partir das
quais plantas contendo combinagbes de genes superiores podem ser
selecionadas. Com a aprovacao da Lei de Prote¢gao de Cultivares no Brasil
(1997), a caracterizagdo genética de cultivares tornou-se importante na
protecdo do direito intelectual do melhorista, bem como para auxiliar os
programas de melhoramento dessas cultivares. Os objetivos gerais desse
trabalho foram caracterizar e avaliar a diversidade genética de algumas
cultivares de importancia tanto comercial quanto para os programas de
melhoramento do Brasil, bem como de linhagens, por meio de marcadores
microssatélites (SSR). Dessa forma, neste trabalho foram utilizadas cultivares
de algodoeiro herbaceo indicadas para plantio em diferentes regides do Brasil,
bem como cultivares provenientes da Argentina e Paraguai. Linhagens de
algodoeiro, provenientes do programa de melhoramento da COODETEC,
também foram utilizadas. Os resultados evidenciaram que o sistema
eletroforético com gel desnaturante de poliacrilamida 7% foi o recomendado
para realizagdo de caracterizagdo e analise de diversidade genética de
cultivares de algodoeiro herbaceo, por apresentar maior poder de resolugao.
Ademais, constatou-se o potencial dos marcadores microssatélites em estudos
de diversidade genética entre individuos da espécie Gossypium hirsutum L.,

uma base genética estreita entre as cultivares e entre as linhagens de
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algodoeiro e, como consequéncia a necessidade de se introduzir novos alelos
no pool génico dos algodoeiros melhorados. O conjunto de primers SSR
selecionados para as cultivares (11 pares de primers SSR) e linhagens (14
pares de primers) poderao ser uteis nos processos de protecdo de cultivares,
nas analises de pureza genética e nos programas de melhoramento. A
correlagdo entre as distancias genéticas obtidas pelos coeficientes de
parentesco e marcadores microssatélites tanto para as cultivares quanto para
as linhagens foi positiva e significativa (P < 0,001). Entretanto, a magnitude das
correlagdes nao foi elevada, com valores iguais a 0,25 entre as cultivares e a
0,29 entre as linhagens. A estimativa da diversidade genética com base em
marcadores microssatélites forneceu mais informacdes sobre as relacbes
genéticas entre os individuos. A constatacdo de que poucos ancestrais
contribuem para a constituicado geneética das cultivares de algodoeiro usadas no
Brasil, sugere maior preocupag¢do em introgredir novos alelos no pool génico

dessas cultivares e, assim, aumentar sua base genética.
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ABSTRACT

BERTINI, Candida Herminia Campos de Magalhdes, D.S., Universidade
Federal de Vigosa, august, 2004. Characterization and analysis of cotton
genetic diversity determined by microsatellites and genealogy. Advisor:
Maurilio Alves Moreira. Committe members: Everaldo Gongalves de Barros
e Tocio Sediyama.

The genetic vulnerability is a constant concern breeding of any vegetal species.
Maintaining genetic diversity among crop genotypes offers a measure of
protection against potential widespread losses from crop pests and facilitates
the creation of segregating populations from which plants with superior gene
combinations can be selected. Along with the development of new cultivars,
there has been a growing interest in the genetic characterization, for
commercial protection provided by the Brazilian Cultivar Protection Low and
regulations (1997). The general purpose of this work were to characterize and
to evaluate the genetic diversity of some important cultivars used in breeding
program in Brazil through microsatellites (SSR) markers and genealogy. In this
work we used cotton cultivars developed and released by Brazilian public and
private institutions and cotton cultivars developed in Argentina and Paraguay.
Cotton lines from breeding program developed by COODETEC also were used
at present work. In conclusion, was evidenced that the eletrophoretic system
with denaturing gel of 7% was recommended for characterization and analyze
of genetic diversity of cotton cultivars because they present higher resolution.
The results revealed the potential of the markers for genetic diversity studies
among Gossypium hirsutum L. genotypes, a narrow genetic base among
cultivars and among lines and the necessity to introduce new alleles in
improved cotton germplasm. The selected SSR primers for the cultivars (11
primers pairs) and lines (14 primers pairs) will be useful for cultivars protection
process, analyzes of genetic purity and in breeding program. The correlation

evidenced between the estimation used to calculate the genetic distance among



cultivars and among lines was positive and significant. However, the
correlations are not so high, with values equal to 0,25 among cultivars and 0,29
among lines. The genetic diversity estimation based in molecular markers
provided more information about the genetic relationships among individuals.
The evidence that few ancestral contribute to genetic constitution of the cotton
cultivars used in Brazil suggest a need of introducing new alleles into the gene

pool of these cultivars and in this way to increase the cotton genetic base.
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1. INTRODUGAO GERAL

Gossypium hirsutum L. € uma das quatro espécies cultivadas no mundo
para a producgéo da fibra de algodéo, sendo explorada economicamente numa
ampla faixa tropical e em algumas regides subtropicais. Essa espécie contribui
com 90% da produgcdo mundial de algodao e seu cultivo apresenta grande
importancia social e econémica para o Brasil. Sua utilizacdo concentra-se na
industria de fiagdo e tecelagem e na industria de alimentagéo animal (farelo) e
humana (6leo), além de grande numero de produtos secundarios.

Nos ultimos anos pbéde-se observar a recuperacdao da cotonicultura no
Brasil, em termos de produgcdo e até mesmo de inser¢gdo nos mercados
internacionais. Apesar da redugdo da area plantada, verificou-se ganho
elevado de produtividade na safra de 2002/03. A elevada produtividade é
devida a grandes investimentos em tecnologia de ponta adotada pelos
cotonicultores, principalmente da regido Centro-Oeste do Pais. Inserida a
essas tecnologias esta a utilizacdo de sementes melhoradas que proporcionam
elevada produtividade e adaptabilidade as diversas regides do Pais. Apesar do
grande numero de variedades comerciais de algodao existentes no Brasil, ha
pouca variabilidade genética entre elas.

O conhecimento da diversidade genética e a relagdo entre cultivares
melhorados s&o de grande importéncia para o melhoramento das culturas. A
diversidade genética assegura medidas de protegédo contra problemas futuros
com doengas ou pragas e fornecem uma base para ganhos genéticos futuros.
A uniformidade genética dentro de uma cultura pode ser causada pelo uso
extensivo de uma ou mais cultivares estreitamente relacionadas. A hibridacao
entre esses tipos de cultivares resulta em base genética estreita para as novas
variedades, podendo levar a desastres naturais, tais como a susceptibilidade a
doencas.

Muitas variedades de algodoeiro tém sido desenvolvidas a partir de
cruzamentos entre pais proximamente relacionados, mas o ganho de produgao
limitado tem levado a procura do uso mais extensivo de germoplasma exético.
Apesar dos métodos de melhoramento terem aumentado a eficiéncia na
transferéncia de alelos de fontes de germoplasma exético para o pool génico

dos algodoeiros melhorados, essas fontes ainda permanecem subutilizadas. O



conhecimento das relagbes genéticas e diversidade genética tanto dos
materiais ndo adaptados quanto daqueles usados nos plantios comerciais é de
grande importancia para os melhoristas. Por meio desses conhecimentos eles
poderao utilizar materiais exéticos mais divergentes evitando-se assim maior
vulnerabilidade genética dos futuros cultivares langados no mercado.

Os marcadores moleculares possibilitam varias aplicacbes e analises
genéticas com grandes oportunidades de utilizacdo no melhoramento genético.
Esses marcadores apresentam diversas vantagens sobre os marcadores
morfolégicos, dentre elas, destacam-se o alto grau de polimorfismo, a
independéncia entre os efeitos ambientais e o estadio fisiolégico da planta.
Marcador potencial é qualquer sequéncia de DNA capaz de detectar
polimorfismo. Considerando-se sua natureza polimorfica, sua disponibilidade e
abundancia ao longo do genoma do algodoeiro, e por serem baseados na
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), os marcadores microssatélites,
também denominados sequéncias simples repetidas (SSR), sdo uteis em
estudos de diversidade genética. Mais de 1.000 pares de primers
microssatélites ja foram isolados a partir de bibliotecas de DNA genémico do
algodao, tornando esses marcadores bastante uteis em analises genéticas no
algodao.

Os métodos usados para estimar a similaridade genética com base em
marcadores moleculares e coeficiente de parentesco tém abordagens bem
diferentes. Eles se baseiam em diferentes tipos de informacbes e, como
conseqiiéncia, estdo sujeitos a diferentes fontes de erros. E de grande
interesse investigar a relagdo entre os dois métodos de analise de divergéncia
e comparar suas vantagens e desvantagens. Somente por meio dessas
informacgbes € possivel escolher os métodos que fornecem estimativas mais
precisas de similaridade genética.

Os recentes avangos na area da genética molecular tém permitido a
avaliacdo genética do germoplasma existente de diferentes espécies de
interesse econdémico. A tecnologia de marcadores moleculares viabiliza a
caracterizacdo genética de grande numero de gendtipos por meio de
procedimentos relativamente simples e rapidos. A caracterizacdo de
variedades, linhagens ou hibridos por meio de marcadores de DNA tem sido de
grande importancia na protecdo do direito intelectual do melhorista. A

aprovagao, no Brasil, da Lei de Protegcao de Cultivares levou a necessidade de
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caracterizacdo detalhada do material resultante dos programas de
melhoramento. Atualmente, esta caracterizacdo ¢é feita considerando-se
principalmente as caracteristicas morfoldgicas da cultivar. Entretanto, quando
sdo consideradas espécies que possuem uma base genética estreita, em que
as variedades sdo obtidas a partir da hibridacdo entre um grupo de cultivares
elite, geneticamente semelhantes, as novas variedades tendem a ser muito
semelhantes e, muitas vezes, indistinguiveis com base nessas caracteristicas.
Dessa forma, um sistema com base em marcadores de DNA e que possa
identificar um padrdo unico de combinacdo desses marcadores para cada

variedade, torna-se necessario para facilitar a protecao de novas variedades.



2. OBJETIVOS

Os principais objetivos desse trabalho foram:

2.1. Definir qual sistema eletroforético a ser utilizado para caracterizar e
analisar a diversidade genética de cultivares de algodoeiro realizada por meio

de marcadores microssatélites;

2.2. Estimar a informatividade dos locos SSR de algodao e a distancia genética

entre 53 cultivares e 130 linhagens de algodoeiro herbaceo;

2.3. Selecionar um conjunto de primers SSR capazes de diferenciar as 53

cultivares e as 130 linhagens;

2.4. Verificar a associagao entre as estimativas dos coeficientes de parentesco
e de técnicas multivariadas calculadas com base em marcadores
microssatélites usadas como medidas de diversidade genética de cultivares e

linhagens de algodoeiro;

2.5. Avaliar a contribuicdo genética de cultivares ancestrais para algumas

cultivares de algodoeiro em uso no Brasil.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Taxonomia e evolugao do género Gossypium

O género Gossypium foi primeiro denominado por Linnaeus na metade do
século XVIII. MAUER (1954) classificou o Gossypium spp. na familia
Malvaceae. Argumentos taxonémicos de classificacdo foram utilizados para
remover o género Gossypium da tribo Hibisceae, estabelecendo a classificacao
do Gossypium como segue: Familia — Malvaceae; Tribo — Gossypieae; Género
— Gossypium.

Quatro dos oito géneros pertencentes a tribo Gossypieae constituem
grupos pequenos com distribuicdo geografica restrita (FRYXELL, 1979). O
maior e o mais amplamente distribuido género dessa tribo € o Gossypium, que
contém cerca de 50 espécies e onde novas espécies continuam sendo
descobertas (FRYXELL, 1992). Incluindo-se a essas espécies estdo as quatro
espécies domesticadas, sendo duas alotetraploides (2n=4x=52), G. hirsutum e
G. barbadense e duas diploides (2n=2x=26), G. arboreum e G. herbaceum. A
segregacao dos alotetrapléides € correspondente a dos dipldides, seguindo
proporcdes mendelianas previsiveis para os caracteres de heranca simples.

A espécie G. hirsutum é a de maior importancia pela grande area mundial
em que € cultivada e pelo seu volume de producdo, contribuindo com cerca de
90% da fibra produzida no mundo. A espécie G. barbadense tem importancia
na produgao de fibras especiais de alta qualidade e contribui com apenas 8%
da produgdo mundial de fibra (CARVALHO, 1999b). As outras duas espécies,
G. arboreum L., cultivada no Paquistéo e na india, e G. herbaceum L., cultivada
na Africa sdo exploradas em pequena escala. Outras espécies de Gossypium
ocorrem em regides amplamente separadas do globo terrestre, principalmente
em zonas aridas dos tropicos e subtropicos.

Estudos citogenéticos do género demonstraram a existéncia de grupos
genbmicos que reunem espécies que apresentam alto grau de homologia no
pareamento de cromossomos de hibridos entre si, mas baixo grau de
pareamento com espécies de grupos diferentes (PENNA, 1999). Tais grupos
foram definidos por letras maiusculas. Segundo WENDEL e CRONN (2003) a
taxonomia do género Gossypium mais recente e amplamente seguida € aquela
proposta por FRYXELL (1979, 1992) em que as espécies sao agrupadas em

quatro subgéneros e onze se¢des (Tabela 1).
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Tabela 1. Subgéneros, numero de segdes, grupos gendmicos, numero de
espécies e distribuigdo geografica do género Gossypium *.

R N° DE GRyPO N°'DE DISTRIBl’JICl\O
SUBGENERO SE(}OES GENOMICO ESPECIES GEOGRAFICA
C 2 Australia
Sturtia 3 G 3 Australia
K 12 Noroeste da Australia
A 2 Africa
B 3 Africa e llhas do cabo Verde
Gossypium 4 E 7 Peninsula arabica, nordeste da
Africa e sudoeste da Asia.
F 1 Leste da Africa
Hougzingenia 2 D 13 México; Peru; llhas Galapagos;
Arizona.
Espécies dos tropicos e subtropicos
- 2 AD 5 do Novo Mundo incluindo Hawai.

* Tabela adaptada a partir das informagdes obtidas de Wendel e Cronn (2003).

SAUNDERS (1961) propbe que o centro de origem do género Gossypium
é a Africa Central, pois quatro dos oito grupos gendmicos dipléides ocorrem
neste continente. Os grupos gendmicos sofreram isolamento por longo periodo,
sendo que a divergéncia desses genomas ocorreu antes ou durante a
separagao dos continentes, no periodo Cretaceo (CARVALHO, 1999b).
Segundo WENDEL e CRONN (2003), o parente mais proximo do Gossypium é
uma linhagem pertencente ao género Gossypioides originario da Africa-
Madagascar e ao género Kokia endémico do Hawai. Seguindo sua origem,
aproximadamente no Mioceno, o Gossypium dividiu-se em trés principais
linhagens: os dipldides do Novo Mundo (Genoma D); os grupos Africanos-
Asiaticos (Genomas A, B, E e F) e os grupos Australianos (Genomas C, G e K).
Essa dispersdao global foi mediada por varios eventos de dispersdes
transoceanicas e foi acompanhada por diferenciagdes morfoldgicas, ecoldgicas
e citogenéticas consideraveis. Os algoddes alotetraploides formados seguiram
a dispersao transoceéanica de um dipléide com genoma A para a América, o
qual atuando como fémea hibridizou com um dipléide nativo com genoma D.
Os algoddes polipléides provavelmente originaram-se durante o Pleistoceno,
com as cinco espécies modernas representando os descendentes de uma

colonizacao precoce e rapida dos tropicos e subtrépicos do Novo Mundo.

3.2. Origem e evolugao dos algodoeiros alotetrapléides
PHILLIPS (1963) sugeriu que os algodoeiros alotetrapldides tiveram

origem monofilética e que o evento ocorreu durante o Pleistoceno.



Experimentos mais recentes dao suporte a essa hipbétese, de que os
alotetrapldides originaram-se antes da evolugdo do homem moderno, mas que
a hibridagdo seguida de poliploidizagdo ocorreu em um periodo geoldgico
curto. Resultados obtidos a partir de dados moleculares também indicam
origem no Pleistoceno a aproximadamente dois milhées de anos (WENDEL e
CRONN, 2003).

Desde a descoberta de que as espécies de algodoeiros alotetrapldides
contém dois genomas cujos progenitores ocorrem em diferentes hemisférios,
os trabalhos de pesquisa voltaram-se para identificar quais seriam essas
espécies progenitoras. Na década de 30 os trabalhos de SKOVESTED (1937)
ja mostravam que as espécies alotetrapldides eram constituidas de 26
cromossomos grandes e 26 pequenos. As espécies cultivadas do Velho
Mundo, todas dipldides, continham 26 cromossomos grandes, enquanto as
especies silvestres do Novo Mundo continham 26 cromossomos pequenos.
BEASLEY (1940) e HARLAND (1940) confirmaram a hipotese de Skovested
através de um hibrido anfidiploide sintetizado a partir de diploides com
genomas A e D. Varias ferramentas foram usadas para elucidar a questao de
quais espécies dipldides com genoma A e D serviam melhor como modelos de
genomas doadores dos alotetrapléides. Dentre essas ferramentas estdo os
estudos de morfologia comparada e analise de segregagdo por meio da
citogenética e, mais recentemente, os estudos eletroforéticos de proteinas e
analises filogenéticas usando o sequenciamento do DNA de genes homadlogos
(WENDEL e CRONN, 2003).

Resultados relatados em alguns trabalhos cuja metodologia usada foi a
andlise da segregacao de genes por meio da citogenética sugeriram que a
espécie G. herbaceum (genoma A) € a mais relacionada ao algodao
alotetrapldide do Novo Mundo (BROWN e MENZEL, 1952), enquanto que
relagbes de pareamento e razdes genéticas observadas nas analises de
hibridos hexapléides envolvendo espécies com genoma D mostraram que
aquelas envolvendo o G. raimondii (genoma D) sdo as que mais se
aproximaram do comportamento autotetrapldide, o que confirma ser essa
espécie a mais relacionada ao subgenoma D dos alotetrapléides (GERSTEL e
PHILLIPS, 1958; PHILLIPS, 1963, 1964). Assim, os alotetrapldides do Novo
Mundo (AD) sao mais relacionados com o G. herbaceum (A) e G. raimondii (D).

Entretanto, o grupo do genoma D né&o € tado relacionado quanto é o grupo do
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genoma A. Dados obtidos de varias fontes tém confirmado essa observagao.
Por exemplo, em um estudo recente com AFLPs (Amplified Fragment Length
Polymorphism) em algoddes diploides e poliploides, 368 fragmentos
polimorficos foram observados em uma colegéo de cultivares de G. barbadense
e G. hirsutum (ABDALLA et al., 2001). Desses fragmentos, 143 foram similares
entre pelo menos alguns dos tetrapldides e os dipldides com genoma A,
enquanto somente 84 foram similares com o G. raimondii. CRONN et al. (1999)
quantificaram essas relacbes usando 14.705 pares de base obtidos do
sequenciamento de 16 locos nucleares isolados do dipléide G. raimondii com
genoma D, do dipléide G. arboreum (ou G. herbaceum) com genoma A e do
tetrapléide G. hirsutum com genoma AD. A divergéncia nas sequéncias dos
dipléides e seus genomas correspondentes nos alotetrapléides foram de 0,68%
e 1,05% para os genomas A e D, respectivamente.

Em duas analises filogenéticas diferentes (SMALL et al., 1998; LIU et al.,
2001) observou-se que a sequéncia do genoma D no alotetrapldide tinha
ramificagdes mais extensas (isto €, taxas evolucionarias mais rapidas) do que a
sequéncia do seu homedlogo com genoma A. Ademais, inferéncias da
localizagédo de locos que controlam caracteristicas quantitativas sugerem uma
taxa evolucionaria maior no genoma D em relagdo ao genoma A. Isso foi
mostrado para caracteristicas relacionadas com a fibra, em que 10 dos 14
QTLs foram localizados no genoma D (JIANG et al., 1998); com resisténcia a
doencgas, onde 5 dos 6 genes de resisténcia foram localizados no genoma D
(WRIGHT et al., 1998) e com morfologia foliar, em que 14 dos 21 QTLs foram
mapeados no genoma D (JIANG et al., 2000). Tais fatos podem indicar que a
estrutura do cromossomo do G. raimondii provavelmente evoluiu mais
rapidamente do que tem ocorrido em G. hirsutum e G. herbaceum. PHILLIPS
(1963) sugeriu outra alternativa para essa tese, a de que exista uma espécie
remanescente do genoma D que nao tenha sido encontrada ou que foi extinta.
Se encontrada, essa espécie poderia entdo provavelmente ser tao relacionada
quanto & a espécie com genoma A para os alotetraploides AD. Por outro lado,
essas observagdes sugerem que exista uma aceleragdo na taxa evolucionaria
do genoma D em relagdo ao genoma A dos alotetrapléides. Segundo CRONN
et al. (1999), embora 0 aumento nessa taxa nem sempre seja observado, as
forcas evolucionarias operantes nos dois genomas devem ser

fundamentalmente diferentes. Atualmente ndo se conhecem quais as forgas
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responsaveis e quais mecanismos moleculares as governam, mas uma
sugestao € a de que elas estao relacionadas as diferengas nos tamanhos dos

genomas A e D.

3.3. Diversidade genética em Gossypium hirsutum L.

Apos a poliploidizacdo e o surgimento do tetrapldide dissémico AD
(2n=4x=52), surgiram cinco espécies tetraploides, incluindo as espécies G.
barbadense e G. hirsutum, sendo que esta ultima domina a producgao de fibra e
sementes de algodao no mundo. Restos arqueoldgicos da espécie G. hirsutum
foram encontrados no México, no vale Tehuacan, entre 4.000 e 5.000 anos
atras (WENDEL et al. 1992). Esses resquicios pertencem a formas
domesticadas, ja que ndo ha indicios do crescimento de formas silvestres neste
vale. G. hirsutum distribuiu-se em sua forma silvestre, pelas areas secas da
Ameérica Central, Norte da América do Sul, Antilhas, Sul da Florida e Polinésia
e por meio de introducdes na Africa e Sul da Asia. As populacdes silvestres sdo
raras e amplamente distribuidas, crescendo proximo a litorais e pequenas ilhas
(CARVALHO, 1999b). Provavelmente essa espécie foi primeiro domesticada
por povos pré-colombianos da peninsula de Yucatan (BRUBAKER e WENDEL,
1994). G. hirsutum diferenciou-se em sete ragas geograficas, a maioria delas
encontradas na América Central e no México: punctatum, marie-galante,
palmeri, richmondi, morrelli, yucatanense e latifolium. Nesta ultima, enquadra-
se o algodoeiro anual normalmente cultivado. Tais variedades botanicas podem
ser hibridizadas sem problemas com o algodoeiro anual (PENNA, 1999).

A Unica variedade verdadeiramente silvestre de G. hirsutum é a
yucatanense, um arbusto perene pertencente as comunidades vegetais
litordneas. O sistema reprodutivo dessa espécie esta sob estrito controle
fotoperiddico, florescendo somente em dias curtos. A raca domesticada mais
primitiva é a punctatum e que provavelmente surgiu a partir da yucatanense.
Essas formas domesticadas de G. hirsutum dispersaram-se a partir do Yucatan
para o resto da Mesoamérica, assim como para o norte da América do Sul e
para o Caribe. Evidéncias etnobotanicas sugerem que a raga latifolium surgiu
desse germoplasma a qual foi mais tarde domesticada no sul do México e
Guatemala (IQBAL et al., 2001). Segundo IQBAL et al. (2001), alguns acessos
classificados como /atifolium mostram florescimento controlado pelo

fotoperiodo, enquanto outros sédo independentes do fotoperiodo. De acordo
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com IQBAL et al. (2001), os indios Kekchi da Guatemala consorciavam o
algodao com o pimentao (Capsicum spp.) e removiam as plantas de algodao
tdo logo os capulhos comegassem a abrir para prevenir a competicdo com 0s
pimentdes em desenvolvimento. Essa pratica pode ter eliminado gendétipos de
maturagao tardia e o regime de selegéo rigoroso para maturagédo precoce pode
ter selecionado aqueles com dorméncia reduzida na semente, habito de
crescimento compacto e anual e, possivelmente, florescimento independente
do fotoperiodo, criando assim gendétipos disponiveis para o cultivo em latitudes
maiores, com comprimento de dias maiores. Os gendétipos de latifolium, de
maturagao precoce, difundiram-se para a parte central do sul do México antes
da chegada dos europeus e os cultivares resultantes foram denominados de
variedades das terras altas Mexicanas (“Mexican Highlands”).

Os algoddes da América do Norte colonial consistiam de uma complexa
mistura de taxons, incluindo G. herbaceum, G. barbadense e variedades de G.
hirsutum. Com a invengdo da maquina descarogadora de algodao, em 1793,
houve um aumento na demanda por cultivares mais produtivos, o que levou a
introducdo de muitas variedades provenientes das terras altas do México
(SMITH et al., 1999). Essas variedades foram sujeitas a forte pressao de
selegcéo para criar variedades adaptadas as condigdes locais. Ao longo desse
periodo, tanto cruzamentos intencionais quanto n&o intencionais ocorreram
entre as cultivares (ENDRIZZI et al., 1985). Coletivamente denominadas de
algoddes “upland” americanos com elevada produtividade e adaptabilidade,
essas cultivares dispersaram-se pela Europa, Africa e Asia. Entretanto, no
inicio dos anos de 1900 comecaram a ser desenvolvidos os chamados “upland”
modernos, em resposta a devastagao trazida pelo bicudo (Anthonomus grandis
Boh.). Os melhoristas coletaram germoplasma do sul do México (Acala e Tuxtla
em 1906), Guatemala (Kekchi em 1904) e dos povos do Arizona (Hopi
Moencopi). Dessa forma, uma série de introducbes foi feita nessa época, e
embora esses “cultigens” nao fossem resistentes ao bicudo, eles foram
incorporados ao germoplasma ja existente, pois a maturidade precoce era
prioridade nas cultivares, assim como cultivares adaptadas as condicbes
ecoldgicas especificas de cada regido produtora de algodao nos Estados
Unidos (WENDEL et al., 1992, IQBAL et al., 2001).

Os algodoeiros “upland” modernos sao cultivados em mais de 40 paises

em ambos hemisférios, regides dos tropicos e regides temperadas, desde 47°
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N na Ukrania e 37° N nos Estados Unidos até 32° S na América do Sul e
Australia (WENDEL et al., 1992). De acordo com IQBAL et al. (2001), o G.
hirsutum cultivado ao redor do mundo é proveniente de importacdes de
algoddes “upland” americanos do século 19 e inicio do século 20. Esses
autores observaram tal fato com alguns cultivares do Paquistdao. No Brasil, de
acordo com PENNA (1999), os materiais genéticos de algodoeiro herbaceo
disponiveis no inicio do melhoramento dessa cultura eram, em sua maioria,
introdugbes de variedades americanas. Segundo CARVALHO (1999a), existe
pouca diversidade genética nas cultivares plantadas no Brasil, as quais
descendem de apenas trés origens diferentes. A falta de diversidade
caracteriza-se pelo uso continuo, nos cruzamentos, de materiais originarios dos
Estados Unidos. Atualmente, ja ha a preocupacgao de se incluir novos materiais
como, por exemplo, materiais originarios da Australia.

Acredita-se que o processo de domesticacdo dos algoddes “upland”
americanos modernos tenham sido acompanhados por uma redu¢do na sua
diversidade genética (ENDRIZZI et al., 1985). Essa diversidade genética
limitada nos algoddes “upland” tem sido observada por varios autores
(WENDEL et al.,1992; TATINENI et al., 1996; IQBAL et al., 1997). Uma das
varias hipoteses para explicar essa aparente falta de diversidade é que o
afunilamento genético ocorreu por meio de pequenas importagbes de sementes
do México introduzidas no século 19. Uma outra hipotese é a de que o0 numero
limitado de importagcbes (amostragens) trouxe somente uma fracdo da
diversidade genética dos “cultigens” Mexicanos. Entretanto, observou-se que a
realizagéo de introdugdes secundarias de germoplasma do México (Acala e
Tuxtla) e Guatemala (Kekchi) ndo revelou uma diversidade genética maior nos
cultivares “upland” modernos. Um ou mais afunilamentos genéticos podem ter
ocorrido durante o ultimo estadio de desenvolvimento do G. hirsutum latifolium,
possivelmente como um resultado de rigorosa selegdo para maturidade
precoce. Dessa forma, muito da diversidade genética original do G. hirsutum,
incluindo alelos valiosos que conferem resisténcia a insetos, patdgenos e
adversidades ambientais, pode ter sido perdida durante essa fase da
domesticacao (IQBAL et al., 2001).

A diversidade genética assegura medidas de prote¢cao contra problemas
futuros como doencas ou pragas e fornece a base para ganhos genéticos (VAN
ESBROECK e BOWMAN, 1998). A uniformidade genética dentro de uma
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cultura pode ser causada pelo uso extensivo de uma ou mais cultivares
estreitamente relacionadas. A hibridacdo entre esses tipos de cultivares resulta
em base genética estreita para as novas variedades, podendo levar a
desastres naturais, tais como a susceptibilidade a doencgas (IQBAL et al.,
1997). Esforgos devem ser feitos para reduzir a vulnerabilidade genética do G.
hirsutum. Para tanto, € necessario o uso de germoplasma mais diverso, tais
como as variedades domesticadas primitivas (marie-galante, morrilli, palmeri,
punctatum, e richmondii) e a silvestre G. hirsutum yucatanense. Também é
importante a adigdo de fontes de germoplasma, incluindo as outras espécies
alotetrapldides como G. barbadense, G. drawinii ., G. tomentosum e G.
mustelinum. Entretanto, de acordo com PERCIVAL et al. (1999) a maioria
dessas fontes mostra controle do florescimento por fotoperiodo, sendo o
principal obstaculo para a eficiente introgressdo de alelos nas cultivares
modernas. Portanto, o entendimento das bases moleculares e genéticas do
florescimento controlado por fotoperiodo em Gossypium é importante para a
utilizagao dessas fontes de germoplasma.

O conhecimento das relagbes genéticas e diversidade genética dos
materiais tanto de banco de germoplasma quanto daqueles usados nos
plantios comerciais é de grande importancia para o melhorista. Por meio desse
conhecimento ele podera utilizar aqueles materiais que sdo mais divergentes
evitando-se, assim, maior vulnerabilidade genética dos futuros cultivares
langados no mercado. De acordo com NASS (2001) existe uma lacuna entre as
atividades de Recursos Genéticos Vegetais (RGV) e os programas de
melhoramento. Enquanto os pesquisadores envolvidos com RGV coletam e
conservam a variabilidade, no outro extremo os melhoristas ndao tém explorado
a diversidade disponivel, utilizando apenas sua prépria colegao de trabalho.

GOODMAN (1990) comenta que a maioria dos trabalhos de
melhoramento envolve cruzamentos entre materiais elite, uma vez que estas
populagbes apresentam elevado potencial genético para os caracteres de
interesse. Dessa forma, os genes potencialmente Uteis mantidos nas cole¢des
de germoplasma serdo utilizados caso sejam incorporados nos materiais
considerados elite. A busca por gendtipos superiores em produtividade,
resistentes a pragas e doengas, tolerantes aos estresses ambientais e de
melhor qualidade nutricional, € bastante ardua e de custo elevado. Assim,

muitos melhoristas evitam trabalhar com gendtipos silvestres, ragas locais e
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materiais exéticos disponiveis nas coleg¢des, alegando falta de tempo, recursos
e muitas vezes dificuldades para identificar genes potencialmente uteis para o
melhoramento. Duas alternativas promissoras para elevar o nivel de utilizagao
dos acessos mantidos nos bancos de germoplasma tém merecido a atengao
tanto de pesquisadores que trabalham diretamente com RGV quanto de
melhoristas; os programas de pré-melhoramento e as colegbes nucleares
(NASS, 2001). NASS e PATERNIANI (2000) conceituaram pré-melhoramento
como o conjunto de atividades que visam a identificagdo de caracteres ou
genes de interesse, presentes em materiais ndo adaptados (exéticos ou semi-
exoticos) ou que nao foram submetidos a qualquer processo de melhoramento,
e sua posterior incorporagdo nos materiais adaptados de elevado potencial
produtivo (elite).

A Dbiotecnologia pode contribuir para acelerar os programas de pré-
melhoramento. O uso de mapas genéticos baseados em marcadores
moleculares ligados a genes de interesse proporciona selegédo mais rapida dos
caracteres no germoplasma, agilizando sua incorporagdo nos materiais elites
do programa de melhoramento (NASS, 2001). Nesse contexto, a selecao
assistida por marcadores moleculares tera papel relevante na eficiéncia dos

programas de melhoramento no futuro.

3.4. Melhoramento genético do G. hirsutum no Brasil

O desenvolvimento da cultura do algodao no Brasil esta relacionado com
os trabalhos de melhoramento genético desenvolvidos pelo IAC - Instituto
Agronémico de Campinas, decisivos no inicio do século XX e importantes até
os dias de hoje. Outras instituicbes estaduais de pesquisa também tém
trabalhado com o algodoeiro e contribuido com a criagcdo de cultivares para
plantio nos respectivos estados, como a EPAMIG e o IAPAR. A regiao
Nordeste, apds a criacdo da Embrapa - Algodao, passou a ser assistida pelos
trabalhos de melhoramento desenvolvidos naquela instituicaio (CARVALHO,
1999a), que passou, mais recentemente, a desenvolver cultivares para o
Centro-Oeste do Pais. A Cooperativa Central de Pesquisa Agricola
(COODETEC), do Parana, desenvolveu um programa de melhoramento de
algodoeiro, em Cascavel — PR, em convénio com o Centro de Cooperagao
Internacional em Pesquisa Agronémica para o Desenvolvimento (CIRAD), da

Franca, cujo principal objetivo é o desenvolver cultivares adaptadas a regido do
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Brasil-Central (PENNA, 1999). A partir da criagdo da Lei de Protegdo de
Cultivares em 1997, empresas privadas tais como a MDM — Maeda Deltapine
Monsanto, Stoneville International, Bayer Seeds, Syngenta entre outras,
também passaram a contribuir com o desenvolvimento de cultivares de
algodoeiro para o Brasil, antes limitado as instituicbes governamentais de
pesquisa.

Segundo CARVALHO (1999a), os objetivos dos programas de
melhoramento do algoddo no Brasil apresentam, em comum com os demais
programas desenvolvidos na América Latina e no mundo, a necessidade de
melhoria da produtividade, do rendimento no descarogcamento e da obtencgao
de fibras mais finas, resistentes e uniformes. Porém, em cada pais sao
almejados objetivos especificos que, muitas vezes, sao divergentes entre si. As
cultivares modernas de algoddo precisam atender as demandas de
basicamente trés setores da sua cadeia produtiva: o produtor, as empresas de
beneficiamento e a industria de fiagdo e tecelagem (PENNA, 1999). A maioria
das caracteristicas consideradas no melhoramento do algodoeiro, mesmo as
que se referem a problemas especificos ou circunstanciais, constitui alvo dos
programas desenvolvidos no Brasil. Evidentemente, ha, com respeito a elas,
uma relacao de prioridades em funcao dos problemas e das necessidades mais
imediatas em cada regiao de cultivo (FUZATTO, 1999).

Em um programa de melhoramento genético, 0 esquema de sele¢do ou
método de melhoramento genético a ser empregado depende, principalmente,
do sistema reprodutivo da espécie a ser melhorada. Assim, sua mensuracao
deve preceder as demais providéncias a serem adotadas pelos melhoristas. O
algodoeiro possui flores hermafroditas e, ainda assim, apenas parte das suas
sementes provém da autofecundagdo de algumas flores, sendo o restante
oriundo de cruzamento (FREIRE e COSTA, 1999). Esta proporgao depende da
presenca de insetos vetores de pdlen, o que torna a planta do algodoeiro
parcialmente autégama. Entre as principais espécies polinizadoras destacam-
se as espécies Bombus spp. (Mamangava) e a Aphis mellifera L. (abelha)
(CRISOSTOMO, 1989). A auséncia de um sistema reprodutivo genuinamente
autbgamo ou alégamo no algodoeiro fez com que os métodos de
melhoramento usados nessa cultura ndo fossem tdo bem definidos quanto os
métodos de melhoramento usados em outras culturas autégamas (soja) ou

alégamas (milho). Dessa forma, os métodos de melhoramento utilizados com
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sucesso em uma regido apresentam pouca eficiéncia em outras regioes, em
funcdo de taxas diferentes de alogamia, o que explica a diversidade de
métodos usados com sucesso nessa cultura (FREIRE e COSTA, 1999).

A quase totalidade dos programas de melhoramento do algodoeiro no
Brasil, a exemplo de outras regides do mundo, tem priorizado a selecao direta
em cultivares introduzidos dos Estados Unidos, ou a realizacdo de
cruzamentos intraespecificos no germoplasma de G. hirsutum r. latifolium, de
onde se originou a maioria das espécies cultivadas no mundo (FREIRE, 2001).
De acordo com PENNA (1999), os materiais genéticos disponiveis no inicio dos
programas de melhoramento no Brasil eram, em sua maioria, introducdes de
variedades americanas, como Texas Big Boll, Express e Stoneville. Mais tarde
foi desenvolvido o conceito de “variedade paulista de algodao”, que preconizou
um modelo de cultivar mais adaptada as condigbes do Estado de Sao Paulo.
Algumas dessas cultivares langadas pelo IAC foram: IAC RM; (selecao de
Auburn 56), IAC 17 (selegdo de IAC RMs3), IAC 19 (originado do cruzamento
entre IAC RM3, Yucatanense e Tn1-Hoa), IAC 20 (selegéo de IAC 17), IAC 21
(selecao de IAC 19) e IAC 22 (originado do cruzamento entre IAC 20 e GH 11-
9-75). Em Minas Gerais, foram introduzidas variedades do IAC e dos Estados
Unidos, tendo sido as primeiras linhagens selecionadas, principalmente, a partir
de Sun-Bean, Russel Big Boll, Express, Cleveland, Mead e Webber. Por meio
da Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais — EPAMIG, foram
desenvolvidas varias cultivares adaptadas as regides do estado de Minas, com
altos indices de produgdo e qualidade de fibra, como: Minas Dona Beja
(selecao de IPEACO-SL-7), Minas Sertaneja (sele¢do de DPL), EPAMIG 3
(selecdo de Minas Dona Beja), EPAMIG 4 ou REDENCAO (selecéo de IAC 17)
e EPAMIG 5-Precoce 1 (sele¢do na linhagem introduzida C-25-180). A
Embrapa — Algodao tem desenvolvido varias cultivares para plantio nas regides
Norte e Nordeste e, atualmente, vem desenvolvendo cultivares para o Centro-
oeste do Pais. Dentre seus principais langamentos encontram-se as seguintes
cultivares: CNPA 7H (originada do cruzamento entre Tamcot SP 37 e IAC 17),
CNPA Precoce 1 (selecao da linhagem GH 11-9-75), CNPA Precoce 2
(originada do cruzamento entre PNH3; e C 100-7-81), CNPA ITA 90 (selecédo em
Deltapine Acala 90) e CNPA ITA 96 (selecado em EPAMIG 3). O Instituto
Agronémico do Parana (IAPAR) é outra instituicdo de pesquisa que pratica o

melhoramento do algodoeiro. Dentre as cultivares langadas por aquela
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instituicdo nos ultimos anos encontram-se: IAPAR 71 (selegdo de IAC 20), IPR
94 (originada do cruzamento entre IAPAR 71 e Deltapine Acala 90), IPR 95 e
IPR 96 (originadas do cruzamento entre IAPAR 71 e CNPA ITA 96).

A selecao genealdgica é o principal esquema empregado na maioria dos
programas de melhoramento do algodoeiro e consiste na sele¢éo individual de
plantas, baseando-se nas caracteristicas fenotipicas, com estudo posterior das
progénies, predominantemente autofecundadas (CRISOSTOMO, 1989). As
cultivares melhoradas podem ser originadas de uma unica planta, ou da
mistura de linhagens ou progénies superiores, denominada “bulk”. Segundo
FREIRE e COSTA (1999) a maioria das cultivares latino-americanas foi obtida
por esse método, destacando-se as cultivares paulistas de algodéo, tais como
IAC 17 e IAC 22. Este é, também, o principal método empregado nos
algodoeiros arbéreo e herbaceo, no Nordeste brasileiro, sendo a cultivar CNPA
7H exemplo de cultivar obtida por tal método. Apesar do progresso obtido pela
selecdo genealdgica, varios autores apontavam, ja nas décadas de trinta e
quarenta, restricbes a essa metodologia, sendo uma das restrigdes as
limitagbes da linhagem pura e os efeitos da depressdo endogémica
(MEREDITH, 1979). De acordo com PENNA (1999) o conceito de “linha pura”
normalmente nao necessita ser aplicado para a obtencido de cultivares de
algodao. Dispensa-se a absoluta uniformidade genética entre as plantas desde
que: as caracteristicas obtidas nas linhagens sejam, em meédia, superiores ou
estejam nos patamares das cultivares normalmente plantadas; a variabilidade
esteja abaixo de certos limites estabelecidos pelo melhorista; e ainda oferegam
alguma vantagem comparativa.

A selecao sobre cultivares também é um método de melhoramento
predominante nos centros de pesquisa do Brasil. A selegdo sobre cultivares ja
existentes pressupbe que haja ainda suficiente variabilidade genética nas
populagcbes em questdo, e assim sdo selecionadas plantas individualmente,
que geram progénies a serem avaliadas (PENNA, 1999). Alguns autores
sugeriram o intercruzamento artificial dentro de populagdes, visando a quebra
de ligagdes genéticas indesejaveis, para reduzir as correlagdes desfavoraveis
entre os caracteres econbmicos, como produtividade e qualidade de fibra. Tal
procedimento aumentou a eficiéncia da reselecdo dentro de cultivares
(MEREDITH & BRIDGE, 1971; MEREDITH, 1979). Entretanto, a taxa de

cruzamento natural predominante no algodoeiro cultivado em algumas regides
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tem resultado em sensivel variabilidade e facilitado a quebra de ligagbes
indesejaveis. Esta situacao tem viabilizado a pratica da resele¢cdo em cultivares
comerciais de algodoeiro, explicando o sucesso em varios programas
(MEREDITH, 1979). No Brasil, varias cultivares foram desenvolvidas por esse
método ou uma modificacdo deste, dentre essas cultivares encontram-se: IAC
20, IAC 21, IAC 23, REDENCAO, EPAMIG 5, BRS IPE e CNPA ITA 96.

A tendéncia atual aponta para a execucdo de programas de selecio
recorrente, objetivando a formagado de populagbes-base para a selegcao
genealdogica (FREIRE e COSTA, 1999). A hibridagdo interespecifica e
intraespecifica tem sido utilizada no algodoeiro como forma de combinagéo de
caracteristicas existentes em dois paternais e para a criagdo de uma nova
variabilidade. Essas hibridagdes sao realizadas de varias formas, incluindo a
hibridacdo biparental, os cruzamentos triplos dirigidos, o0s cruzamentos
multiplos intraespecificos e o uso de cruzamentos interespecificos, sempre
seguidos de autofecundagdo. Em todos os sistemas nas fases de F, a Fs é
aplicado o método genealdgico. A EMBRAPA tem langado mdo do método
combinado de melhoramento, ou seja, realizagdo de cruzamentos multiplos,
seguidos de trés ciclos de selegao recorrente e pela selegao genealdgica, para
a criagdo de uma populagédo de base ampla (CNPA SRI5) que esta sendo
utilizada para o melhoramento do algodoeiro nas condigbes do cerrado, em
Mato Grosso (FREIRE e COSTA, 1999). Dentre as cultivares obtidas por esse
método estdo: BRS Antares, BRS Aroeira, FMT Fetagri e FMT Saturno.

Como pbde ser visto, grande parte das cultivares langadas no Brasil séo
provenientes de introdugdes de cultivares ou linhagens dos Estados Unidos ou
de reselecao feitas de outras cultivares ja existentes. Apesar do progresso
genético obtido através dessas cultivares ha que se lembrar que a utilizagao de
parentais muito préoximos pode levar a um estreitamento da base genética
dessas cultivares e a uma redugcdo da diversidade genética. Tal fato foi
constatado por CARVALHO (1999a) o qual comenta que a pouca diversidade
genética das cultivares plantadas no Brasil caracteriza-se pelo uso continuo,
nos cruzamentos, de materiais descendentes de Auburn 56 e Tamcot SP 37,
ambas originarias dos Estados Unidos. Portanto, embora atualmente ja se
tenha uma preocupacdo de incluir novos materiais nos programas de
melhoramento, deve-se estar atento a importancia do uso de germoplasma

diferente para a incorporacdo de novos alelos nas populagdes aumentando
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assim, a divergéncia genética entre as cultivares, principalmente, em se
tratando de uma cultura em que se tem alta variabilidade intraespecifica e

interespecifica.

3.5. Marcadores moleculares no melhoramento genético do algodoeiro

Até meados da década de 60, os marcadores utilizados em estudos de
genética e melhoramento eram controlados por genes associados a caracteres
morfolégicos, em geral fenotipicos de facil identificacdo visual (FERREIRA e
GRATTAPAGLIA, 1996). No entanto, o numero reduzido de marcadores
fenotipicos disponiveis, a auséncia de ligagdo destes com caracteres de
importancia econdmica e os efeitos deletérios das mutacdes limitaram sua
utilizagdo (GUIMARAES e MOREIRA, 1999).

Muitos genes, e também sequéncias de DNA nao codificadoras, estao
representados em uma espécie por duas ou mais formas alélicas diferentes
entre si, porém correspondentes ao mesmo loco cromossdmico; a este
fendbmeno da-se o nome de polimorfismo genético. Teoricamente qualquer
fragmento de DNA pode ser utilizado como um marcador molecular, desde que
ele revele polimorfismo entre individuos (SOUZA, 2001). Os marcadores
moleculares detectam o polimorfismo diretamente em nivel de DNA, néo
sofrendo qualquer tipo de influéncia ambiental ou génica. Seu numero é
ilimitado e sao desprovidos de efeitos epistatico ou pleiotropico. Quando
comparados aos marcadores fenotipicos, apresentam um numero maior de
alelos por loco (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1996). Seguindo-se critérios
genéticos, eles podem ser classificados em dois tipos principais: a) marcadores
moleculares loco-especificos co-dominantes (RFLP - Restriction Fragment
Length Polymorphism; SSR - Simple Sequence Repeats; SNP - Simple
Nucleotide Polymorphism) e b) marcadores loco ndo especificos dominantes
(RAPD — Random Amplified Polymorphic DNA; AFLP — Amplified Fragment
Length Polymorphism; ISSR — Inter Simple Sequence Repeat) (SOUZA, 2001).
Esses marcadores também podem ser classificados de acordo com a
metodologia usada para identifica-los, sendo classificados em duas categorias:
1) Hibridizacdo (RFLP) e 2) Amplificagdo do DNA via PCR (Reacdo da
polimerase em cadeia) (RAPD, SSR, ISSR, AFLP e SNP).

Um marcador potencial € qualquer seqiéncia de DNA capaz de detectar

polimorfismo, e em geral, quanto mais polimérfico, mais informacbes ele
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contém, tornando mais facil detectar diferencas entre individuos. DNA nao
codificante é, sobre este ponto de vista, mais interessante que DNA codificante,
pois acumula mais mutagdes e ndo esta sujeito a pressao seletiva. DNA n&o
codificante é representado principalmente por DNA repetitivo, denominado
microssatélite, minissatélites ou DNA satélite, dependendo do comprimento da
sequéncia (TESTOLIN et al., 2000). Os microssatélites correspondem a
sequéncias de DNA com poucos pares de base (1-6 nucleotideos) de
comprimento repetidas, em tandem, e representam regides instaveis do
genoma que estao sob alteragbes mutacionais a taxas muito maiores do que as
observadas nas sequéncias de coépia unica (PINTO et al, 2001). Os
microssatélites sdo muito freqlentes e distribuidos aleatoriamente por todo o
genoma, facilmente encontrados em bancos de dados de DNA (MORGANTE &
OLIVIERI, 1993) ou através de isolamento de clones positivos de uma
biblioteca genémica apds hibridizagdo com sonda especifica (THOMAS e
SCOTT, 1993). A maioria dos microssatélites € baseado em repeticdes de
dinucleotideos [(AC),, (AG), e (AT),], as quais podem ser amplificadas via PCR
usando primers complementares as regides que flanqueiam estas repetigdes, o
que resulta em polimorfismo devido a diferengas nos comprimentos dos
fragmentos apos a eletroforese (STAUB et al., 1996). Estas diferengas derivam
de variagdes no numero de repeticdes, e sdo provenientes de escorregamento
(‘slippage’) da DNA polimerase durante a replicagdo do DNA ou de ‘crossing-
over desigual entre cromatides irmas (VALDES et al., 1993). Fragmentos
microssatélites sdo melhor resolvidos em géis de poliacrilamida desnaturante,
sendo possivel detectar diferengas de apenas dois pares de bases (LITT et al.,
1993).

Os SSRs tém sido identificados em grande numero de espécies vegetais,
e sao os marcadores ideais para a construcdo de mapas genéticos de alta
resolugao e identificagdo de locos controladores de caracteristicas de interesse
(DEVEY et al., 1996), assim como em estudos genéticos de conservagao e de
populagdes (SOUZA, 2002). Segundo NGUYEN et al. (2004), na cultura do
algodao, os primeiros marcadores microssatélites (216) a serem
disponibilizados para os pesquisadores foram desenvolvidos pelo “Brookhaven
National Laboratory” (BNL). Posteriormente, outros primers microssatélites
foram isolados a partir de bibliotecas de DNA genémico do algodao, incluindo
500 microssatélites CM mencionados por CONNELL et al. (1998) e 307
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microssatélites JESPR, mencionados por REDDY et al. (2001). Mais
recentemente, novos microssatélites num total de 466 foram desenvolvidos por
pesquisadores do CIRAD na Franga (NGUYEN et al, 2004). Como
consequéncia disso, a utilizagdo de marcadores microssatélites no
mapeamento de genes de interesse, bem como em outras analises genéticas
no algodao, se tornara cada vez mais crescente.

Segundo BARBOSA-NETO e BERED (1998) os elevados custos e o longo
tempo necessario para que o melhorista detecte a existéncia de genes de
importancia no desenvolvimento de uma espécie, assim como a necessidade
da realizagdo de um grande numero de cruzamentos para estabelecer a
capacidade de um genotipo contribuir para o progresso genético, dificulta o
planejamento racional de um programa de melhoramento. Os recentes avangos
na area da genética molecular tém permitido a avaliagdo genética do
germoplasma existente em diferentes espécies de interesse econémico. A
tecnologia de marcadores moleculares viabiliza a caracterizagdo genética de
grande numero de gendtipos através de procedimentos relativamente simples e
rapidos.

A caracterizagdo de variedades, linhagens ou hibridos por meio de
marcadores de DNA tem sido de grande importancia na protegdo do direito
intelectual do melhorista. A aprovagdo, no Brasil, da Lei de Protegcdo de
Cultivares levou a necessidade de caracterizacdo detalhada do material
resultante dos programas de melhoramento. Atualmente, esta caracterizacao é
feita considerando-se principalmente as caracteristicas morfoldégicas da
cultivar. Entretanto, quando se considera espécies que possuem uma base
genética estreita, em que as variedades séo obtidas a partir da hibridagao entre
um grupo elite de parentais geneticamente semelhantes, as novas variedades
tendem a ser muito semelhantes e muitas vezes indistinguiveis com base
nessas caracteristicas. Dessa forma, um sistema com base em marcadores de
DNA e que possa identificar um padrdo uUnico de combinagdo desses
marcadores para cada variedade, torna-se necessario para facilitar a protecao
de novas variedades (LANZA et al., 2000). Ainda nesta linha de caracterizagao
varietal, os marcadores moleculares tém grande aplicagdo na verificagdo da
pureza varietal de lotes de sementes. Por meio do emprego de marcadores
moleculares que produzem um perfil de bandas caracteristico a cada gendtipo,

€ possivel identificar facilmente contaminacbes em lotes de sementes de
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cultivares constituidas por linhas puras ou hibridos a partir de linhagens
conhecidas (SOUZA, 2001).

Como os marcadores moleculares possibilitam a quantificacdo da
similaridade genética entre gendtipos e, consequientemente, a estruturagdo da
divergéncia genética, através do seu emprego € possivel organizar grupos de
individuos de acordo com a similaridade entre eles. Assim, eles sado utilizados
na analise de bancos de germoplasma, onde sdo empregados na avaliagdo da
diversidade existente entre os acessos e na construcdo de cole¢des nucleares
(SOUZA, 2001). Os gendtipos sédo avaliados por meio de marcadores e as
bandas comuns a todos os individuos sao interpretadas como semelhancas
genéticas, e as ndo-comuns, como diferengcas genéticas. Os resultados sao
codificados de forma que gere uma matriz de similaridade (ou dissimilaridade),
que pode ser graficamente interpretada por meio de analise de agrupamento
ou multivariada (LANZA et al., 2000). De acordo com SOUZA (2001) o
conhecimento da diversidade entre os individuos € util no melhoramento
genético para o gerenciamento da variabilidade genética disponivel, através da
escolha dos genitores a serem utilizados nos cruzamentos, podendo-se assim
maximizar a diversidade entre eles. Neste sentido, os marcadores moleculares
podem ser utilizados para conferéncia da genealogia histérica do conjunto de
genitores, validando-a ou corrigindo falhas existentes. Além disso, o estudo da
diversidade entre linhagens possibilita o arranjamento delas em grupos que,
quando intercruzados dao melhores resultados.

Diversos marcadores moleculares tém sido usados em estudos de
caracterizacédo, diversidade genética e relagbes genéticas entre espécies
cultivadas e seus parentes silvestres. Desses marcadores, o RAPD é o que
esta sendo mais usado em estudos com algoddao (MULTANI e LYON, 1995;
TATINENI et al., 1996; IQBAL et al., 1997; LU e MYERS, 2002). Estudos
usando aloenzimas (WENDEL et al., 1992) e RFLPs (WENDEL e BRUBAKER,
1993) tém sido limitados pelo baixo nivel de polimorfismo detectado ao nivel
intra e interespecifico. O marcador AFLP também tem sido usado com sucesso
em analises de diversidade genética em varias espécies, entre estas, o
algodao (PILLAY e MYERS, 1999; ABDALLA et al., 2001). Apesar do sucesso
desses métodos (AFLP, RFLP e RAPD), o nivel de polimorfismo detectado
ainda é baixo, sobretudo quando se usa as técnicas de RFLP e RAPD. Esses

tipos de marcadores n&o possibilitam a realizacdo de uma genotipagem em
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grandes colegbes de germoplasma de uma maneira eficiente. O sistema de
marcadores de DNA para a genotipagem de germoplasma deve ser acurado,
altamente informativo, adequado a automacao e de custo relativamente baixo
(LIU et al., 2000). Marcadores microssatélites ttm como vantagem a expressao
co-dominante e o multialelismo, sendo, portanto, um dos marcadores que
possuem o mais elevado conteudo de informagao de polimorfismo (MITCHELL
etal., 1997).
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CAPITULO 1

UTILIZAGAO DE DIFERENTES SISTEMAS ELETROFORETICOS
PARA A DETECGAO DE POLIMORFISMOS DE
MICROSSATELITES EM ALGODOEIRO HERBACEO
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RESUMO

Os marcadores microssatélites tornaram-se importante ferramenta em analises
de genética molecular devido a sua relativa facilidade de detecgéo, co-
dominancia e elevada diversidade alélica, podendo ser empregados em
analises de diversidade genética. O conhecimento dos sistemas eletroforéticos
e a otimizagdo dos protocolos para a separagao dos fragmentos de
microssatélites podem levar a menores erros de genotipagem. Dessa forma, o
presente trabalho teve como objetivo definir o melhor sistema eletroforético
para caracterizar e analisar a diversidade genética de cultivares de algodoeiro
realizada por meio de marcadores microssatélites. Foram utilizadas dezoito
cultivares de algodoeiro herbaceo, sendo o DNA dessas cultivares extraido a
partir de um bulk de 8 a 10 sementes, e quatro locos SSR (BNL 1053, BNL
2921, BNL 3257, CNL 101). A reacao de PCR foi realizada em termociclador
com programa do tipo fouch down. Trés sistemas eletroforéticos foram
comparados, sendo estes, gel nativo de poliacrilamida 10%, gel nativo de
poliacrilamida 6% com resina spreadex e gel desnaturante de poliacrilamida
7%. Também foi avaliado o custo para a utilizagéo dos trés tipos de sistemas
de géis eletroforéticos. A separagédo de alelos cujos tamanhos diferiram em
apenas 1 e 2 nucleotideos foi mais visivel no gel desnaturante por apresentar
maior poder de resolugédo. Os resultados obtidos por meio do gel nativo de
poliacrilamida 6% com resina spreadex foram os que mais se aproximaram dos
obtidos pelo gel desnaturante. O poder de separagdo dos alelos foi menor
quando foi utilizado o gel nativo de poliacrilamida 10%. Apesar do gel
desnaturante ter apresentado maior poder de separagdo do que os geéis
nativos, estes géis podem separar fragmentos que tenham maiores diferengas
em tamanho. O custo mais baixo para a obtencao do gel foi observado para o
gel nativo de poliacrilamida, seguido do gel desnaturante, enquanto que o mais
caro foi para o gel nativo de poliacrilamida adicionado de spreadex. Os
resultados obtidos no presente trabalho indicam o uso de sistemas de maior
resolugdo quando se tem fragmentos de tamanho pequeno e cujas diferencas
entre alelos seja de apenas 2 e 1 nucleotideos. A utilizagcdo de placas de
tamanho maior (38 cm x 32 cm) juntamente com o corante brometo de etidio
pode reduzir o tempo de analise bem como baratear seu custo. O sistema
eletroforético com gel desnaturante de poliacrilamida 7% foi o recomendado
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para realizagdo de caracterizagdo e analise de diversidade genética de

cultivares de algodoeiro herbaceo.

Palavras chaves: marcadores moleculares, diversidade genética, polimorfismo,

custo.
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INTRODUGAO

Desde a sua descoberta, a tecnologia da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) tem sido amplamente usada na biologia molecular para muitas
aplicagdes. Varias classes de marcadores moleculares com base na PCR
encontram-se disponiveis, dentre elas o polimorfismo de DNA amplificado ao
acaso (RAPD), marcadores baseados na amplificacdo de microssatélites ou
sequéncias simples repetidas (SSR) e o polimorfismo de comprimento de
fragmentos amplificados (AFLP). Os microssatélites tornaram-se importante
ferramenta em analises de genética molecular devido a sua relativa facilidade
de detecgcao, co-dominancia e elevada diversidade alélica (RAHMAN et al.,
2000), sendo empregados na construgdo de mapas de ligagdo, mapeamento
de QTLs (Quantitative Trait Loci) e analises de diversidade genética.
Microssatélites sdo seqliéncias de 1 a 6 nucleotideos repetidos lado a lado ao
longo do genoma de plantas e animais e representam regides instaveis do
genoma. Essa instabilidade dos SSRs faz com que o numero de repeticdes em
tandem nos SSRs seja variavel entre individuos numa mesma espécie,
resultando em marcadores altamente polimoérficos e multialélicos (PINTO et al.,
2001).

O polimorfismo dos marcadores microssatélites é revelado por PCR
através da amplificacdo do DNA gendmico total, utilizando-se dois primers
unicos, compostos de sequéncias curtas de nucleotideos, que flanqueiam e
definem o loco microssatélite (PINTO et al., 2001). O produto da amplificagédo é
detectado por eletroforese. A escolha do sistema de gel eletroforético e dos
componentes do sistema a ser usado, dependera do tamanho esperado do
produto da amplificagdo assim como da resolugao requerida para distinguir
claramente as diferencas no tamanho dos produtos amplificados. A deteccao e
separagao dos fragmentos de SSRs pode ser feita em géis de agarose de alta
resolucao (SENIOR et al.,, 1998; REDDY et al., 2001) e, principalmente, em
géis de poliacrilamida, podendo estes serem nativo (NETO, 2001; WANG et al.,
2003) ou desnaturante (LIU et al., 2000; GUTIERREZ et al., 2002; MOTA,
2003). A formulagédo do gel exerce influéncia sobre o numero de alelos
detectados. Geéis de poliacrilamida desnaturante permitem a separacdo de
fragmentos que diferem em apenas um par de bases, enquanto géis de
agarose apresentam limite de resolugdo acima de quatro pares de base
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(PINTO et al., 2001). A adigédo de polimeros como o NAB Spreadex (Elchrom
Scientific, Suiga) permite o aumento no poder de resolugdo dos géis de
poliacrilamida nativos.

Os produtos da amplificagdo dos SSRs em géis de poliacrilamida podem
ser visualizados por meio de primers marcados com radioatividade ou
fluorescéncia, onde os alelos séo representados por picos em
eletroferogramas, ou por meio de corantes como nitrato de prata ou brometo de
etidio, nos quais os alelos s&o visualizados no gel como bandas. A detecg¢ao
dos polimorfismos, em SSR, para a avaliagdo da diversidade genética (LIU, et
al., 2000) e distancias genéticas (Gutiérrez et al., 2002) entre gendtipos de
algodoeiro, tem sido realizada utilizando-se, principalmente, sequienciadores e
primers marcados por radioatividade ou fluorescéncia. Os dois primeiros
métodos (radioatividade e fluorescéncia) exigem equipamentos altamente
sofisticados e caros, além de envolver reagente quimico perigoso, no caso da
radioatividade. Na literatura, é escassa as informagdes a respeito de
metodologias de deteccdo de polimorfismos, em SSRs, por meio de géis
desnaturantes usando o brometo de etidio como corante. O corante mais
utilizado para tais fins € o nitrato de prata. Entretanto, o uso do nitrato de prata
apresenta como principal desvantagem o grande tempo dispensado, enquanto
o brometo de etidio, seu elevado nivel de toxicidade. Todavia, com o0 manuseio
correto e a reducdo de sua concentracdo na solugdo pode-se diminuir sua
periculosidade. O conhecimento dos sistemas eletroforéticos e a otimizacao
dos protocolos para separagao dos fragmentos de microssatélites podem levar
a menores erros de genotipagem e com isso pode-se reduzir o gasto com as
analises. Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivos: (1) avaliar os
sistemas eletroforéticos utilizados para caracterizar e analisar a diversidade
genética de cultivares de algodoeiro realizada por meio de marcadores
microssatélites e, (2) avaliar os custos para a utilizacdo dos sistemas de géis

eletroforéticos.
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MATERIAL E METODOS

MATERIAL VEGETAL E EXTRAGCAO DE DNA

Foram utilizadas 18 cultivares de algodoeiro herbaceo comumente
indicadas para plantio em diferentes regides do Brasil (Tabela 1). O DNA
dessas cultivares foi extraido a partir de um bulk de 8 a 10 sementes de cada
cultivar. A extracao de DNA das sementes foi feita com base no protocolo
descrito por McCDONALD et al. (1994), com algumas modificagdes.

Em tubo eppendorff de 1,5 mL, contendo cerca de 50-60 mg de sementes,
foram adicionados 700 uL de tampé&o de extragdo contendo Tris-HCI 0,2 M,
NaCl 0,28 M, EDTA 25 mM e SDS 10%. As amostras foram extraidas em
politron e, em seguida, centrifugadas por 10 min a 14.000 RPM em
microcentrifuga eppendorf 1405. Os sobrenadantes foram transferidos para
novos tubos e centrifugados por mais 5 min a 14.000 RPM. Novamente, os
sobrenadantes foram transferidos para novos tubos, sendo, em seguida,
acrescentados 10 uL de proteinase K 10 mg/mL e 10 uL de CaCl, 1 mM, e
colocado em banho-maria a 55 °C por 1,5 horas. Foram, entado, adicionados as
amostras 900 pL de isopropanol e deixadas em repouso por 2 min. Apos este
tempo as amostras foram centrifugadas por 10 min a 14.000 RPM. Os
sobrenadantes foram descartados e os precipitados foram lavados duas vezes,
uma vez com alcool 70% e, a segunda vez, com alcool 90%. Apds as lavagens
os precipitados foram secos por 15 min a temperatura ambiente sendo, a
seguir, ressuspendidos em solugdo de Tris-EDTA (TE) 10 mM e 1 mM
contendo RNase 60 ug/mL e colocados em banho-maria por 1 hora. As
amostras foram precipitadas novamente pela adigdo de 900 uL de isopropanol
e deixadas em precipitagcdo por 2 min. Logo apds, as amostras foram
novamente centrifugadas por 10 min a 14.000 RPM e os sobrenadantes
descartados. Os precipitados foram ressuspendidos ao final em TEg 4 (Tris-HCI
10 mM, EDTA 0,1 mM, pH 7,5).

A concentracado do DNA foi estimada espectrofotometricamente por leitura
da absorbancia em 260 nm, sendo cada unidade de absorbancia
correspondente a 50 ug/mL de DNA fita dupla (SAMBROOK et al., 1989). A
integridade do DNA foi determinada em gel de agarose 0,8% e depois

fotografado sob luz ultravioleta.
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Tabela 1. Cultivares de algodoeiro herbaceo, instituicdo de origem, ciclo em
dias e regido indicada para plantio.

INSTITUIQAO DE CIiCLO REGIAO DE

NUMERAQAO CULTIVARES ORIGEM (DIAS) PLANTIO

1 CNPA ITA 96 Fundagéo MT/ 170/180 CERRADO

EMBRAPA
2 BRS FACUAL EMBRAPA 170/180 CERRADO
3 BRS ANTARES Fundagao MT/ 160/170 CERRADO
EMBRAPA

4 FMT SATURNO Fundagao MT 160/170 CERRADO

5 DELTA OPAL DELTA PINE 145 Todo o Brasil

6 Nordeste de SP e

Fiber Max 966 BAYER SEEDS 156 GO, MS, MT, TO
7 Nordeste de SP e
Fiber Max 986 BAYER SEEDS 160 GO, MS, MT, TO

8 IAC 17 IAC 140 SP

9 IAC 19 IAC 150 SP

10 IAC 20 IAC 140 SP

11 IAC 21 IAC 150 SP

12 IAC 22 IAC 140 SP

13 Guazuncho Il - - Argentina/Paraguai

14 Oro Blanco - - Argentina

15 Makina Syngenta 160 MT, MS, GO, SP, BA

16 CNPA 7H EMBRAPA 120/130 NE/Centro-Sul

17 ALVA EPAMIG 120 Minas Gerais

18 REDENCAO EPAMIG 120-150 Minas Gerais

MARCADORES MICROSSATELITES E REAGAO DA PCR

No presente trabalho foram utilizados quatro pares de primers SSRs, sendo
trés BNL (BNL 1053, BNL 2921 e BNL 3257) e um JESPR, o qual foi
sintetizado pela Invitrogen Life Technologies, sendo denominado CNL 101. Os
tamanhos dos alelos amplificados por cada um dos primes foram estimados por
meio de analise visual e pelo programa ONE-Dscan (versdo 1.0). A analise
realizada tamanhos dos fragmentos

visual foi comparando-se 0s

correspondentes aos alelos, com os tamanhos dos fragmentos
correspondentes ao padrdo de peso molecular de 10 pb DNA ladder (Life
Technologies, Cat. N° 10821-015). O padrao de peso molecular consiste de 33
fragmentos de dsDNA, variando de 10 a 330 pb em multiplos de 10 pb. As
estruturas repetidas dos microssatélites amplificados pelos primers usados
neste trabalho eram constituidas principalmente de repeticbes de
dinucleotideos.

As reacdes de amplificacdo foram realizadas em microtubos de 0,2 mL,
sendo o volume total da reacdo de 15 uL, contendo tampéo da PCR (Tris-HCI
10 mM e 50 mM, pH 8,0), 0,2 mM de cada desoxirribonucleotideo, 2,5 - 3,0 mM
de MgCl,, 0,2 uM de cada primer, uma unidade da enzima Taq DNA

polimerase e 30 ng de DNA molde. Também realizou-se reacdo multiplex
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utilizando-se os locos SSR, BNL 946 e BNL 1694. A reacao multiplex foi
realizada em microtubos de 0,2 mL, sendo o volume total da reacdo de 15 pL,
contendo tampao da PCR (Tris-HCI 10 mM e 50 mM, pH 8,0), 0,2 mM de cada
desoxirribonucleotideo, 2,5 mM de MgCl;, 0,15 uM de cada primer, uma
unidade da enzima Taq DNA polimerase e 30 ng de DNA molde. As
amplificagbes foram feitas em termociclador Perkin Elmer (GeneAmp PCR
System 9600) usando um programa touch down. Esse programa consistiu de
um ciclo de desnaturagéo a 94 °C por 4 min, uma etapa de pareamento a 65 °C
por 40s, seguidos de 10 ciclos touch down decrescendo 1 °C por ciclo até 55
°C, a partir da qual se seguiram 30 ciclos a 55 °C por 40s cada. Em cada ciclo
foram mantidas as respectivas temperaturas de desnaturagdo (94° C/ 40s) e
polimerizagao (72° C/ 1min). O final do programa consistiu de um ciclo de

polimerizacao a 72 °C por 7 min.

AVALIACAO DAS CONDICOES DE SEPARACAO DOS FRAGMENTOS DE
MICROSSATELITES

Foram comparados trés sistemas eletroforéticos, sendo estes, gel nativo
de poliacrilamida 10%, gel nativo de poliacrilamida 6% com resina spreadex
(Elchrom Scientific, Suica) e gel desnaturante de poliacrilamida 7%. Essa
comparagao foi realizada com o objetivo de avaliar a eficiéncia de separagao
dos fragmentos de SSRs amplificados em cada sistema.

A separagdo dos fragmentos de SSRs através de géis nativo de
poliacrilamida foi realizada em um sistema de gel vertical cujas placas mediam
18cm de largura por 16cm de altura, tendo uma capacidade para 32 amostras.
Foram preparados dois géis nativo de poliacrilamida 10% e dois géis nativo de
poliacrilamida 6% com resina spreadex. Esses géis continham 30% de
acrilamida/bis-acrilamida numa proporgcéo de 29:1. A corrida consistiu de 130
Volts por 3 horas e a separagdo dos fragmentos ocorreu em TAE 1X. A
eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida foi realizada em cuba
vertical de eletroforese com placas de gel medindo 38cm de largura por 32cm
de altura com capacidade para 80 amostras.

O gel desnaturante continha poliacrilamida 7% (p/v) com acrilamida/bis-
acrilamida na proporcdo de 19:1, 32% de formamida e 5,6 M de uréia,
conforme protocolo proposto por LITT et al. (1993). A separagdo dos

fragmentos em gel desnaturante ocorreu em TBE 1X. Antes da aplicagdo das
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amostras o gel era submetido a uma pré-corrida de 30 minutos a uma poténcia
constante (50W). As amostras analisadas eram misturadas com igual volume
(5uL) do tampao de carregamento STR 2X (formamida 95%, NaOH 2M e
xyleno cianol 0,09%) e, pouco antes do carregamento, as misturas eram
desnaturadas a 94° C por 4-5 min e logo depois eram colocadas em gelo. Apés
o término da eletroforese os géis de poliacriiamida nativo (com e sem
spreadex) e desnaturante, foram mergulhados em solugao de brometo de etidio
em concentragcdes de 0,2 pug/mL por 15 min e 1 pg/mL por 30 min,
respectivamente. Posteriormente a coloragcéo os géis foram fotodocumentados
sob luz ultravioleta no sistema Eagle Eye Il (Stratagene). Todas as cubas

verticais foram adquiridas da empresa Técnica PERMATRON (Joinville-SC).

AVALIAGCAO DOS CUSTOS

Foi avaliado o custo necessario para a utilizagao dos trés tipos de sistemas
de géis eletroforéticos. Levou-se em consideragao a analise de diversidade
genética para 60 individuos. Considerou-se na avaliagdo os custos dos
seguintes itens: (a) reagentes utilizados na constituicdo de cada gel e (b)
reagentes para preparo dos tampdes usados no gel desnaturante de

poliacrilamida (TBE) e, gel nativo de poliacrilamida sem e com spreadex (TAE).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A faixa de tamanho dos alelos, em pares de bases, estimada por meio da
analise visual, indicou uma variacdo de 170-190pb, 150-160pb, 200-220pb e
120-130pb nos tamanhos dos alelos amplificados pelo loco SSR BNL 1053,
BNL 2921, BNL 3257 e CNL 101, respectivamente. Em trabalhos de
caracterizacdo e anadlise de diversidade genética onde ndo se tem
conhecimento prévio do tamanho dos fragmentos de DNA e onde a posigéo
correta dos alelos é requerida, a avaliagcdo do tamanho dos fragmentos deve
ser feita tanto através da analise visual quanto através do uso de programas de
computador como o ONE-Dscan, pois 0 uso exclusivo desses programas pode
levar a erros (NETO, 2001). A partir da analise dos tamanhos dos alelos de
cada primer, estimados por meio do programa ONE-Dscan, pode-se verificar a
amplificacédo de 2 alelos para o loco SSR, CNL 101, BNL 1053 e BNL 2921 ¢, a
amplificacéo de 3 alelos para o loco SSR, BNL 3257. O tamanho aproximado
dos alelos, obtidos por meio do programa ONE-Dscan, foi de 128pb e 121pb
para os alelos do loco CNL 101, 181pb e 171pb para os alelos do loco BNL
1053, 160pb e 158pb para os alelos do loco BNL 2921 e 209pb, 208pb e 206pb
para os alelos do loco BNL 3257.

A separagao de alelos cujos tamanhos diferiram em apenas um ou dois
nucleotideos foi mais visivel no gel desnaturante. Na Figura 1 observa-se a
separacgao de trés alelos amplificados pelo primer BNL 3257, apds eletroforese
de 3 horas a uma poténcia constante de 50W. Dos trés alelos amplificados dois
diferiram em apenas um nucleotideo (209pb e 208pb). Nas Figuras 2 e 3
observa-se a separacado de dois alelos os quais foram amplificados pelos
primers BNL 2921 e CNL 101, respectivamente, apds eletroforese de 3 horas a
uma poténcia constante de 50W. Os dois alelos amplificados por ambos os
primers (BNL 2921 e CNL 101) diferiram em dois nucleotideos, tendo tamanhos
de 160pb e 158pb e de, 128pb e 126pb.
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Figura 1- Andlise dos trés alelos (a, b, c¢) amplificados pelo primer BNL 3257 utilizando
diferentes géis de eletroforese. A — Gel nativo de poliacrilamida 10%; B — Gel
nativo de poliacrilamida 6% com spreadex; C — Gel desnaturante de poliacrilamida
7%. M — padrdo de peso molecular DNA /adder de 10pb. A numeragdo acima
corresponde as cultivares apresentadas na Tabela 1. Os alelos a, b e ¢ tém
tamanhos de 209pb, 208pb e 206pb, respectivamente, de acordo com os
resultados obtidos por meio da analise do programa ONE-Dscan.
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Figura 2- Analise dos alelos (a, b) amplificados pelo primer BNL 2921 utilizando diferentes

géis de eletroforese. A — Gel nativo de poliacrilamida 10%; B — Gel nativo de
poliacrilamida 6% com spreadex; C — Gel desnaturante de poliacrilamida 7%. M —
padrao de peso molecular DNA /adder de 10pb. A numeragdo acima corresponde
as cultivares apresentadas na Tabela 1. Os alelos a e b tém tamanhos de 160pb e
158pb, respectivamente, de acordo com os resultados obtidos por meio da analise
do programa ONE-Dscan.
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Figura 3- Analise dos alelos (a e b) amplificados pelo primer CNL 101 utilizando diferentes

géis de eletroforese. A — Gel nativo de poliacrilamida 10%; B — Gel nativo de
poliacrilamida 6% com spreadex e C - Gel desnaturante de poliacrilamida 7%. M —
padrao de peso molecular DNA /adder de 10pb. A numeragao acima corresponde
as cultivares apresentadas na Tabela 1. Os alelos a e b tém tamanhos de 128pb e
126pb, respectivamente, de acordo com os resultados obtidos por meio da analise
do programa ONE-Dscan.
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Figura 4- Analise dos alelos (a e b) amplificados pelo primer BNL 1053 utilizando diferentes
géis de eletroforese. A — Gel nativo de poliacrilamida 10%; B — Gel nativo de
poliacrilamida 6% com spreadex e C - Gel desnaturante de poliacrilamida 7%. M —
padrao de peso molecular DNA /adder de 10pb. A numeragao acima corresponde
as cultivares apresentadas na Tabela 1. Os alelos a e b tém tamanhos de 181pb e
171pb, respectivamente, de acordo com os resultados obtidos por meio da analise
do programa ONE-Dscan.

Quando utilizou-se o gel nativo de poliacrilamida 10%, n&o foi possivel
verificar a separagdo dos alelos amplificados pelos primers BNL 3257, BNL
2921 e CNL 101. Por outro lado, os resultados obtidos com o gel nativo de
poliacrilamida 6% com spreadex aproximaram-se dos obtidos pelo gel
desnaturante. Isso ocorreu porque a utilizagdo conjunta desses dois polimeros,
acrilamida e spreadex, aumenta a capacidade de separagao de fragmentos de
pequeno tamanho. Segundo NETO (2001), géis nativos de poliacrilamida na
concentragao de 8%, utilizando spreadex sdo eficientes na separagdao de
fragmentos com tamanho até 250pb. No entanto, & possivel utilizar géis de
poliacrilamida na concentracao de 6% para separar fragmentos com até 250pb,
desde que se adeque o tempo de corrida ao tamanho do fragmento que se
deseja visualizar.

Apesar do gel desnaturante ter apresentado maior poder de separagéo do
que os géis nativos, estes géis podem separar fragmentos que tenham maiores
diferengas em tamanho. Na Figura 4 verifica-se resultado semelhante quando
se utilizou o gel desnaturante de poliacrilamida 7% ou o gel nativo de
poliacrilamida 6% com spreadex. O poder de separagao dos alelos foi menor
quando se utilizou o gel nativo de poliacrilamida 10%.

Em todos os produtos obtidos pela amplificacdo dos 4 primers usados no
trabalho observou-se o aparecimento de “bandas fantasmas”. Entretanto,
quando os diferentes géis foram comparados observou-se que no gel

desnaturante houve redugao significativa dessas bandas. A ocorréncia de
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bandas “menores”, tais como “bandas fantasmas” e heteroduplex, geralmente
esta associada a repeticdes em tandem de dinucleotideos. Uma variedade de
erros durante a PCR pode levar a falha parcial ou total na amplificacido dos
alelos e isso pode dificultar a interpretacdo e analise dos géis. “Bandas
fantasmas” podem ocorrer devido a leitura errbnea da enzima Taq DNA
polimerase ou a alteragdes na estrutura secundaria do DNA, enquanto bandas
heteroduplex podem resultar do reanelamento de fitas ndo complementares
durante os ultimos ciclos da PCR (RODRIGUEZ et al., 2001). Assim, acredita-
se que as bandas fantasmas sejam artefatos da PCR e s&do observadas em
individuos homozigotos, enquanto bandas heteroduplex (setas mostradas na
Figura 3C, linha 3 e, na Figura 4A, linhas 2 e 8) somente ocorrem em
individuos heterozigotos. A presenga dessas bandas nos géis é influenciada
pelas condi¢cdes da eletroforese. Géis desnaturantes reduzem a ocorréncia de
bandas “menores” em relacéo a géis nativos (RODRIGUEZ et al., 2001).

O tipo de repeticao dos locos microssatélites amplificados pelos quatro
primers é de dinucleotideos, o que se observa para a grande maioria dos
microssatélites encontrados em algodao. LITT et al. (1993) comentaram que
apesar de serem altamente informativos, os microssatélites com repetigcdes de
dinucleotideos mostram que cada alelo consiste ndo somente de um
fragmento, mas de uma série de fragmentos. Dessa forma, essas “bandas
fantasmas” podem obscurecer a verdadeira posi¢cao do alelo, dificultando a
genotipagem. Esses mesmos autores conseguiram otimizar as condicdes
eletroforéticas em géis de poliacrilamida adicionando formamida e uréia ao gel,
eliminando o aparecimento de “bandas fantasmas”.

Em relagdo aos tamanhos das placas usadas na confec¢ado dos géis de
poliacrilamida, observou-se que placas de tamanhos maiores (38cm de largura
por 32 cm de altura) podem reduzir o tempo total de analise. As placas usadas
na confecgao do gel desnaturante podem carregar até 80 amostras, mas como
a utilizacdo de padrao de peso molecular é requerida, o numero de amostras
deve ser reduzido de acordo com o numero de padrées usados. Na Figura 1C
verifica-se que o padrao de peso molecular, localizado a esquerda, esta mais
acima do que o padrao de peso molecular localizado a direita. Isso se deve em
parte a imperfeicdes (“sorrisos”) verificadas no gel desnaturante. Visando
minimizar tais imperfeicdes € recomendavel que os padroes de peso molecular

sejam distribuidos em intervalos entre as amostras (MOTA, 2003). Se forem
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usados 4 padrdes, por exemplo, 76 amostras podem ser carregadas no gel
desnaturante e, dessa forma, se for usado dois géis, 152 amostras podem ser
avaliadas por dia. Por outro lado, para o carregamento de 150 amostras em
géis nativos cujas placas medem 18 cm de largura por 16 cm de altura, é
necessario a confecgao de 5 géis. Assim, a utilizacdo de gel desnaturante com
placas de tamanhos maiores pode reduzir o tempo total de analise e
consequentemente reduzir o custo. Reagbes do tipo multiplex também podem
ser feitas para aumentar a rapidez nas analises e reducao de custos. Essa
reacdo € uma variante da PCR onde dois ou mais locos sdo amplificados
simultaneamente na mesma reagdo (HENEGARIU et al., 1997). Um exemplo

da amplificagdo de locos microssatélites em gel desnaturante utilizando-se

essa reacéo é mostrado na Figura 6.

M M M
-

Y M e i 29 TT0p e st e BNL 946

L T T T Tt :
™ T BNL 1694

e
LA T T I

Figura 6- Exemplo de reacdo multiplex realizada com os primers BNL 946
(parte superior) e BNL 1694 (parte inferior) em fotografia original
(esquerda) e negativo (direita). O primer BNL 1694 amplificou dois
locos SSR (Loco a e b). M — padréo de peso molecular DNA /adder
de 10pb.

Entretanto, a utilizacdo de reacbes multiplex s6 é possivel desde que se
conhega o tamanho dos fragmentos, pois para se combinar dois ou mais
primers em uma mesma reagao € necessario que estes produzam alelos de
tamanhos tais que n&o se sobreponham, de modo que possam migrar em uma
mesma canaleta do gel. Os primers observados na Figura 6 amplificaram alelos
cujos tamanhos estavam entre 350pb e 330pb (BNL 946) e 260pb e 230pb
(BNL 1694), permitindo assim a separagdo correta dos alelos presentes nos
dois locos.

A comparacgdo do custo dos sistemas eletroforéticos € tado importante
quanto a comparacao do poder de resolucdo desses sistemas em trabalhos
de caracterizagao e diversidade genética. Na Tabela 3 foram apresentados os
diferentes custos obtidos para os sistemas eletroforéticos comparados

considerando-se uma analise de diversidade genética de 60 individuos. O
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custo mais baixo para a obtencdo do gel foi detectado para o gel nativo de
poliacrilamida seguido do gel desnaturante, de R$ 2,08 e R$ 16,00,
respectivamente, enquanto o mais caro foi para o gel nativo de poliacrilamida
adicionado de spreadex (R$ 23,45). O custo de 2 litros de solugdo de brometo
de etidio usado em gel desnaturante foi de R$ 0,21. Além disso, essa solugéo
pode ser utilizada mais de uma vez. Portanto, a opcdo de se utilizar o
brometo de etidio como corante pode reduzir os custos em relagdo ao uso de
nitrato de prata, geralmente usado em géis desnaturantes de poliacrilamida.
Além de ser mais caro, com um custo em torno de R$ 20,00, o processo de
revelacdo por nitrato de prata € muito demorado, demandando cerca de 2
horas. A resolugdo obtida através de brometo de etidio demonstrou ser
eficiente na distingdo entre alelos amplificados pelos marcadores
microssatélites em cultivares de algodao. MOTA (2003), utilizando também
géis desnaturantes de poliacrilamida corados com brometo de etidio,
constatou que esse tipo de sistema foi eficiente na separacdo de alelos
amplificados por primers microssatélites usados em analise de diversidade

genética de cacaueiro (Theobroma cacao L.).

Tabela 3. Custos obtidos na confec¢ao dos diferentes géis eletroforéticos para
60 amostras.

CUSTO DOS SISTEMAS ELETROFORETICOS (R$)*

DESCRIGCAO DOS  Gel nativo de Gel nativo de Gel desnaturante de
MATERIAIS poliacrilamida poliacrilamida 6% poliacrilamida 7%
10% com spreadex

Reagentes para

obtencgéo do gel 1,30 23,45 9,00
Tampao 0,78 0,78 7,00
TOTAL R$2,08 R$ 24,23 R$ 16,00

* Valores obtidos considerando-se US$ 1,00 igual a R$ 2,90.
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CONCLUSOES

(1) Os resultados obtidos no presente trabalho indicam o uso de sistemas de
maior resolugdo quando se tem fragmentos de tamanho pequeno e cujas
diferengas entre alelos seja de apenas 2 e 1 nucleotideos. Em trabalhos de
caracterizacdo onde ndo se tem conhecimento prévio do tamanho dos
fragmentos de DNA e onde a posigdo correta dos alelos € requerida, um

sistema de gel desnaturante de poliacrilamida € o mais recomendado.

(2) A utilizagcao de placas de tamanho maior (38 cm x 32 cm) reduz o tempo de
analise. O uso do corante brometo de etidio pode baratear o custo do gel
desnaturante. O gel desnaturante de poliacrilamida, apesar de ter um custo
maior do que o gel nativo de poliacrilamida apresenta um maior poder de
resolugdo. Portanto, o sistema eletroforético recomendado para realizagao de
caracterizagdo e analise de diversidade genética de cultivares de algodoeiro

herbaceo é o de gel desnaturante de poliacrilamida 7%.
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CAPITULO 2

AVALIAGAO DA DIVERSIDADE GENETICA E
CARACTERIZAGAO DE CULTIVARES E LINHAGENS DE
ALGODOEIRO POR MICROSSATELITES
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RESUMO

O conhecimento da diversidade genética e a relagdo entre os materiais
melhorados sdo de grande importancia para o melhoramento do algodoeiro. A
caracterizagcdo desses materiais também é importante na protecado do direito
intelectual do melhorista. Para obter tais informacdes, o presente trabalho teve
como objetivos: (1) estimar a informatividade dos locos SSR de algodao; (2)
estimar a distancia genética entre 53 cultivares e 130 linhagens de algodoeiro
herbaceo e; (3) selecionar um conjunto de primers SSR capazes de diferenciar
as 53 cultivares e as 130 linhagens. A extracdo de DNA desses materiais foi
realizada para posterior caracterizacdo genética por meio de marcadores SSR.
Foram usados 31 pares de primers SSR na avaliacédo das cultivares e 20 pares
de primers SSR na avaliagdo das linhagens. Um total de 66 alelos com uma
média de 2,13 alelos por loco foi obtidos para as cultivares, enquanto para as
linhagens foram encontrados 41 alelos com uma média de 2,05 alelos por loco.
A informagao do conteudo de polimorfismo (PIC) variou de 0,18 a 0,62 para as
cultivares e, de 0,25 a 0,51 para as linhagens. O coeficiente de dissimilaridade
variou de 0,00 a 0,71, para as cultivares e, de 0,00 a 0,87 para as linhagens.
Por meio do método UPGMA observou-se no dendrograma das cultivares a
formagao de 7 grupos e 26 subgrupos, enquanto para as 130 linhagens foram
observados 14 grupos. Esses resultados foram consistentes com as
informacbes da genealogia obtidas para alguns cultivares e linhagens. Por
meio do perfil genético dos SSR obtido para cada uma das variedades
caracterizadas, foi possivel discriminar 52 das 53 cultivares (98%). Utilizando
apenas 11 pares de primers SSR dos 31 testados, foi possivel diferenciar as 52
cultivares de algodoeiro. Na caracterizacdo das 130 linhagens os 20 pares de
primers SSR usados foram capazes de discriminar 123 das 130 linhagens
(95%). Entretanto, apenas 14 pares de primers poderiam ser usados na
diferenciagdo das 123 linhagens. Constatou-se o potencial dos marcadores
microssatélites em estudos de diversidade genética com cultivares e linhagens
de algodoeiro e, também, a necessidade de se introduzir novos alelos no pool
génico dos algodoeiros melhorados. O conjunto de primers SSR selecionados
podera ser util nos processos de protecéo de cultivares, nas analises de pureza
genética e nos programas de melhoramento.

Palavras chaves: fingerprinting, Gossypium hirsutum L., marcadores

moleculares, genealogia.
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INTRODUGAO

O algodoeiro (Gossypium spp.) constitui-se na principal cultura produtora
de fibras no mundo e é considerada a segunda oleaginosa mais importante
(WANG et al., 1995). O G. hirsutum L. contribui com 90% da produ¢do mundial
de algodao e seu cultivo apresenta grande importancia social e econémica para
o Brasil. Nos ultimos anos péde-se observar a recuperacéo da cotonicultura no
Brasil em termos de producdo e até mesmo de insercdo nos mercados
internacionais (FREIRE et al., 2003). O aumento da produtividade dessa cultura
no Brasil, principalmente na regido Centro-Oeste, se deve a implementagao de
tecnologia de alto nivel e, inserida a essas tecnologias, esta a utilizacdo de
sementes melhoradas que proporcionam elevada produtividade e
adaptabilidade as diversas regides do Pais.

Muitas variedades de algodoeiro tém sido desenvolvidas a partir de
cruzamentos entre pais proximamente relacionados, mas o ganho de produgao
limitado tem levado a procura do uso mais extensivo de germoplasma exético
(VAN ESBROECK e BOWMAN, 1998). Apesar dos métodos de melhoramento
terem aumentado a eficiéncia na transferéncia da variagao alélica das fontes de
germoplasma para o pool génico dos algodoeiros melhorados, as fontes de
germoplasma ainda permanecem subutilizadas. A diversidade genética
assegura medidas de protecdo contra problemas com doencas ou pragas e
fornece uma base para ganhos genéticos futuros (VAN ESBROECK e
BOWMAN, 1998).

Os marcadores moleculares possibilitam varias aplicagcdes e analises
genéticas com grandes oportunidades de utilizagdo no melhoramento genético.
Esses marcadores apresentam diversas vantagens sobre os marcadores
morfologicos, dentre elas, destacam-se o alto grau de polimorfismo, a
independéncia entre os efeitos ambientais e o estadio fisioldgico da planta.

Diversos marcadores moleculares tém sido usados em estudos de
caracterizacdo, diversidade genética e relagdes genéticas entre espécies
cultivadas e seus parentes silvestres. Desses marcadores, o RAPD foi o mais
usado em estudos com algodao (MULTANI e LYON, 1995; TATINENI et al.,
1996; IQBAL et al., 1997; LU e MYERS, 2002). Estudos usando aloenzimas
(WENDEI et al., 1992) e RFLPs (WENDEL e BRUBAKER, 1993) tém sido

limitados pelo baixo nivel de polimorfismo detectado ao nivel intra e

49



interespecifico. O marcador AFLP tem sido usado com sucesso em analises de
diversidade genética em varias espécies, entre estas, o algodao (PILLAY e
MYERS, 1999; ABDALLA et al., 2001). Marcadores microssatélites também
tém sido usados em trabalhos de diversidade genética (LIU et al., 2000;
GUTIERREZ et al., 2002). Apesar do sucesso dos métodos AFLP, RFLP e
RAPD, o nivel de polimorfismo detectado ainda é baixo, sobretudo quando se
usam as técnicas de RFLP e RAPD. Esses tipos de marcadores nao
possibilitam a realizagdo de uma genotipagem em grandes colegbes de
germoplasma de uma maneira eficiente (LIU et al., 2000).

Os microssatélites, também denominados SSR (Simple Sequence
Repeat), possibilitam ampla utilizagdo nos programas de melhoramento, uma
vez que sdo co-dominantes, multialélicos e capazes de fornecer um elevado
nivel de informacao genética por loco (LANZA et al., 2000). A disponibilidade e
abundéancia desses marcadores ao longo do genoma do algodoeiro, sua
natureza polimérfica, co-dominancia e por serem baseados na reagdo da
polimerase em cadeia (PCR), os fazem uteis em estudos de diversidade
genética (REDDY et al., 2001). Mais de 1.000 primers microssatélites ja foram
isolados a partir de bibliotecas de DNA gendmico do algoddo (NGUYEN et al.,
2004). Estudos realizados em nivel de DNA para investigar a diversidade
genética de algodoeiros cultivados (BRUBAKER e WENDEL, 1994; TATINENI
et al.,, 1996; IQBAL et al., 1997), em geral, revelam que os algodoeiros
cultivados tém baixa diversidade genética. Segundo Carvalho (1999) as
cultivares plantadas no Brasil descendem de apenas trés ancestrais diferentes.

Com o proposito de investigar a diversidade genética de algodoeiros
cultivados em varias regides do Brasil, Argentina e Paraguai e, de linhagens
usadas no programa de melhoramento da COODETEC (Cooperativa Central
de Pesquisa Agricola), o presente trabalho teve como objetivos: (1) Estimar a
informatividade dos locos SSR de algodao; (2) Selecionar um conjunto de
primers microssatélites capazes de diferenciar 53 cultivares e 130 linhagens de
algodoeiro herbaceo criadas pela COODETEC; (3) Estimar a distancia genética
entre 53 cultivares de algodoeiro herbaceo atualmente cultivadas no Cone Sul;
(4) Estimar a disténcia genética entre 130 linhagens de algodoeiro herbaceo
desenvolvidas pela COODETEC.
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MATERIAL E METODOS

MATERIAL GENETICO E EXTRAGCAO DE DNA

O material genético utilizado correspondeu a 53 cultivares de algodoeiro
herbaceo, desenvolvidas e langadas por instituigdes publicas e privadas do
Brasil, assim como algumas cultivares da Argentina e Paraguai (Tabela 1),
aléem de 130 linhagens desenvolvidas e usadas no programa de melhoramento
da COODETEC. O DNA foi extraido a partir de um bulk de oito a dez sementes
de cada cultivar ou linhagem. A extragdo foi feita com base no protocolo

descrito por McDONALD et al. (1994), com algumas modificagoes.

Em tubo eppendorff de 1,5 mL contendo cerca de 50-60 mg de sementes
foram adicionados 700 uL de tampao de extragdo contendo Tris-HCI 0,2 M,
NaCl 0,28 M, EDTA 25 mM e SDS 10%. As amostras foram extraidas em
politron e, em seguida, centrifugadas por 10 min a 14.000 RPM em
microcentrifuga eppendorf 1405. Os sobrenadantes foram transferidos para
novos tubos e centrifugados por mais 5 min a 14.000 RPM. Novamente, os
sobrenadantes foram transferidos para novos tubos, sendo, em seguida,
acrescentados 10 uL de proteinase K 10 mg/mL e 10 uL de CaCl, 1 mM, e
colocado em banho-maria a 55 °C por 1,5 horas. Foram, entdo, adicionados as
amostras 900 uL de isopropanol e deixadas em repouso por 2 min. Apos este
tempo as amostras foram centrifugadas por 10 min a 14.000 RPM. Os
sobrenadantes foram descartados e os precipitados foram lavados duas vezes,
uma vez com alcool 70% e, a segunda vez com alcool 90%. Apds as lavagens
os precipitados foram secos por 15 min a temperatura ambiente sendo, a
seguir, ressuspendidos em solugdo de Tris-EDTA (TE) 10 mM e 1 mM
contendo RNase 60 ug/mL e colocados em banho-maria por 1 hora. As
amostras foram precipitadas novamente pela adicdo de 900 uL de isopropanol
e deixadas em precipitagdo por 2 min. Logo apds, as amostras foram
novamente centrifugadas por 10 min a 14.000 RPM e os sobrenadantes
descartados. Os precipitados foram ressuspendidos ao final em TEq ¢ (Tris-HCI
10 mM, EDTA 0,1 mM, pH 7,5).

A qualidade do DNA foi avaliada em gel de agarose 0,8% bem como por
espectrofotometria, considerando a razdo Ageo/As0. A concentragado foi
estimada a partir da absorbancia a 260 nm conforme SAMBROOK et al. (1989),
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estocando-se as amostras a -20 °C e as amostras de trabalho (10 ng/pL) a 5 °C

(em geladeira).

MARCADORES SSR E CONDIGCOES DE AMPLIFICAGAO
Foram utilizados primers microssatélites de algodao disponibilizados pela
Research Genetics. Esses primers tém na sua denominacgéao o laboratério onde
foram obtidos, nesse caso, BNL (Brookhaven National Laboratory). REDDY et
al. (2001) disponibilizaram a sequéncia de 309 pares de primers
microssatélites, sendo denominados de JESPR. Em primeiro lugar foi realizado
um screening com os primers de algodao disponiveis no Laboratério de
Genética Molecular de Plantas (BIOMOL), do Instituto de Biotecnologia
Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO), da Universidade Federal de Vigosa
(UFV). No screening apenas 12 cultivares foram usadas, sendo testados 116
pares de primers BNL e 86 JESPR que foram sintetizados pela Invitrogen Life
Technologies, sendo denominados CNL. Desses primers testados, 35 foram
polimoérficos, sendo 34 BNL e somente 1 CNL. Entretanto, apenas 31 pares de
primers (Tabela 2) mostraram produtos de facil detecgdo. Para as linhagens
encontraram-se apenas 20 pares de primers polimorficos.
As reacbes de microssatélites foram realizadas em microtubos de 0,2
mL, sendo o volume total da reacdo de 15 uL, contendo tampé&o da PCR (Tris-
HCI 10 mM e 50 mM, pH 8,0), 0,2 mM de cada desoxirribonucleotideo, 2,0 - 3,0
mM de MgCl, (Tabela 2), 0,2 uM de cada primer, uma unidade da enzima Taq
DNA polimerase e 30 ng de DNA molde. As amplificacdes foram feitas em
termociclador Perkin Elmer (GeneAmp PCR System 9600) usando um
programa fouch down. Esse programa consistiu de um ciclo de desnaturacao a
94 °C por 4 min, uma etapa de pareamento a 65 °C por 40s, seguidos de 10
ciclos touch down decrescendo 1 °C por ciclo até 55 °C, a partir da qual se
seguiram 30 ciclos a 55 °C por 40s cada. Em cada ciclo foram mantidas as
respectivas temperaturas de desnaturagao (94° C/ 40s) e polimerizagéo (72° C/
1min). O final do programa consistiu de um ciclo de polimerizagéo a 72 °C por 7

min.
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Tabela 1- Cultivares de algoddo recomendadas para plantio no Brasil,
Argentina e Paraguai, origem, genealogia e ciclo.

CicLo
N°| ORIGEM | Cultivares Genealogia* (Dias) | REGIAO (Pais)
1 Australia Sicala 3-2 Acalal517-70/TamcotSP-37//DP61/CSIRO 135-175 -
2 EMBRAPA CNPA ITA 90 Selegdo Deltapine AC-90 170/180 Cerrado (Brasil)
3 FundagaoMT BRS 96 Selegdo EPAMIG 3 170/180 Cerrado (Brasil)
4 EMBRAPA BRS Facual Sicala 34/CNPA SRIS 170-180 Cerrado (Brasil)
5 FundagaoMT/ BRS Antares
EMBRAPA Selegdo CNPA SRI5 160-170 Cerrado (Brasil)
6 FundagaoMT FMT Saturno Selegéo CS 50 160/170 Cerrado (Brasil)
7 DELTA PINE Delta-Opal - 145 Brasil
8 Nordeste de Sao Paulo,
BAYER SEEDS  Fiber Max 966 Selegdo no cultivar Sicala 34 156 GO, MS, MT, TO (Brasil)
9 Nordeste de Sao Paulo,
BAYER SEEDS  Fiber Max 986 Selegdo no cultivar Sicala 3-2 160 GO, MS, MT, TO (Brasil)
10 IAC IAC 17 Selecao IAC RM; 140 Sao Paulo (Brasil)
11 1AC IAC 19 Yucatanense/N1-HOA//IAC RM; 150 Sdo Paulo (Brasil)
12 1AC TIAC 20 Selecao IAC 17 140 Sdo Paulo (Brasil)
13 TIAC IAC 21 Selegdo IAC 19 150 Sao Paulo (Brasil)
14 TIAC IAC 22 TAC 20/GH 11-9-75 140 SP, Centro-Oeste (Brasil)
15 TIAC IAC 23 Selegdo TAC 20-RR. 150 Séo Paulo (Brasil)
16 IAPAR IPR 94 TAPAR 71/Deltapine Acala 90 138-175 Parana (Brasil)
17 TIAPAR IPR 95 CNPA ITA 90/IAPAR 71 138-175 Parana (Brasil)
18 TIAPAR IPR 96 CNPA ITA 90/IAPAR 71 135-175 Parana (Brasil)
19 Argentina Guazuncho 2 Guazuncho/SP 8535 - Argentina/Paraguai
20 Argentina Cacique MATACO/GUAZUNCHO - Argentina
21 Argentina Oro Blanco SP2473/SIOKRA - Argentina
22 MT, MS, GO, SP, BA
SYNGENTA Makina KNX111/Acala SJ-5 160 (Brasil)
23 MT, MS, GO, SP, BA
SYNGENTA Fabrika KNH390/Monar 135-366 175 (Brasil)
24 EMBRAPA CNPA 7H TAMCOT SP 37/IAC 17 120/130 NE/Centro-Sul (Brasil)
25 EMBRAPA CNPA 8H - 130/140 Norte/NE (Brasil)
26 EMBRAPA CNPAPrecocel Selegdo GH-11-9-75 110/120 Norte/NE/Cerrado (Brasil)
27 EMBRAPA CNPAPrecoce2  C-100-7-81/PNH3 110/120 Norte/NE/Cerrado (Brasil)
28 EMBRAPA CNPAPrecoce3  C-80-18-80 / PNH3 170/180 Cerrado (Brasil)
110/120 Norte/NE/
29 EMBRAPA CNPA ITA 92 Selegdo Island 542 Centro-Oeste (Brasil)
30 EMBRAPA BRS 197 Selegdo CNPA SRI5 170/180 Cerrado (Brasil)
31 EMBRAPA BRS Itauba Selegéo CS 50 170/180 Cerrado (Brasil)
32 EMBRAPA BRS Aroeira Selegdo CNPA SRI5 160/170 Cerrado (Brasil)
33 EMBRAPA BRS Ipé Selegdo CNPA ITA 90 170/180 Cerrado (Brasil)
34 EMBRAPA BRSSucupira Sicala 34/CNPA SR5 160/180 Cerrado (Brasil)
35 EMBRAPA BRS 96-148 Selegéo CS 50 160 Cerrado (Brasil)
36 EMBRAPA BRS 96-227 Selegéo CS 50 157 Cerrado (Brasil)
37 Fundagdo MT ~ FMT Fetagri Selegdo CNPA SRI5 146 MT (Brasil)
38 EPAMIG Alva Haploide Duplo (C-25-1-80) 120 Minas Gerais (Brasil)
39 EPAMIG Redencao Selegdo IAC 17 120-150 Minas Gerais (Brasil)
Minas Gerais/Centro-Oeste
40 EPAMIG Epamig 5 Selegdo C 25 -1 - 80 120-140 (Brasil)
Minas Gerais/Centro-Oeste
41 EPAMIG Lica Haploide Duplo (C —24-5-78) 120-140 (Brasil)
42 EPAMIG MG/UFU 91-02 S 6046/IAC 17 120-140 Minas Gerais (Brasil)
43 Paraguai TAN 338 CHACO 510/ISA 205//Reba P279 140-160 Paraguai
44 COODETEC CD 401 SP86/ISA205 130-140 MS, PR e SP (Brasil)
BA, GO, MT, MS, MG, SP
45 COODETEC  CD 402 DP Ac 90//TAC 20/S295*IAC 20 140 a 155 (Brasil)
BA, GO, MT, MS, MG, SP
46 COODETEC  CD 403 DP Ac 90//TAC 20/S295*IAC 20 140-145 (Brasil)
47 COODETEC  CD 404 CHACO 520/DP Ac90 1402160  MS, MT e PR (Brasil).
48 COODETEC  CD 405 CNPAS86-387/P288//PR 3060/87 145a155  PRe SP (Brasil).
49 COODETEC  CD 98-87 0C92-165/Sicala 3-3 - -
50 COODETEC  CD 98-101 0C92-165/Sicala 3-3 - -
CD 406 ou BA, GO, SP, MG, MT, MS
51 COODETEC CD98-225 0C92-165/Sicala V1 140a 160 e Regido Norte (Brasil).
CD 407 ou BA, GO, MG, SP, MT, PR,
52 COODETEC  CD98-383 DP Ac90//1AC 20/8295 1402160  MS e Regido Norte (Brasil).
53 COODETEC  CD 98-440 DP Ac 90//IAC 20/S295*IAC 20 - -

*

Informagbes obtidas por

comunicagdo pessoal

complementadas com informagdes obtidas na literatura.

53

com o0s

respectivos obtentores e



Os fragmentos amplificados foram separados em gel desnaturante de
poliacrilamida 7% (p/v) com acrilamida/bis-acrilamida na propor¢do de 19:1,
32% de formamida e 5,6 M de uréia, conforme protocolo proposto por LITT et
al. (1993). Antes da aplicagdo das amostras o gel era submetido a uma pré-
corrida de 30 minutos a uma poténcia constante (80W na corrida de duas
placas). As amostras analisadas eram misturadas com igual volume (5uL) do
tampéao de carregamento STR 2X (formamida 95%, NaOH 2M e xyleno cianol
0,09%) e, pouco antes do carregamento, as misturas eram desnaturadas a 94°
C por 4-5 min e logo depois eram colocadas em gelo. Apoés o término da
eletroforese os géis foram mergulhados em solugédo de brometo de etidio na
concentragdo de 1 ug/mL por 30 min. Posteriormente a coloragdo, os géis
foram fotografados sob luz ultravioleta (Eagle Eye ).

Para determinar o comprimento dos fragmentos, utilizou-se o padrdo de
peso molecular 10 pb DNA /adder (Life Technologies, Cat. N° 10821-015), o
qual consiste de 33 fragmentos de dsDNA, variando de 10 a 330 pb em
multiplos de 10 pb. Além da analise visual através do DNA Jadder utilizou-se o

programa ONE-Dscan (ver. 1.0) para a analise do tamanho dos fragmentos.
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Tabela 2. Especificagbes dos primers
cultivares e linhagens.

usados na caracterizagao das

Nome do Segiiéncia de bases (5'-3') Estrutura | Localizagao no MgCl.
Marcador q Repetidab Cromossomo (mM)
BNL139s” F |- - - 3,0
R |-
BNL 946 F | GCTGTTGCTCCACATCTCCT GAis 20Lo* 25
R | GGGCAAACAGATAGGCAGAA
BNL 1053 F | AGGGTCTGTCATGGTTGGAG AC1s 3 2,0
R | CATGCATGCGTACGTGTGGTA
BNL 1064 | F | TTTGCGGGTAATCCTATTGC (CA)15(GT)1 6sh* 2,5
R | TGTCTATGGGACATTTCGCA
BNL1231 F | TAATAAAAGGGAAAGGAAAGAGTT AGis D02* 2,5
R | TATGGCTCTAGAATATTCCCTCG
BNL1423 F | AAAAACCAATTGCCTCCAAA AG1, 9 3,0
R | CTCCTAACGATCAATGGGGA
BNL 1673 F | CTCTTAATGCTTGGCCTTGG AG24 12Lo* 25
R | AGTACCGGACTCGGCACTAT
BNL 1694(2) | F | CGTTTGTTTTCGTGTAACAGG AG19 7 25
R | TGGTGGATTCACATCCAAAG
BNL 1721 F | TGTCGGAATCTTAAGACCGG AG17 18Lo** 25
R | GCGCAGATCCTCTTACCAAA
BNL 2448A | F | TAACTTTATCCGCGGAATCG GAir 5 25
R | TAGTTTGATCAGTTTGATGATTTAGC
BNL 2449 F | ATCTTTCAAACAACGGCAGC GAsg A0T* 3,0
R | CGATTCCGGACTCTTGATGT
BNL 2495 F | ACCGCCATTACTGGACAAAG AG1s 26Lo* 25
R | AATGGAATTTGAACCCATGC
BNL 2496A | F | TCGAAATGAATTTAGATGACCA GA1s - 3,0
R | TCCTTTTTTTTGTACTTCTCTTGC
BNL 2590A | F | GAAAAACCAAAAAGGAAAATCG AG1 9Lo** 2,5
R | CTCCCTCTCTCTAACCGGCT
BNL 2646 F | CCCCTTTGATAGATACACATTTTTA (CT)7(AG)s 15* 3,0
R | AAAATAAACTACGAAAGAGAAAGAGAA
BNL 2921 F | CGAGAGATTTTAAAGGGAAACA AG1o - 2,5
R | GGGAGTGGTCTGATGGAAAA
BNL 2960 F | TAAGCTCTGGAGGCCAAAAA GAip 10Lo™ 3,0
R | CCATTTCAATTTCAAGCATACG
BNL 2986 F | TAGAGCCAAGTGGTGATCCC AG1o 16Lo* 3,0
R | AAAGGGGGGAATGATTATGC
BNL 3089 F | TCGAACTTAACAAAAGAGAGAGAGA AG1o - 2,5
R | AAATCCGGATTCAGCAATACTT
BNL 3171 F | GAAAAATTGAGGAAGGACATACG GAgzs - 25
R | GGCCACAACCGAATTTACTG
BNL 3255 F | GACAGTCAAACAGAACAGATATGC (GC)sAT(AC)14 5sh** 3,0
R | TTACACGACTTGTTCCCACG
BNL 3257 F | CAATCTGGGATCAAAAAAACC (AC)13(AT)10 A02* 2,5
R | GGTGAAACATAGCGTGTTGC
BNL 3408(2) | F | ATCCAAACCATTGCACCACT (GT)A(TG)13 17Lo** 25
R | GTGTACGTTGAGAAGTCATCTGC
BNL 3482 F | ATTTGCCCCAGGTTTTTTTT AC12 26Lo™ 25
R | GCAACACCTTTTCCTCCCTA
BNL 3590 F | TCTTCCCTCTCTTTCTCTTTCG (CA)20(TA)s 2" 2,0
R | ACACGGAAGACCAACCAAGT
BNL 3594 F | AGGGATTTTGATTGTTGTGC TCar 6bot* 2,5
R | TGAATTCAAAACAAATGTTAGCC
BNL 3800 F | GCCATTGATGGAAGGTCAGT TGt - 2,0
R | CATCCTCGGAATTTTCCAAA
BNL 3838 F | GGAATCTGGGTTTTATGGGG GTio 20* 2,5
R | CCCCAAAGACTGCACAATTT
BNL 3902 F | GAGTTTGGGGGCTGTGTATG GT1s 15* 2,0
R | GGGGTGCTTATGTCAGACGT
BNL 4030 F | CCTCCCTCACTTAAGGTGCA GT1o 22* 2,5
R | ATGTTGTAAGGGTGCAAGGC
CNL 101 | F | CCAAGTCAAGGTGAGTTATATG (TA)s(GThs - 25
R | GCTCTTTGTTACTGAAATGGG

Obs.: sh —short arm ; Lo — long arm. *, ** Informagdes obtidas em Lacape et al. (2003) e Liu et al. (2000),
respectivamente. a - primers em negrito também foram usados na caracterizagcdo das linhagens; b —
Informagdes obtidas no site http://demeter.bio.bnl.gov/cgi-bin. Cromossomos de 1 a 13 pertencem ao
subgenoma A e de 14 a 26 ao subgenoma D.
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ANALISE DOS DADOS

A diversidade genética de cada loco microssatélite foi obtida através da
frequéncia dos alelos utilizando a seguinte férmula:

Informagao do conteudo de polimorfismo (PIC) =1- ;=1 —Zn:pif.

=

Onde p; é a frequéncia do j-ésimo alelo para o primer i (ANDERSON et
al., 1993). O valor da diversidade genética do loco é muito similar a
heterozigosidade, que € comumente utilizada para descrever a informatividade
de um marcador molecular em espécies alogamas. ANDERSON et al. (1993)
indicaram que a diversidade genética do loco € essencialmente a mesma da
informagcdo do conteudo de polimorfismo (PIC — polymorphism information
content) como utilizado por BOTSTEIN et al. (1980).

As distancias genéticas entre as cultivares e entre as linhagens foram
avaliadas por meio de uma matriz de dissimilaridade construida utilizando-se o
complemento do indice de similaridade (IS) para variaveis
codominantes/multialélicas, por meio do programa Genes, versdo Windows
(CRUZ, 2001). O referido indice estimou a similaridade entre os gendtipos a
partir dos escores 0, 1 e 2, para alelo ausente, em heterozigose e homozigose,
respectivamente. Esse indice foi obtido dividindo-se o total de locos de
microssatélites contendo alelos comuns pelo numero total dos locos avaliados.
Os métodos usados para realizar a analise de agrupamento feita com base na
matriz de dissimilaridade foram os do tipo hierarquico aglomerativo, sendo
estes 0 método do vizinho mais préximo, vizinho mais distante e UPGMA. Os
dendrogramas construidos a partir desses métodos foram feitos por meio do
programa STATISTICA (StatSoft Inc., 1999). A eficiéncia do método de
agrupamento foi avaliada através do coeficiente de correlagdo cofenética,
observando a concordancia entre a matriz de dissimilaridade original e o
dendrograma. O calculo da correlacdo cofenética (ref) foi realizado pela

seguinte férmula:

cov(p,C)
v(Dy(C)

lcof =IDC =

Onde D representa a matriz de distancias, e C a matriz cofenética, obtida

a partir do dendrograma.
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Outro método de agrupamento utilizado foi o método de otimizagdo de
Tocher. Nesse método, adotou-se o critério de que a média das medidas de
dissimilaridade dentro de cada grupo deve ser menor que as distdncias médias
entre quaisquer grupos (CRUZ e REGAZZI, 1994).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

DIVERSIDADE ALELICA DOS SSR

Na avaliagdo das 53 cultivares, 31 pares de primers amplificaram 33 locos
microssatélites. Apesar de dois primers (BNL 1694 e BNL 3408) terem
amplificado dois locos cada, apenas um foi polimorfico (Figura 1). Avaliando-se
as 130 linhagens encontraram-se 20 pares de primers polimérficos, os quais
amplificaram 22 locos microssatélites. LIU et al. (2000a), realizando um
trabalho de mapeamento de marcadores SSR em algodao, encontraram alguns
primers amplificando dois locos, dentre eles o primer BNL 3408.

Os primers amplificaram um total de 66 alelos nas cultivares com uma
média de 2,13 alelos por loco SSR (Tabela 3) e 41 alelos nas linhagens com
uma média de 2,05 alelos por loco SSR (Tabela 4). Resultado semelhante foi
obtido por GUTIERREZ et al. (2002), também trabalhando com algod&o. Esses
autores encontraram 60 pares de primers polimorficos, dos quais 69 locos
foram amplificados e resultaram num total de 139 alelos com uma média de 2
alelos/loco. Por outro lado, trabalhando com essa mesma cultura, LIU et al.
(2000b) encontraram 56 pares de primers polimorficos, dos quais 62 locos
foram amplificados e resultaram num total de 325 alelos com uma média de 5
alelos/loco. Ambos os trabalhos utilizaram gel desnaturante de poliacrilamida,
primers marcados com fluorescéncia e um seqlienciador automatico de DNA
para detectar polimorfismo. Portanto, a metodologia usada no presente
trabalho, apesar de diferente daquela usada pelos referidos autores, mostrou-

se eficiente na avaliagdo dos locos microssatélites.

M1 2 3 456 7 89 111213141516 M M 12 3456 789 101112 13 14 1516 17
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Figura 1. (A) Primer BNL 1694 amplificando dois locos, sendo o primeiro
polimorfico e o segundo monomorfico, (B) Primer BNL 3408
amplificando dois locos, sendo o primeiro monomoérfico e localizado
no cromossomo 3 do subgenoma A e o segundo, polimorfico
localizado no cromossomo 17 do subgenoma D. (M) Marcador de
10pb.
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O valor do PIC calculado para estimar a informatividade de cada primer
variou de 0,18 a 0,62, com uma média de 0,40 nas cultivares (Tabela 3) e de
0,25 a 0,51, com uma média de 0,43 nas linhagens (Tabela 4). No trabalho
realizado por LIU et al. (2000b) o valor do PIC variou de 0,05 a 0,82 com um
valor médio de 0,31. Uma possivel razdo do baixo polimorfismo encontrado no
material genético usado no presente trabalho € que os materiais avaliados sao
todos provenientes de programas de melhoramento, podendo haver base
genética estreita entre esses materiais. Contrariamente, o material usado no
trabalho de LIU et al. (2000b) consistia de 97 acessos de G. hirsutum derivados
de varias ragas silvestres, explicando assim o maior polimorfismo encontrado
por esses autores (5 alelos/loco). Entretanto, é valido ressaltar que o valor
médio do PIC encontrado por aqueles autores foi de 0,31, ou seja, ainda assim
obtiveram um baixo polimorfismo quando se levou em conta a média geral do
PIC para todos os locos. No trabalho realizado por GUTIERREZ et al. (2002)
grande parte do material genético usado era constituido por cultivares
provenientes de programas de melhoramento dos Estados Unidos e Australia
e, segundo resultados obtidos por esses autores, bem como por outros
(MULTANI e LYON, 1995; IQBAL et al., 1997; ULLOA et al., 1999), tanto em
cultivares americanos quanto australianos verifica-se uma base genética
estreita. Isso pode explicar a média de 2 alelos/loco obtida por meio de SSR
nesses materiais.

Os primers mais informativos, tanto para as cultivares quanto para as
linhagens, foram BNL 3257, BNL 3590, BNL 3408, BNL 2495 e BNL 1694. De
acordo com as informacdes contidas na Tabela 2, 13 primers estao localizados
no subgenoma A, sendo 2 no cromossomo 5, 2 no cromossomo 6, 2 no
cromossomo 9 e os outros estdo distribuidos nos cromossomos 2, 3, 7, 10 e
12. Os 11 primers restantes estdo localizados no subgenoma D, sendo 2 no
cromossomo 15, 2 no cromossomo 20, 2 no cromossomo 26 e os outros estao
distribuidos nos cromossomos 16, 17, 18, e 22. Portanto, a grande maioria dos
primers usados no trabalho encontra-se bem distribuida no genoma do
algodao.

O perfil dos microssatélites para cada uma das cultivares caracterizadas
com os 31 pares de primers mostra que os locos utilizados foram capazes de
discriminar 52 das 53 cultivares (98%). As duas cultivares que nao puderam ser
distinguidas entre si foram Sicala 3-2 (1) e CNPA ITA 90 (2). Esse resultado
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pode ser explicado pela genealogia. A primeira cultivar foi originada do
cruzamento entre as variedades Acala e Tamcot SP-37 e DP 61 e CSIRO,
enquanto a segunda foi uma sele¢do da cultivar Deltapine Acala 90 (DPAc90).
A cultivar DPAc90 foi originada de um cruzamento envolvendo DP 16 e John
Cotton Polycross. Tanto a variedade DP 61 quanto CSIRO sao selegbes da DP
16 e, as variedade John Cotton Polycross €& proveniente de um cruzamento
complexo que envolve variedades Acala e Tamcot SP-37. A probabilidade de
que essas cultivares sejam iguais devido ao acaso, calculada com base no
produtério das frequéncias dos alelos detectados nesses cultivares em cada
loco SSR, foi igual a zero, enquanto a probabilidade delas ndo serem iguais

devido ao acaso (probabilidade de exclus&o) foi igual a um.

Tabela 3 - Faixa de tamanho dos alelos (pb), numero e freqiéncia dos alelos e
informacédo do conteudo de polimorfismo (PIC) dos 31 locos SSR
analisados nas 53 cultivares de algodoeiro herbaceo.

Faixa de tamanho Numero Freqiiéncia
LOCOS dos alelos (pb) de alelos dos alelos PIC
BNL139 150-170 3 0,06, 0,69, 0,25 0,46
BNL 946 330-350 2 0,85, 0,15 0,26
BNL 1053 170-190 2 0,57,0,43 0,49
BNL 1064 130-140 2 0,11, 0,89 0,19
BNL1231 170-200 2 0,68, 0,32 0,44
BNL1423 130-140 2 0,58, 0,42 0,49
BNL 1673 300-360 2 0,13, 0,87 0,23
BNL 1694(2) 230-260 2 0,50, 0,50 0,50
BNL 1721 170-180 2 0,24, 0,76 0,36
BNL 2448 130-140 2 0,87,0,13 0,23
BNL 2449 140-170 3 0,74, 0,03, 0,24 0,40
BNL 2495 190-200 2 0,55, 0,45 0,50
BNL 2496A 110-120 2 0,72, 0,28 0,41
BNL 2590 180-190 2 0,82, 0,18 0,29
BNL 2646 120-150 2 0,31, 0,69 0,43
BNL 2921 150-160 2 0,56, 0,44 0,50
BNL 2960 140-150 2 0,51, 0,49 0,50
BNL 2986 150-160 2 0,52, 0,48 0,50
BNL 3089 140-150 2 0,90, 0,10 0,18
BNL 3171 210-230 2 0,28, 0,72 0,40
BNL 3255 220-240 2 0,33, 0,67 0,44
BNL 3257 200-220 3 0,49, 0,32, 0,19 0,62
BNL 3408(2) 140-150 2 0,50, 0,50 0,50
BNL 3482 120-130 2 0,76, 0,24 0,37
BNL 3590 170-190 3 0,07, 0,56, 0,37 0,55
BNL 3594 170-190 2 0,89, 0,11 0,20
BNL 3800 180-190 2 0,83, 0,17 0,28
BNL 3838 120-130 2 0,73, 0,27 0,39
BNL 3902 170-200 2 0,58, 0,42 0,49
BNL 4030 110-120 2 0,32, 0,68 0,44
CNL 101 120-130 2 0,37, 0,63 0,47
TOTAL 66

MEDIA 2,13 0,40
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Na caracterizagdo das 130 linhagens, os 20 pares de primers SSR usados
foram capazes de discriminar 123 das 130 linhagens (95%). As linhagens 2, 3,
23 e 26, 15 e 16, 117 e 118, ndo foram distinguiveis entre si. As linhagens 2 e
3, 23 e 26, 15 e 16 tém os mesmos pais, e as outras linhagens tém os mesmos
parentais envolvidos nas suas genealogias. As probabilidades de identidade ao
acaso e de exclusédo foram calculadas e em todos os calculos os resultados

foram iguais a zero e um, respectivamente.

Tabela 4 - Faixa de tamanho dos alelos (pb), numero e frequéncia dos alelos e
informacédo do conteudo de polimorfismo (PIC) dos 20 locos SSR
analisados nas 130 linhagens de algodoeiro herbaceo.

Faixa de tamanho Nimero Freqiiéncia

LOCOS dos alelos (pb) de alelos dos alelos PIC
BNL 3590 170-190 3 0,12; 0,24; 0,65 0,51
BNL 3257 200-220 2 0,47; 0,53 0,50
BNL 3408 140-150 2 0,48; 0,52 0,50
BNL 2495 190-200 2 0,50; 0,50 0,50
BNL 1694 230-260 2 0,49; 0,51 0,50
BNL 1053 170-190 2 0,44; 0,56 0,49
BNL 3482 120-130 2 0,43; 0,57 0,49
BNL 3902 170-200 2 0,45; 0,55 0,49
BNL 2986 150-160 2 0,44; 0,56 0,49
BNL 4030 110-120 2 0,38; 0,62 0,47
CNL 101 120-130 2 0,37; 0,63 0,47
BNL 1231 170-200 2 0,36; 0,64 0,46
BNL 1423 130-140 2 0,32; 0,68 0,44

BNL 139 150-170 2 0,30; 0,70 0,42
BNL 2496A 110-120 2 0,28; 0,72 0,40
BNL 2960 140-150 2 0,26; 0,74 0,38

BNL 946 330-350 2 0,21; 0,79 0,33
BNL 3255 220-240 2 0,18; 0,82 0,29
BNL 2921 150-160 2 0,17; 0,83 0,28
BNL 2449 140-170 2 0,14; 0,86 0,25

TOTAL 41

MEDIA 2,05 0,43

Considerando-se os valores do PIC dos locos mais informativos € possivel
reduzir bastante o numero de locos utilizado na discriminagao das cultivares.
Utilizando-se somente os primers BNL 3257, BNL 3590, BNL 2495, BNL 2921,
BNL 1694, BNL 3408, BNL 2960, BNL 1053, BNL 1423, BNL 139, BNL 3255,
ao invés dos 31, é possivel diferenciar as 52 cultivares. Na caracterizagao das
123 linhagens € possivel diminuir de 20 para 14 pares de primers. Dessa
forma, esses primers poderao ser usados na definicdo de perfis genéticos para
cada uma das cultivares e linhagens. Esses perfis genéticos, ou impressoes
digitais, poderdao auxiliar nos trabalhos de protegdo de cultivares, analise de

pureza genética e outros trabalhos que auxiliem os programas de
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melhoramento, como por exemplo, no monitoramento de cruzamentos, taxa de

contaminacéao de poélen, fidelidade de cruzamento controlado, etc.

DISTANCIA GENETICA E DIVERSIDADE

O coeficiente de dissimilaridade usado para calcular a distancia genética
entre as 53 cultivares avaliadas a partir dos locos SSR variaram de 0,00 a 0,71,
com uma média de 0,40 + 0,01. A analise de distribuicao dos 1.378 pares de
cultivares comparados (Figura 2) revelou uma concentragdo dos valores nas
classes de 0,3-0,4 a 0,4-0,5. O valor zero indica cultivares similares enquanto
aqueles pertencentes a classe de 0,7-0,8 indicam as cultivares mais
divergentes. A distancia genética mais alta (0,71) ocorreu entre as cultivares
IAC 20 (12) e BRS lItauba (31). Enquanto a distancia mais baixa (0,00) ocorreu
entre as cultivares Sicala 3-2 (1) e CNPA ITA 90 (2).

500
450
400
350
300
250+
200
150
100+

50

N° de pares de cultivares

o o0-01 01- 0,2- 03- 04- 05- 0,6- 0,7-
02 03 04 05 06 0,7 08

Coeficiente de dissimilaridade

Figura 2- Distribuicdo das distancias genéticas calculadas para 1.378 pares
de cultivares.

O coeficiente de dissimilaridade usado para calcular a distancia genética
entre as 130 linhagens avaliadas a partir dos locos SSR variaram de 0,00 a
0,87, com uma média de 0,43. A anadlise de distribuicdo dos 8.385 pares de
linhagens comparados (Figura 3) revelou uma concentracdo dos valores nas
classes de 0,3-0,4, 0,4-0,5 e 0,5-0,6. As distancias genéticas mais altas (0,87)
ocorreram entre as linhagens 25 e 117 e, 25 e 118. Enquanto que as menores
distancias (0,00) ocorreram entre as linhagens 2 e 3,2¢e23,2e 26,3 e 23,3 ¢
26,23 e26,15e 16, 117 e 118.
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Figura 3- Distribuicdo das distancias genéticas calculadas para 8.385 pares
de linhagens.

Os resultados apresentados nas Figuras 2 e 3 mostram uma elevada
similaridade entre as cultivares e entre as linhagens. Esses resultados
também podem ser observados através da analise de agrupamento. As
correlagdes cofenéticas entre os dados de dissimilaridade (Tabela 1 do
anexo) e as matrizes fenéticas obtidas pelos métodos UPGMA, vizinho mais
distante (VMD) e vizinho mais préximo (VMP) para as 53 cultivares foram de
65%, 63% e 43%, respectivamente, sendo esses valores significativos a 1%
de probabilidade. O método do vizinho mais distante foi o que se aproximou
mais do UPGMA.

A Tabela 5 apresenta uma comparagao entre os diferentes grupos
obtidos para as 53 cultivares por meio dos métodos UPGMA, VMD e
agrupamento de Tocher. Os resultados obtidos pelos agrupamentos
realizados por meio desses trés métodos s&o bastante coincidentes entre si.
Portanto, o método UPGMA (Figura 4) apresentou maior eficiéncia em
representar as dissimilaridades entre os gendtipos avaliados em relagdo aos
outros métodos. Segundo CRUZ e CARNEIRO (2003), dos métodos
hierarquicos, o UPGMA é o que apresenta os dendrogramas com correlagao
cofenética maxima. O método UPGMA também foi usado para realizar o

agrupamento das 130 linhagens (Figura 5).
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Figura 4 — Dendrograma construido com base nas medidas de dissimilaridade das 53 cultivares usando o método das

médias das distancias (UPGMA). Os grupos indicados abaixo da figura (G1, G2, G3, G4, G5, G6 e G7) foram

obtidos considerando um limite superior de 35% da distancia genética (linha cheia). Considerando-se um limite

superior de 25% pode-se ainda formar 26 subgrupos (linha tracejada).
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Tabela 5- Comparagéo dos grupos obtidos para as 53 cultivares através dos
métodos UPGMA, vizinho mais distante (VMD) e agrupamento de
Tocher. G — corresponde aos grupos e SG — corresponde aos
subgrupos formados em cada método avaliado.

(G, SG) UPGMA (G, SG) VMD (G) TOCHER

(1,1) [1,2,33,7,34, 22, (1) |1, 2, 33, 34, 35, 22,| (1) |1, 2, 33, 7, 34, 23, 22, 31,
23, 35, 31, 37* 23* 35, 37, 8, 6, 32

(1,2) |8 (1,3) |7.8

(1,3) |6

21 |3 (1,4) (3,9 (13)]3

(2,2) |9 (10) |9

(3,1) |15 (6) |15, 30, 36, 49 (4) [15, 30, 36, 49

(3,2) |30

(3,3) |36, 49

(3,4) |18,52,32 (7,1) (5)

@1 |4 21) 4,5

(4,2) |27,28 (2,2) |27,28 (7) |27,28, 4

43) |5 ®8) |5

(51) |10 (9) [10

(52) |11,13 @1) [11,13 (2) |24, 26, 41, 11, 14, 39, 42,

(5,3) |14, 39, 42 (4,2) |14, 39, 42, 24, 26, 13, 40, 38

(54) |24,26, 41 41

(6,1) |16 (3) |16, 20, 50, 43, 44, 19, 53,

(6,2) |20, 50, 43, 44 (51) |12, 29,43, 44 21, 29, 45, 46

(6,3) |19,53 (5,2) |16, 20,50, 19, 53

(6,4) |21

(6,5) |29

(6,6) |38, 40,45 (3) |10, 21,38, 40,45

71 |12 (11) 12

(7,2) |17, 47 (5,3) [17,47 25,48 (6) |17, 47, 25, 48

(7,3) |25,48

(7,4) |46,51 (7,2) |46, 51 (12) | 51

* Numeragéo das cultivares realizada de acordo com a Tabela 1 e Figura 1.

Na avaliagcdo do dendrograma obtido para as 53 cultivares (Figura 4)
observou-se a formagao de 7 grupos e 26 subgrupos, enquanto que para as
130 linhagens foram observados 14 grupos (Figura 5). Na Tabela 6 observa-
se que a formacao de alguns grupos é consistente com as informagdes da
genealogia obtidas para alguns cultivares. No grupo 1, por exemplo,
encontram-se cultivares cujos parentais sdo CS-50, Sicala 34 e CNPA SRIS5.
Tanto a cultivar CS 50 quanto a Sicala 34 tém como parentais as cultivares
Deltapine Acala 90 e Siokra 1-1 que, por sua vez, tem 0os mesmos pais da
cultivar Sicala 3-2. A cultivar CNPA SRI5 foi obtida a partir de uma populagéo
de base ampla, tendo varias cultivares envolvidas na sua genealogia. O
grupo 3 contém algumas cultivares cujos pais envolvidos na genealogia sdo
Deltapine Acala 90 e IAC 20. A cultivar IAPAR 71 é uma selecao de IAC 20,
0 que pode explicar a presenga da cultivar IPR 96 nesse grupo. Os pais das

cultivares CNPA P2 e CNPA P3 tém a mesma genealogia explicando, assim,
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a presenga dessas cultivares no mesmo grupo. No grupo 5 encontram-se
cultivares cujos pais envolvidos na genealogia sdo IAC RM3, Tamcot SP-37
e IAC 17. As cultivares CD 401, Cacique, Guazuncho2, Oro Blanco e IAN
338, pertencentes ao grupo 6, tém pais em cujas genealogias encontram-se
cultivares como Chaco 510, Guazuncho, Reba P279 e SP8535. Alguns
cultivares do grupo 7 tém na sua genealogia os mesmos parentais, como € 0
caso das cultivares da COODETEC. Dentre esses parentais estdo IAC 20 e
Deltapine Acala 90, o que explica a presenga da cultivar IPR 95 nesse grupo.

Apesar da consisténcia de alguns grupos com a genealogia,
observaram-se também algumas inconsisténcias. Por exemplo, IPR 95 e IPR
96 tém os mesmos pais, mas ndo foram alocados no mesmo grupo. No
entanto, a similaridade entre essas cultivares foi de 72%. Isso ocorreu
também com outras cultivares, como BRS Facual e BRS Sucupira, com uma
similaridade igual a 58%. O fato da cultivar CNPA SRI5 ter se originado de
um cruzamento complexo pode explicar a divergéncia entre essas cultivares.
Por outro lado, cultivares como Epamig 5 e Alva, que tém a mesma origem,
ficaram no mesmo grupo e apresentaram similaridade igual a 92%. A
presencga das cultivares BRS 96 e Fiber Max 986 no mesmo grupo também é
inconsistente de acordo com suas genealogias. A similaridade entre essas
cultivares foi de 68%. A falta de informagédo de algumas genealogias pode
ser um fator que levou ao nao entendimento dessas inconsisténcias.
Observou-se, também, uma independéncia entre as caracteristicas das
cultivares, tais como origem, ciclo e regido de plantio, e o agrupamento
genético. Cada grupo possui cultivares de diversas empresas de
melhoramento, indicando que as empresas utilizam germoplasmas
semelhantes entre si.

Segundo CARVALHO (1999), pouca diversidade genética é encontrada
nas cultivares de algodoeiro plantadas no Brasil. Grande parte delas
descende de apenas trés origens diferentes (Auburn 56, Tamcot SP37 e
Stoneville 213), o que torna estreita a base genética dessas cultivares e pode
torna-las vulneraveis a ocorréncia de doencas e, as vezes, vulneraveis a
doencas sem muita importancia até o momento. Baixos valores de distancia
genética também foram encontrados por MULTANI e LYON (1995). Usando
marcadores RAPD esses autores encontraram distadncias genética variando

de 0,01 a 0,08 entre nove cultivares de algodoeiro Australianos. IQBAL et al.
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(1997) também encontraram baixos valores de distancias genéticas (0,18 a
0,07), entre 17 cultivares de G. hirsutum com base em marcadores RAPD.
Com base em marcadores SSR, ULLOA et al. (1999) encontraram valores de
distancias genéticas iguais a 0,18 entre cultivares Acala e Delta e a 0,16
entre cultivares da série Pima PS. Usando também marcadores SSR,
GUTIERREZ et al. (2002) detectaram uma base genética estreita entre
cultivares Australianos e Americanos. A monocultura de algumas cultivares
de sucesso e seu uso extensivo como progenitores em programas de
melhoramento tém limitado a diversidade genética (VAN ESBROECK et al.,
1998). BOWMAN (2000) menciona que os baixos valores de distancia
genética indicam a necessidade de introgressdo de novos alelos no
germoplasma do algodoeiro nos Estados Unidos para aumentar diversidade
genética.

No presente trabalho, observou-se que a maioria das cultivares obtidas
nos programas de melhoramento é resultante de selegcdo dentro de cultivares
de sucesso. O outro método mais adotado € o do cruzamento entre cultivares e
entre cultivares e linhagens. VAN ESBROECK e BOWMAN (1998) sugerem
algumas explicagdes para justificar a fraca relagao entre diversidade parental e
melhoramento de cultivares. Eles argumentam que existe suficiente variagcao
alélica, mutacdo ou recombinagdo entre os individuos proximamente
relacionados e/ou que o coeficiente de parentesco nao reflete a verdadeira
distancia genética. O grande numero de cultivares de sucesso obtido por meio
de resselecoes indica que uma pequena quantidade de recombinacgao resulta
em uma variancia genética suficiente para se obter progresso genético dentro
dos programas de melhoramento. Apesar dessa constatagdo, um grande
esforgo para introgredir um germoplasma mais diverso que nao acarrete efeitos
negativos na produgdo, em cultivares ja adaptados as regides do Pais, pode
oferecer maiores recompensas ao melhoramento da cultura e reduzir a

vulnerabilidade genética destas.
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Quadro 2- Comparagéo entre os grupos formados pelo método UPGMA através

das medidas

de dissimilaridades

obtidas por marcadores

microssatélites e os dados de genealogia das 53 cultivares de
algodoeiro avaliadas.

Grupos Cultivares Genealogia

Sicala 3-2 Acala1517-70/TamcotSP-37//DP61/CSIRO
CNPA ITA 90 Selegdo DP AC-90
BRS Ipé Selecdo CNPA ITA 90
Delta-Opal -
BRSSucupira Sicala 34/CNPA SRI5

I [Makina KNX111/Acala SJ-5
Fabrika KNH390/Monar 135-366
BRS 96-148 Selegéo CS 50
BRS ltauba Selec¢do CS 50
FMT Fetagri Selecdo CNPA SRI5
Fiber Max 966 Selecao Sicala 34
FMT Saturno Selecdo CS 50

2 BRS 96 Selecdo EPAMIG 3
Fiber Max 986 Selecao no cultivar Sicala 3-2
IAC 23 Selegéo IAC 20-RR.
BRS 197 Selecdo CNPA SRI5
BRS 96-227 Selecao CS 50
CD 98-87 0C92-165/Sicala 3-3

3 IPR 96 CNPA ITA 90/IAPAR 71
CD 407/CD98-383 DP Ac90//IAC 20/S295
BRS Aroeira Selecdo CNPA SRI5
BRS Facual Sicala 34/CNPA SRI5

4 CNPA P2 C-100-7-81/PNH3
CNPA P3 C-80-18-80 / PNH3
BRS Antares Selegdo CNPA SRI5
IAC 17 Selecéo IAC RM;
IAC 19 Yucatanense/N1-HOA//IAC RM;
IAC 21 Selecao IAC 19
IAC 22 IAC 20/GH 11-9-75
Redengéo Selecgéo IAC 17

5 MG/UFU 91-02 S 6046/IAC 17
CNPA 7H TAMCOT SP 37/IAC 17
CNPA P1 Selegdo GH-11-9-75
Lica Haploide Duplo (C —24-5-78)
IPR 94 IAPAR 71/Deltapine Acala 90
Cacique MATACO/GUAZUNCHO
CD 98-101 0C92-165/Sicala 3-3
IAN 338 CHACO 510/ISA 205//Reba P279
CD 401 SP86/ISA205
Guazuncho 2 Guazuncho/SP 8535

6 CD 98-440 DP Ac 90//IAC 20/S295*IAC 20
Oro Blanco SP2473/SIOKRA
CNPA ITA 92 Selecao Island 542
Alva Haploéide Duplo (C-25-1-80)
Epamig 5 Selegdo C—-25-1-80
CD 402 DP Ac 90//IAC 20/S295*IAC 20
IAC 20 Selegéo IAC 17
IPR 95 CNPA ITA 90/IAPAR 71
CD 404 CHACO 520/DP Ac90
CNPA 8H -

7 CD 405 CNPAB86-387/P288//PR 3060/87
CD 403 DP Ac 90//IAC 20/S295*IAC 20

CD 406 / CD98-225

0C92-165/Sicala V1
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CONCLUSOES

(1) Os resultados mostraram o potencial dos marcadores microssatélites em

estudos de diversidade genética entre individuos da mesma espécie.

(2) Os marcadores microssatélites diferenciaram 52 de 53 cultivares e 123 de

130 linhagens utilizando-se 11 e 14 pares de primers, respectivamente.

(3) Verifica-se uma base genética estreita entre as cultivares e entre as
linhagens de algodoeiro e a necessidade de se introduzir novos alelos no pool

génico dos algodoeiros melhorados.

(4) A utilizagdo de marcadores microssatélites permite a comparagao das
distancias genéticas entre as cultivares e entre as linhagens, podendo ser uma
ferramenta auxiliar nos programas de melhoramento. Na escolha de
progenitores pode-se selecionar aqueles individuos mais divergentes para
gerar novas combinagdes genéticas, enquanto aqueles mais préximos podem
permitir a recuperagdo mais rapida do genoma recorrente em programas de

melhoramento baseados em retrocruzamentos.
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CAPITULO 3

DIVERSIDADE GENETICA DE CULTIVARES E LINHAGENS DE
ALGODOEIRO ESTIMADA COM BASE NO COEFICIENTE DE
PARENTESCO E MARCADORES MICROSSATELITES
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RESUMO

A relagao entre métodos que usam marcadores moleculares e coeficiente de
parentesco como medidas para estimar a diversidade genética varia
dependendo da espécie estudada e do material genético amostrado. Os
objetivos desse trabalho foram: (1) verificar a associagéo entre as estimativas
dos coeficientes de parentesco (CP) e de técnicas multivariadas calculadas
com base em marcadores microssatélites (SSR) como medidas de diversidade
genética de cultivares e linhagens de algodoeiro e, (2) avaliar a contribuigdo
genética de cultivares ancestrais para algumas cultivares de algodoeiro em uso
no Brasil. Foram utilizadas 30 cultivares e 40 linhagens de algodoeiro
herbaceo. A diversidade genética entre cultivares e entre linhagens foi
estimada por meio dos coeficientes de parentesco (Malecot) e, por meio de
técnicas multivariadas utilizando-se marcadores microssatélites (SSR). Na
avaliacdo das cultivares foram usados 31 pares de primers, enquanto na
avaliagao das linhagens foram usados 20 pares de primers. A dissimilaridade
genética, calculada com base nos marcadores SSR para os 435 pares de
cultivares, variou de 0,097 a 0,71 obtendo-se uma média de 0,42, enquanto a
dissimilaridade genética calculada com base nos CPs variou de 0,25 a 1,00
com uma média de 0,89. Nos 780 pares de linhagens avaliados foi obtida uma
variagdo de 0,00 a 0,83 com uma média de 0,44 para a dissimilaridade
genética calculada com base nos marcadores SSR e uma variagédo de 0,27 a
0,99 com uma meédia de 0,73 para a dissimilaridade genética calculada com
base nos coeficientes de parentesco. Observou-se uma maior divergéncia tanto
entre as cultivares, quanto entre as linhagens, quando se avaliou a
dissimilaridade por meio dos coeficientes de parentesco. A correlagao entre as
distancias genéticas obtidas pelos CPs e SSRs tanto para as cultivares quanto
para as linhagens foi positiva e significativa (P < 0,001). Entretanto, a
magnitude das correlagbes nao foi elevada, com valores iguais a 0,25 entre as
cultivares e a 0,29 entre as linhagens. Os 18 ancestrais avaliados no trabalho
contribuiram com 69% para a constituigdo genética das 30 cultivares. Desses
69%, o ancestral Auburn 56 contribuiu com 12,7%, Tamcot SP-37, com 8,9%,
DP Smoothleaf, com 7,74% e DP 45, com 6,07%, sendo todas cultivares norte-
americanas, Apesar das menores freqiéncias na genealogia, as cultivares
Auburn 56 e Tamcot SP-37 contribuem bastante para o pool génico das

cultivares brasileiras. A estimativa da diversidade genética com base em
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marcadores microssatélites fornece mais informacbes sobre as relagdes
genéticas entre individuos. A constatagdo de que poucos ancestrais contribuem
para a constituicdo genética das cultivares de algodoeiro usadas no Brasil,
sugere maior preocupagao em introgredir novos alelos no pool génico dessas

cultivares e, assim, aumentar sua base genética.

Palavras chaves: Distancias genéticas, marcadores moleculares, genealogia,

Gossypium hirsutum L.
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INTRODUGAO

A vulnerabilidade genética se tornou uma preocupacido constante no
melhoramento de qualquer espécie vegetal, principalmente a partir da década
de 70 quando ocorreu um desastre com a cultura do milho nos Estados Unidos
devido a epidemia causada pelo fungo Helminthosporium maydis (NASS,
2001). A uniformidade genética em uma cultura pode acelerar o aparecimento
de bidtipos virulentos e causar grandes perdas na produgao se existir uma
susceptibilidade uniforme a pragas ou doengas (VAN ESBROECK et al., 1998).
Dessa forma, a manutencao da diversidade genética entre gendtipos em uma
cultura torna-se uma medida de protecdo contra potenciais perdas devido ao
ataque de doengas e pragas. Uma maior diversidade genética entre genaotipos
também facilita a criagdo de populagdes segregantes a partir das quais plantas
contendo combinagdes de genes superiores podem ser selecionadas. Os
melhoristas de planta tém avaliado os niveis de diversidade genética a partir da
analise genealdgica ou a partir da analise multivariada realizada com base em
alguns atributos da planta (caracteristicas morfolégicas, agronémicas,
isoenzimas e polimorfismo em nivel de DNA) (VAN ESBROECK et al., 1999).

A similaridade ou diversidade genética tem sido estimada por meio da
analise genealdgica para muitas culturas, tais como, trigo (AUTRIQUE et al.,
1996; KIM e WARD, 1997; REIS et al., 1999; BERED et al., 2002), aveia
(MOSER e LEE, 1994), cevada (GRANER et al., 1994), milho (MESSMER et
al., 1993), arroz (XU et al., 1999), cana-de-agucar (LIMA et al., 2002), soja
(COX et al., 1985a; HIROMOTO e VELLO, 1986; ABDELNOOR et al., 1995) e
algodao (MAY et al., 1995; BOWMAN et al., 1996; CALHOUN et al., 1997; VAN
ESBROECK et al., 1998; VAN ESBROECK e BOWMAN, 1998; VAN
ESBROECK et al., 1999). Quando comparada a outros métodos, a analise
genealdgica, usada para estimar a distdncia genética entre gendtipos, traz
como vantagem seu baixo custo. Por outro lado, esse método apresenta as
seguintes desvantagens: 1) disponibilidade de informagdes detalhadas em
relacdo a genealogia dos genotipos e, 2) o fato do coeficiente de parentesco,
usado para estimar a similaridade genética, ser calculado com base em
pressuposi¢des nao realisticas.

As principais caracteristicas usadas nas analises multivariadas em
algodao incluem, caracteristicas morfolégicas (TATINENI et al., 1996),
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caracteristicas agronémicas (BROWN, 1991), isoenzimas (WENDEL et al.,
1992) e polimorfismo em nivel do DNA (BRUBAKER e WENDEL, 1994;
TATINENI et al., 1996). O polimorfismo em nivel do DNA é considerado o
marcador mais adequado para estimar distancias genéticas por ser encontrado
em maior numero e por ndo sofrer influéncias ambientais (VAN ESBROECK et
al., 1999). O baixo polimorfismo em nivel do DNA verificado dentro da cultura
do algodao indica um nivel de diversidade genética menor do que aquele
verificado por meio da analise genealdégica (WENDEL et al., 1992; BRUBAKER
e WENDEL, 1994). A relacdo entre métodos que usam marcadores
moleculares e coeficiente de parentesco como medidas para estimar a
diversidade genética tem variado dependendo da espécie estudada e do
material genético amostrado (KIM e WARD, 1997).

Correlagao (r) baixa foi detectada entre a similaridade genética (SG)
calculada com base em marcadores RFLP (“Restriction Fragment Length
Polymorphism”) e coeficiente de parentesco (CP) entre cultivares de inverno
(r=0,21) e entre cultivares de primavera (r=0,42) no germoplasma de cevada
européia (GRANER et al., 1994). BARBOSA-NETO et al. (1996) encontraram
correlagdo negativa (r=-0,33) entre a SG calculada com base em RFLP e CP
entre linhagens de trigo. Por outro lado, KIM e WARD (1997) encontraram
correlagéo elevada (r=0,73) entre a SG calculada com base em RFLP e CP
quando foram considerados todos os pares de linhagens de trigo de inverno,
isto &, trigo vermelho (TV) e trigo branco (TB). Entretanto, quando as linhagens
de TV e TB foram consideradas separadamente, a correlagdo diminuiu,
passando esses valores para 0,23 entre as linhagens de TV e 0,28 entre as
linhagens de TB. A associagdo entre marcadores microssatélites (SSR) e
analise genealdgica na cultura do arroz foi realizada por XU et al. (1999). A
correlagdo entre esses dois métodos encontrada por esses autores foi de
0,092. Na cultura da cana-de-agucar encontrou-se correlagao de 0,42 entre SG
calculada com base em marcadores AFLP (“Amplified Fragment Length
Polymorphism”) e coeficiente de parentesco (LIMA et al., 2002).

Apesar da existéncia de baixas correlacdes entre medidas de distancias
genéticas calculadas com base em marcadores moleculares e coeficiente de
parentesco, encontram-se na literatura trabalhos que mostram elevadas
correlagdes entre esses dois métodos. Por exemplo, MESSMER et al. (1993)

encontraram boa associagao entre a SG calculada com base em RFLP e CP
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entre linhagens de milho. Os valores encontrados por esses autores foram
iguais a 0,71 e 0,86. MOSER e LEE (1994) detectaram correlagédo de 0,63
entre a SG calculada com base em RFLP e CP entre cultivares de aveia.
Marcadores RFLP e SSR foram utilizados para estimar a divergéncia genética
entre linhagens de milho. Os resultados obtidos para os marcadores foram
associados com aqueles obtidos através da analise genealdgica encontrando-
se valores de correlagcdo iguais a 0,80 e 0,81 para RFLP e SSR,
respectivamente (SMITH et al., 1997).

Na cultura do algoddao, VAN ESBROECK et al. (1999) ndo encontraram
relagdo entre parentesco e medidas de similaridade baseadas em
caracteristicas morfolégicas e agrondmicas. TATINENI et al. (1996) detectaram
correlagao igual a 0,63 entre similaridades genéticas calculadas com base em
marcadores RAPD (“Random Amplified Polymorphic DNA”) e caracteres
morfologicos entre linhagens de algodoeiro. Informagdes sobre a correlagao
entre distancias genéticas calculadas com base em marcadores moleculares e
coeficiente de parentesco na cultura do algodoeiro sdo escassas.

Os objetivos desse trabalho foram: (1) verificar a associagdo entre as
estimativas dos coeficientes de parentesco e de técnicas multivariadas
calculadas com base em marcadores microssatélites usadas como medidas de
diversidade genética de cultivares e linhagens de algodoeiro e, (2) avaliar a
contribuicdo genética de cultivares ancestrais para algumas cultivares de

algodoeiro em uso no Brasil.
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MATERIAL E METODOS

MATERIAL GENETICO

Foram utilizadas 30 cultivares de algodoeiro herbaceo (Gossypium
hirsutum L,) provenientes de empresas publicas e privadas de melhoramento
genético de plantas do Cone Sul. Essas cultivares sédo indicadas para plantio
em diversas regides do Brasil. Algumas delas, de grande importancia
comercial, enquanto que outras, sdo usadas nos programas de melhoramento
das empresas de pesquisa brasileiras. Também foram utilizadas 40 linhagens
de algodoeiro provenientes do programa de melhoramento da COODETEC
(Cooperativa Central de Pesquisa Agricola). As linhagens da COODETEC
foram codificadas e correspondem aos seguintes numeros: CD1, CD2, CD3,
CD9, CD10, CD11, CD12, CD13, CD14, CD15, CD16, CD17, CD18, CD20,
CD21, CD22, CD23, CD24, CD25, CD26, CD45, CD46, CD47, CD86, CD87,
CD88, CD91, CD98, CD99, CD100, CD101, CD102, CD103, CD104, CD105,
CD106, CD107, CD120, CD127, CD128. Uma vez que estas sao linhagens do
programa de melhoramento da COODETEC, a distancia genética obtida pelo

coeficiente de parentesco foi fornecida pela COODETEC.

EXTRAGAO DO DNA E REAGCAO DOS SSR

O DNA das cultivares e linhagens foi extraido a partir de um bulk de oito a
dez sementes. A extracao foi feita com base no protocolo descrito por
McDONALD et al. (1994), com algumas modificagdes. Em tubo eppendorff de
1,5 mL contendo cerca de 50-60 mg de sementes foram adicionados 700 puL de
tampéo de extragdo contendo Tris-HCI 0,2 M, NaCl 0,28 M, EDTA 25 mM e
SDS 10%. As amostras foram extraidas em politron e, em seguida,
centrifugadas por 10 min a 14.000 RPM em microcentrifuga eppendorf 1405.
Os sobrenadantes foram transferidos para novos tubos e centrifugados por
mais 5 min a 14.000 RPM. Novamente, os sobrenadantes foram transferidos
para novos tubos, sendo, em seguida, acrescentados 10 uL de proteinase K 10
mg/mL e 10 uL de CaCl, 1 mM, e colocado em banho-maria a 55 °C por 1,5
horas. Foram, entdo, adicionados as amostras 900 pL de isopropanol e
deixadas em repouso por 2 min. Apos este tempo as amostras foram
centrifugadas por 10 min a 14.000 RPM. Os sobrenadantes foram descartados

e os precipitados foram lavados duas vezes, uma vez com alcool 70% e, a
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segunda vez com alcool 90%. Apos as lavagens os precipitados foram secos
por 15 min a temperatura ambiente sendo, a seguir, ressuspendidos em
solucado de Tris-EDTA (TE) 10 mM e 1 mM contendo RNase 60 upg/mL e
colocados em banho-maria por 1 hora. As amostras foram precipitadas
novamente pela adicdo de 900 uL de isopropanol e deixadas em precipitagéo
por 2 min. Logo apds, as amostras foram novamente centrifugadas por 10 min
a 14,000 RPM e os sobrenadantes descartados. Os precipitados foram
ressuspendidos ao final em TEq ¢ (Tris-HCI 10 mM, EDTA 0,1 mM, pH 7,5). A
qualidade do DNA foi avaliada em gel de agarose 0,8% bem como por
espectrofotometria, considerando a razado Ageo/Azso. A concentracado foi
estimada a partir da absorbancia a 260 nm, conforme SAMBROOK et al.
(1989), estocando-se as amostras a -20 °C e as amostras de trabalho (10
ng/uL), a 5 °C (em geladeira).

Foram utilizados primers microssatélites de algodao disponibilizados pela
Research Genetics. Na avaliacdo das cultivares foram usados 31 pares de
primers, enquanto na avaliagdo das linhagens foram usados 20 pares de
primers. As reagdes de microssatélites foram realizadas em microtubos de 0,2
mL, sendo o volume total da reacdo de 15 uL, contendo tampé&o da PCR (Tris-
HCI 10 mM e 50 mM, pH 8,0), 0,2 mM de cada desoxirribonucleotideo, 2,0 - 3,0
mM de MgCl,, 0,2 uM de cada primer, uma unidade da enzima Tag DNA
polimerase e 30 ng de DNA molde. As amplificacbes foram feitas em
termociclador Perkin Elmer (GeneAmp PCR System 9600) usando um
programa touch down. Os fragmentos amplificados foram separados em gel
desnaturante de poliacrilamida 7% (p/v) com acrilamida/bis-acrilamida na
proporcdo de 19:1, 32% de formamida e 5,6 M de uréia, conforme protocolo
proposto por LITT et al. (1993). Apos o término da eletroforese os géis foram
mergulhados em solugdo de brometo de etidio (1 pg/mL) por 30 min.
Posteriormente a coloragao, os géis foram fotografados sob luz ultravioleta
(Eagle Eye ll).
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Tabela 1- Cultivares de algodoeiro, origem, genealogia e regido indicada para

plantio.

N° | ORIGEM Cultivares Genealogia REGIAO (Pais)

1 IAC IAC 17 Selecdo IAC RM3 Séao Paulo (Brasil)

2 IAC IAC 19 Yucatanense/N1-HOA//IAC RM3; | Séo Paulo (Brasil)

3 IAC IAC 20 Selecdo IAC 17 Séao Paulo (Brasil)

4 IAC IAC 21 Selecao IAC 19 Sao Paulo (Brasil)

5 IAC IAC 22 IAC 20/GH 11-9-75 SP, Centro-Oeste (Brasil)

6 EPAMIG Redengéo Selecdo IAC 17 Minas Gerais (Brasil)

7 EPAMIG Epamig 5 Selecdo C-25-1-80 Minas Gerais / Centro-Oeste
(Brasil)

8 EPAMIG Alva Haploide Duplo (C-25-1-80) Minas Gerais (Brasil)

9 EMBRAPA | CNPA 7H TAMCOT SP 37/IAC 17 NE/Centro-Sul (Brasil)

10 EMBRAPA | CNPAPrec.1 | Selegdo GH-11-9-75 Norte/NE/Cerrado (Brasil)

11 EMBRAPA | CNPAPrec.2 | C-100-7-81/PNH3 Norte/NE/Cerrado (Brasil)

12 | EMBRAPA CNPA ITA90 | Selecgao Deltapine AC-90 Cerrado (Brasil)

13 | FundacédoMT | BRS 96 Selecao EPAMIG 3 Cerrado (Brasil)

14 EMBRAPA | BRS Ipé Selecdo CNPA ITA 90 Cerrado (Brasil)

15 EMBRAPA | BRS ltauba Selecédo CS 50 Cerrado (Brasil)

16 EMBRAPA |BRS 96-148 | Selegéo CS 50 Cerrado (Brasil)

17 EMBRAPA | BRS 96-227 | Selecéo CS 50 Cerrado (Brasil)

18 IAPAR IPR 94 IAPAR 71/Deltapine Acala 90 Parana (Brasil)

19 IAPAR IPR 95 CNPA ITA 90/IAPAR 71 Parana (Brasil)

20 IAPAR IPR 96 CNPA ITA 90/IAPAR 71 Parana (Brasil)

21 | COODETEC |CD 401 SP86/ISA205 MS, PR e SP (Brasil)

22 | COODETEC | CD 402 DP Ac 90//IAC 20/S295*IAC 20 BA, GO, MT, MS, MG, SP
(Brasil)

23 | COODETEC | CD 403 DP Ac 90//IAC 20/S295*IAC 20 BA, GO, MT, MS, MG, SP (Brasil)

24 | COODETEC | CD 404 CHACO 520/DP Ac90 MS, MT e PR (Brasil),

25 | COODETEC | CD 98-440 DP Ac 90//IAC 20/S295*IAC 20 -

26 | COODETEC |CD98-383 DP Ac90//IAC 20/S295 BA, GO, MG, SP, MT, PR, MS e
Regido Norte (Brasil),

27 Paraguai IAN 338 CHACO 510/ISA 205//Reba P279 | Paraguai

28 Argentina | Cacique MATACO/GUAZUNCHO Argentina

29 Argentina Guazuncho2 | Guazuncho/SP 8535 Argentina/Paraguai

30 Argentina | Oro Blanco SP2473/SIOKRA Argentina

/, Il - indica a ordem em que os cruzamentos foram realizados; (*) indica retrocruzamento.

ESTIMATIVA DO COEFICIENTE DE PARENTESCO (CP)

Os coeficientes de parentesco foram estimados entre as 30 cultivares e

entre as 40 linhagens combinando-as duas a duas, totalizando 435 pares de

cultivares e 780 pares de linhagens. Foram utilizadas cultivares e linhagens

cujas informagdes sobre seus pais e/ou avds eram conhecidas. Os valores de

CP foram calculados com base nas seguintes pressuposicoes: (A1) as

cultivares ancestrais nao foram consideradas relacionadas (CP=0); (A2) uma

cultivar derivada de um cruzamento recebe metade de seus genes de cada pai

(CP=0,5); (A3) todos os pais foram considerados homozigotos e homogéneos;

(A4) pais cuja genealogia nao se conhecia,

ndo foram considerados

relacionados (CP=0); (A5) considerou-se CP=1 entre uma cultivar e ela propria;

(AB) considerou-se CP=0,75 entre uma cultivar e uma outra obtida a partir da

selecdo dessa (resselegao). Esse valor € um ajuste realizado entre o valor do
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CP de uma fecundagéao cruzada com um individuo desconhecido (CP=0,5) e o
valor do CP de uma autofecundagado (CP=1); (A7) considerou-se CP=0,56
entre duas sele¢des obtidas de uma mesma cultivar (BOWMAN et al., 1997).
Cada CP calculado dessa maneira foi usado para estimar a contribuigcdo de
uma cultivar ancestral para a constituicdo genética de todas as 30 cultivares.
Para cada cultivar ancestral, a média da contribuicdo genética relativa para
todas as cultivares resultou na contribuicdo genética relativa (CGR) de cada
ancestral para o pool génico das cultivares de algodoeiro avaliadas. As
cultivares ancestrais foram classificadas em ordem decrescente de magnitude
quanto a CGR de cada uma. Calculou-se também a freqliiéncia das cultivares

ancestrais na genealogia (FAG) das 30 cultivares.

ANALISE DOS DADOS MOLECULARES

A diversidade genética de cada loco microssatélite foi obtida através da
frequéncia dos alelos utilizando a seguinte férmula:

Informacao do conteudo de polimorfismo (PIC)=1-;=1- pr

=]

Onde p; € a frequéncia do j-ésimo alelo para o primer i (ANDERSON et
al., 1993). O valor da diversidade genética do loco €& muito similar a
heterozigosidade que é comumente utilizada para descrever a informatividade
de um marcador molecular em espécies alégamas.

As distancias genéticas entre as cultivares e entre as linhagens obtidas
utilizando-se marcadores SSR foram avaliadas por meio de uma matriz de
dissimilaridade construida utilizando-se o complemento do indice de
similaridade (IS) para variaveis codominantes/multialélicas, por meio do
programa Genes versdao Windows (CRUZ, 2001). O referido indice estimou a
similaridade entre os gendtipos a partir dos escores 0, 1 e 2, para alelo
ausente, em heterozigose e homozigose, respectivamente. Esse indice foi
obtido dividindo-se o numero total de locos de microssatélites contendo alelos
comuns pelo niumero total dos locos avaliados. Os valores do coeficiente de
parentesco obtidos para as cultivares e linhagens foram subtraidos de um para
a obtencao da matriz de dissimilaridade.

Os métodos usados para realizar a analise de agrupamento feita com
base na matriz de dissimilaridade, obtida por marcadores SSR e coeficiente de

parentesco, foram os do tipo hierarquico aglomerativo, UPGMA e, o método de
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otimizagcdo de Tocher. Os dendrogramas construidos com base na matriz de
dissimilaridade foram feitos por meio do programa STATISTICA (StatSoft Inc.,
1999).

A associagao entre as distadncias genéticas, calculadas com base nos
dados moleculares e do coeficiente de parentesco, foi avaliada usando o
coeficiente de correlagdo de Pearson (r), O grau de significancia da correlagao

foi avaliado pelo teste t de Student.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os 31 pares de primers usados na avaliacdo das 30 -cultivares
amplificaram 65 alelos com uma média de 2,10 alelos por loco SSR. O valor da
informacdo do conteudo de polimorfismo (PIC) calculado para estimar a
informatividade de cada primer variou de 0,10 a 0,62, com uma média de 0,39
(Tabela 2). Na avaliagdo das 40 linhagens, os 20 pares de primers
amplificaram 41 alelos com uma média de 2,05 alelos por loco SSR, enquanto
o valor do PIC variou de 0,12 a 0,56, com uma média de 0,43 (Tabela 3). A
grande maioria dos primers usados no trabalho encontra-se bem distribuidas

no genoma do algod&do, como pode ser observado nas Tabelas 2 e 3.

Tabela 2 — Primers SSR usados na analise de diversidade genética das 30
cultivares de algodoeiro.

Localizagdo Faixa de tamanho Numero Frequiéncia
LOCOS no dos alelos (pb) de dos alelos PIC
cromossomo alelos
BNL139 - 150-170 3 0,08, 0,73, 0,18 0,42
BNL 946 20Lo* 330-350 2 0,83, 0,17 0,29
BNL 1053 3 170-190 2 0,68, 0,32 0,43
BNL 1064 6sh** 130-140 2 0,05, 0,95 0,10
BNL1231 D02* 170-200 2 0,78, 0,22 0,34
BNL1423 9* 130-140 2 0,58, 0,42 0,49
BNL 1673 12Lo* 300-360 2 0,07, 0,93 0,12
BNL 1694(2) 7* 230-260 2 0,48, 0,52 0,50
BNL 1721 18Lo** 170-180 2 0,22,0,78 0,34
BNL 2448 5* 130-140 2 0,82, 0,18 0,30
BNL 2449 A01* 140-170 3 0,70, 0,02, 0,28 0,43
BNL 2495 26Lo* 190-200 2 0,63, 0,37 0,46
BNL 2496A - 110-120 2 0,75, 0,25 0,38
BNL 2590 9Lo** 180-190 2 0,79, 0,21 0,33
BNL 2646 15* 120-150 2 0,21, 0,79 0,33
BNL 2921 - 150-160 2 0,52, 0,48 0,50
BNL 2960 10Lo** 140-150 2 0,53, 0,47 0,50
BNL 2986 16Lo* 150-160 2 0,54, 0,46 0,50
BNL 3089 - 140-150 2 0,90, 0,10 0,18
BNL 3171 - 210-230 2 0,27,0,73 0,39
BNL 3255 5sh** 220-240 2 0,47, 0,53 0,44
BNL 3257 A02* 200-220 3 0,47,0,37,0,17 0,62
BNL 3408(2) 17Lo** 140-150 2 0,62, 0,38 0,47
BNL 3482 26Lo** 120-130 2 0,74, 0,26 0,38
BNL 3590 2* 170-190 2 0,64, 0,36 0,55
BNL 3594 6bot* 170-190 2 0,85, 0,15 0,26
BNL 3800 - 180-190 2 0,90, 0,10 0,18
BNL 3838 20* 120-130 2 0,69, 0,31 0,43
BNL 3902 15* 170-200 2 0,58, 0,42 0,49
BNL 4030 22* 110-120 2 0,27,0,73 0,39
CNL 101 - 120-130 2 0,42, 0,58 0,49
TOTAL 65
MEDIA 2,10 0,39

Obs,: sh —short arm ; Lo — long arm, *, ** Informacdes obtidas em Lacape ef al. (2003) e Liu et al. (2000),
respectivamente, Cromossomos de 1 a 13 pertencem ao subgenoma A e de 14 a 26 ao subgenoma D.
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Tabela 3 - Primers SSR usados na anadlise de diversidade genética das 40
linhagens de algodoeiro.

Localizagao Faixa de Nimero Freqiiéncia
LOCOS no tamanho de alelos dos alelos PIC
cromossomo dos alelos (pb)

BNL 3590 2* 170-190 3 0,13, 0,58, 0,29 0,56
BNL 3257 A02* 200-220 2 0,62, 0,38 0,47
BNL 3408 17Lo** 140-150 2 0,48, 0,53 0,50
BNL 2495 26Lo* 190-200 2 0,54, 0,46 0,50
BNL 1694 7* 230-260 2 0,51, 0,49 0,50
BNL 1053 3 170-190 2 0,79, 0,21 0,33
BNL 3482 26Lo™* 120-130 2 0,60, 0,40 0,48
BNL 3902 15* 170-200 2 0,53, 0,48 0,50
BNL 2986 16Lo* 150-160 2 0,65, 0,35 0,46
BNL 4030 22* 110-120 2 0,39, 0,61 0,47
CNL 101 - 120-130 2 0,54, 0,46 0,50
BNL 1231 D02* 170-200 2 0,50, 0,50 0,50
BNL 1423 9* 130-140 2 0,81, 0,19 0,30
BNL 139 - 150-170 2 0,69, 0,31 0,43
BNL 2496A - 110-120 2 0,59, 0,41 0,48
BNL 2960 10Lo** 140-150 2 0,66, 0,34 0,45
BNL 946 20Lo* 330-350 2 0,83, 0,18 0,29
BNL 3255 5sh** 220-240 2 0,06, 0,94 0,12
BNL 2921 - 150-160 2 0,71, 0,29 0,41
BNL 2449 A0T* 140-170 2 0,70, 0,30 0,42

TOTAL 41

MEDIA 2,05 0,43

Obs,: sh —short arm ; Lo — long arm, *, ** Informacdes obtidas em Lacape ef al. (2003) e Liu et al. (2000),
respectivamente, Cromossomos de 1 a 13 pertencem ao subgenoma A e de 14 a 26 ao subgenoma D.

Os resultados da matriz de dissimilaridade obtidos para as 30 cultivares
utilizando-se os marcadores SSR e os coeficientes de parentesco estao
apresentados na Tabela 4. A dissimilaridade genética calculada com base nos
marcadores SSR para os 435 pares de cultivares variou de 0,097 a 0,71
obtendo-se uma média de 0,42 + 0,01, enquanto a dissimilaridade genética
calculada com base nos coeficientes de parentesco variou de 0,25 a 1,00 com
uma meédia de 0,89 + 0,01, O menor valor de dissimilaridade, quando se utilizou
os SSR, foi obtido para as cultivares CNPA ITA 90 e BRS Ipé, enquanto o
maior valor foi para as cultivares IAC 20 e BRS Itauba. Quando se utilizaram os
coeficientes de parentesco (CPs), o menor valor obtido foi para os seguintes
pares de cultivares: IAC 17 e IAC 20, IAC17 e Redencéo, IAC 19 e IAC 21 e,
CNPA ITA 90 e BRS Ipé, enquanto o maior valor foi observado para 203 pares
de cultivares. Esses resultados concordam com a genealogia observada na
Tabela 1. Tomando-se como exemplo as cultivares CNPA ITA 90 e BRS Ipé,
verifica-se que a elevada similaridade observada entre essas cultivares,
encontrada tanto por SSR (0,90) quanto por CPs (0,75), pode ser justificada

pelo fato da segunda cultivar ter sido obtida a partir de selegcao da primeira.
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Tabela 4- Matrizes de dissimilaridade obtidas para as 30 cultivares estimadas com base nos coeficientes de parentesco (diagonal superior) e com

base no complemento do indice de similaridade calculado através da analise de microssatélites (diagonal inferior).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 N 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

© 00 N O g b~ WODN =

W NN DM DN DN DDNDDNDDNDMD =2 2 @ @Q @ @ Q@ 2 a2
© ©W 00 N O O A W N =2 O ©W 0N O G & ON = O

0,625 0,250 0,719 0,789 0,250 1,000 1,000 0,500 1,000 1,000 1,000 0,881 1,000 1,000 1,000 1,000 0,842 0,842 0,842 1,000 0,842 0,842 1,000 0,842 0,895
0,719 0,250 0,859 0,719 1,000 1,000 0,813 1,000 1,000 1,000 0,921 1,000 1,000 1,000 1,000 0,895 0,895 0,895 1,000 0,895 0,895 1,000 0,895 0,930
0,789 0,500 0,437 1,000 1,000 0,625 1,000 1,000 1,000 0,911 1,000 1,000 1,000 1,000 0,625 0,625 0,625 1,000 0,625 0,625 1,000 0,625 0,750
0,895 0,789 1,000 1,000 0,859 1,000 1,000 1,000 0,941 1,000 1,000 1,000 1,000 0,921 0,921 0,921 1,000 0,921 0,921 1,000 0,921 0,947
0,719 1,000 1,000 0,813 1,000 1,000 1,000 0,956 1,000 1,000 1,000 1,000 0,895 0,895 0,895 1,000 0,895 0,895 1,000 0,895 0,930
1,000 1,000 0,625 1,000 1,000 1,000 0,911 1,000 1,000 1,000 1,000 0,789 0,789 0,789 1,000 0,789 0,789 1,000 0,789 0,859
0,437 0,859 0,842 0,895 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
0,859 0,842 0,895 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
0,719 0,813 1,000 0,941 1,000 0,953 0,953 0,953 0,859 0,859 0,859 1,000 0,859 0,859 1,000 0,859 0,906
0,625 1,000 1,000 1,000 0,947 0,947 0,947 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
1,000 1,000 1,000 0,953 0,953 0,953 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
1,000 0,250 0,692 0,692 0,692 0,625 0,500 0,500 1,000 0,625 0,625 0,625 0,625 0,625 0,977
1,000 1,000 1,000 1,000 0,967 0,967 0,967 1,000 0,967 0,967 1,000 0,967 0,978 1,000
0,558 0,558 0,558 0,719 0,625 0,625 1,000 0,719 0,719 0,719 0,719 0,719 1,000
0,437 0,437 0,813 0,859 0,859 1,000 0,813 0,813 0,813 0,813 0,813 0,983
0,437 0,813 0,859 0,859 1,000 0,813 0,813 0,813 0,813 0,813 0,983
0,813 0,859 0,859 1,000 0,813 0,813 0,813 0,813 0,813 0,983
0,563 0,563 1,000 0,609 0,609 0,750 0,609 0,656 0,969
0,500 0,988 0,672 0,672 0,813 0,672 0,719 0,977 1,000 0,988 0,994
0,988 0,672 0,672 0,813 0,672 0,719 0,977 1,000 0,988 0,994
0,992 0,992 0,844 0,992 0,984 0,688 0,906 0,844 0,922
0,500 0,750 0,500 0,656 0,969 1,000 0,984 0,992
0,750 0,500 0,656 0,969 1,000 0,984 0,992
0,750 0,750 0,844 0,934 0,840 0,750
0,656 0,969 1,000 0,984 0,992
1,000 1,000 1,000 1,000
0,875 0,750 0,875
0,750 0,875
0,750

1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000

1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000

1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000 1,000
1,000 1,000
1,000 0,988
1,000 1,000
1,000 1,000
1,000 0,991
1,000 0,991 0,995
1,000 0,991 0,995
1,000 0,984 0,992

1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,994
1,000
1,000
0,995

0,274
0,371 0,387
0,339 0,161 0,419
0,371 0,290 0,290 0,226
0,419 0,258 0,339 0,290 0,210
0,323 0,274 0,371 0,339 0,306 0,371
0,339 0,323 0,452 0,355 0,290 0,419 0,113
0,355 0,339 0,403 0,339 0,306 0,323 0,323 0,339
0,274 0,226 0,419 0,323 0,258 0,306 0,242 0,290 0,210
0,387 0,403 0,532 0,532 0,468 0,548 0,387 0,371 0,419 0,339
0,532 0,548 0,613 0,581 0,548 0,532 0,694 0,645 0,565 0,581 0,565
0,565 0,484 0,355 0,581 0,419 0,516 0,500 0,484 0,532 0,581 0,694 0,419
0,500 0,548 0,516 0,581 0,548 0,532 0,597 0,548 0,468 0,581 0,468 0,097 0,435
0,532 0,452 0,710 0,419 0,548 0,548 0,597 0,548 0,629 0,613 0,597 0,161 0,452 0,194
0,452 0,468 0,565 0,500 0,468 0,548 0,548 0,500 0,452 0,500 0,435 0,258 0,419 0,210 0,323
0,435 0,484 0,484 0,548 0,516 0,597 0,565 0,516 0,500 0,548 0,500 0,419 0,355 0,371 0,452 0,258
0,371 0,452 0,323 0,516 0,452 0,403 0,339 0,387 0,371 0,452 0,500 0,419 0,435 0,323 0,484 0,468 0,532
0,484 0,371 0,339 0,274 0,306 0,355 0,516 0,532 0,484 0,468 0,645 0,500 0,468 0,500 0,435 0,581 0,565 0,371
0,419 0,403 0,500 0,468 0,500 0,484 0,516 0,500 0,516 0,565 0,613 0,468 0,435 0,500 0,435 0,500 0,435 0,387 0,323
0,323 0,339 0,306 0,403 0,339 0,290 0,194 0,274 0,355 0,306 0,419 0,532 0,532 0,435 0,565 0,484 0,532 0,210 0,387 0,452
0,355 0,306 0,339 0,403 0,371 0,371 0,226 0,274 0,323 0,371 0,355 0,500 0,565 0,403 0,565 0,452 0,468 0,306 0,484 0,484 0,226
0,387 0,452 0,387 0,484 0,355 0,403 0,435 0,387 0,468 0,452 0,435 0,452 0,516 0,355 0,484 0,435 0,452 0,306 0,306 0,403 0,306 0,306
0,532 0,532 0,500 0,500 0,468 0,548 0,677 0,629 0,548 0,629 0,613 0,500 0,565 0,468 0,532 0,532 0,468 0,516 0,355 0,452 0,516 0,516 0,371
0,581 0,452 0,484 0,484 0,484 0,516 0,468 0,452 0,565 0,548 0,597 0,452 0,452 0,387 0,419 0,403 0,516 0,403 0,468 0,500 0,435 0,468 0,387 0,500
0,500 0,371 0,468 0,435 0,468 0,435 0,419 0,435 0,516 0,532 0,645 0,468 0,355 0,468 0,435 0,452 0,419 0,419 0,419 0,258 0,387 0,452 0,403 0,516 0,339
0,355 0,339 0,274 0,371 0,306 0,258 0,323 0,403 0,323 0,339 0,452 0,500 0,500 0,403 0,565 0,452 0,500 0,274 0,323 0,500 0,129 0,290 0,306 0,452 0,435 0,452
0,403 0,452 0,387 0,452 0,387 0,371 0,306 0,355 0,435 0,419 0,468 0,484 0,548 0,387 0,452 0,435 0,516 0,258 0,339 0,371 0,210 0,339 0,274 0,548 0,339 0,323 0,274
0,371 0,323 0,355 0,387 0,355 0,371 0,339 0,355 0,306 0,355 0,435 0,387 0,452 0,290 0,419 0,339 0,323 0,290 0,339 0,306 0,242 0,274 0,290 0,371 0,323 0,274 0,242 0,226
0,323 0,371 0,403 0,500 0,468 0,419 0,323 0,306 0,355 0,403 0,484 0,468 0,484 0,371 0,500 0,387 0,387 0,274 0,484 0,290 0,258 0,323 0,387 0,532 0,419 0,306 0,323 0,274 0,210
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Nos 780 pares de linhagens avaliados foi obtida uma variagdo de 0,00 a
0,83, com uma média de 0,44 + 0,01, para a dissimilaridade genética calculada
com base nos marcadores SSR e uma variagédo de 0,27 a 0,99, com uma
meédia de 0,73 = 0,01, para a dissimilaridade genética calculada com base nos
coeficientes de parentesco.

Na Figura 1 observa-se que a maioria dos pares de cultivares e de
linhagens tem valores de dissimilaridade em torno de 0,4 a 0,6 quando se
usam marcadores SSRs, enquanto valores em torno de 0,8 a 1,0 séo
encontrados quando se usa os coeficientes de parentesco. Isto significa que
maior divergéncia é observada tanto entre as cultivares, quanto entre as

linhagens, quando se avalia a dissimilaridade por meio dos coeficientes de

parentesco.
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Figura 1- Distribuicdo das distancias genéticas para 435 pares de cultivares e
para 780 pares de linhagens avaliadas a partir de marcadores SSR (A
e B) e coeficiente de parentesco (C e D).
Resultados apresentados em outros trabalhos também tém revelado uma
baixa diversidade genética entre cultivares de algodoeiro herbaceo quando a

diversidade genética € avaliada com marcadores moleculares. MULTANI e
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LYON (1995) detectaram elevados valores de similaridade genética (92,1% -
98,9%) entre nove cultivares de algodoeiro Australianos usando marcadores
RAPD, IQBAL et al. (1997) também encontraram elevada similaridade genética
(0,82 a 0,93), entre 17 cultivares de G, hirsutum com base em marcadores
RAPD. Utilizando marcadores SSR, ULLOA et al. (1999) encontraram valores
de distancias genéticas iguais a 0,18 entre cultivares Acala e Delta e a 0,16
entre cultivares da série Pima PS. Usando também marcadores SSR,
GUTIERREZ et al. (2002) detectaram uma base genética estreita entre
cultivares Australianos e Americanos.

Por outro lado, quando se usa o coeficiente de parentesco para estimar a
similaridade genética entre cultivares de algodoeiro a diversidade genética é
maior do que aquela encontrada por marcadores moleculares. BOWMAN et al.
(1996) detectaram um valor médio de 0,07 para o coeficiente de parentesco
estimado entre 260 cultivares de algodoeiro. MAY et al. (1995) mostraram que
embora o CP médio entre 126 cultivares de algodoeiro fosse baixo (0,07), o CP
calculado entre cultivares regionalmente adaptadas variou de 0,17 a 0,34. O
baixo nivel de similaridade entre as cultivares avaliadas nesses trabalhos
sugerem que a analise genealdgica pode estar superestimando o nivel de
diversidade genética entre as cultivares de algodoeiro. VAN ESBROECK et al.
(1998), avaliando 24 cultivares ancestrais de algodoeiro, consideraram que
essas cultivares nao eram relacionadas e encontraram um valor médio de CP
igual a 0,16, Avaliando as consequéncias do erro em assumir que as cultivares
ancestrais nao sao relacionadas, VAN ESBROECK et al. (1999) recalcularam o
CP para essas cultivares, mas assumiram a existéncia de uma relagao entre os
ancestrais, considerando-se o CP entre elas igual a 0,38. Esses autores
obtiveram um valor médio para o CP de 0,46, ou seja, o CP passou de 0,16
para 0,46, mostrando redugdo no nivel de diversidade genética entre essas
cultivares.

Segundo BOWMAN et al. (1996), mais de 30% das cultivares de
algodoeiro, langadas entre 1970 e 1990 nos Estados Unidos, foram obtidas por
selecdo dentro de outras cultivares (resselegdo). Embora o algodoeiro seja
considerado uma planta autégama, taxas de alogamia acima de 50% ja foram
mencionadas quando da presenga de insetos polinizadores (Bombus spp. €
Aphis mellifera L.). Na andlise da genealogia, o CP calculado para uma

resselecdo é considerado igual a 0,75, ou seja, considera-se que uma cultivar
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originada de outra, tem metade de chance de ter sido originada de uma
autofecundagado de plantas ndo homozigotas, em populagbes desuniformes, e
metade de chance de ter sido originada de uma fecundag¢do cruzada com um
individuo nao relacionado (MURPHY et al., 1986; BOWMAN et al., 1997). As
freqlientes ressele¢cdes detectadas no algodoeiro tém efeito de incorporar
continuamente germoplasmas nao relacionados na estimativa do CP e, assim,
provavelmente superestimar a diversidade entre as cultivares. Estudos
recentes com isoenzimas e marcadores de DNA mostraram que os ancestrais
dos cultivares de algodoeiros “upland” modernos provavelmente se originaram
de uma pequena area na Guatemala (WENDEL et al., 1992; BRUBAKER e
WENDEL, 1994), sugerindo, portanto, que os ancestrais dos algodoeiros
introduzidos eram proximamente relacionados.

Grande parte das cultivares langcadas no Brasil sdo provenientes de
introducdes de cultivares ou linhagens dos Estados Unidos ou de resselecao
feitas a partir de outras cultivares ja existentes (PENNA, 1999). Dentre as 30
cultivares avaliadas no presente trabalho, 14 foram obtidas de resselegdo. Uma
vez que se considera os ancestrais das cultivares nao relacionadas e que, ha
uma probabilidade de que 25% dos genes provenham de individuos
desconhecidos, ndo os considerando no calculo do CP, pode-se estar
superestimando a diversidade genética dessas cultivares. Apesar do progresso
genético obtido por meio dessas cultivares, ha que se lembrar que a utilizagao
de parentais muito préximos pode levar a estreitamento da base genética e a
reducdo da diversidade genética. Tal fato foi constatado por CARVALHO
(1999), que comenta que a pouca diversidade genética das cultivares
plantadas no Brasil caracteriza-se pelo uso continuo, nos cruzamentos, de
materiais descendentes de Auburn 56 e Tamcot SP-37, ambas originarias dos
Estados Unidos.

A contribuicdo genética de 18 ancestrais para a constituicdo genética das
30 cultivares de algodoeiro avaliadas no presente trabalho esta apresentada na
Tabela 5. A genealogia considerada variou de 33,8 a 100%, com média de
68,74% (69%). Observa-se, portanto, que esses ancestrais contribuiram com
69% da constituicdo genética das 30 cultivares (Tabela 6). Desses 69%, o
ancestral Auburn 56 contribuiu com 12,7%, o Tamcot SP-37 com 8,9%, o DP
Smoothleaf com 7,74% e o DP 45 com 6,07%, sendo todas cultivares norte-

americanas. Apesar de apresentar baixa contribuicdo para as cultivares, o
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ancestral DP Smoothleaf teve a maior frequéncia (57%) na genealogia dessas
cultivares, quando comparado a frequiéncia dos ancestrais Auburn 56 (50%),
DP 45 (43%) e Tamcot SP-37 (30%). Tal frequéncia se explica pela utilizagdo
de cultivares como DP 16 e Reba P279 nos cruzamentos realizados para a
obtencdo da maioria das cultivares avaliadas. Essas cultivares tém a cultivar
DP (DeltaPine) Smoothleaf na sua genealogia, sendo sua utilizacdo necessaria
para introgredir a caracteristica smoothleaf (folha lisa, isto &, auséncia ou
pubescéncia reduzida na superficie abaxial da folha) que aumenta a qualidade
da fibra (LEE, 1985). Apesar das menores freqiéncias na genealogia, as
cultivares Auburn 56 e Tamcot SP-37 contribuem bastante para o pool génico

das cultivares brasileiras.

Tabela 5- Identificacdo, origem, contribuicdo genética relativa (CGR),
contribuicdo genética acumulada (CGAc), numero de ancestrais
acumulados (NAAc) e frequéncia do ancestral na genealogia
(FAG) das 30 cultivares de algodoeiro.

ANCESTRAIS CGR |CGAc |NAAc| FAG
Letras Identificacdao Origem % % %
A Auburn56 Estados Unidos 12,70 12,7 1 50
B Tamcot-SP37 Estados Unidos 8,90 | 21,6 2 30
C DP Smoothleaf Estados Unidos 7,74 | 29,34 3 57
D DP 45 Estados Unidos 6,07 | 35,41 4 43
E CHACO 510 Argentina 5,00 | 40,41 5 20
F Stoneville 213 Estados Unidos 420 | 44,61 6 10
G Reba B50 Estados Unidos 3,96 | 48,57 7 20
H John Cotton Polycross Estados Unidos 3,18 | 51,75 8 23
I AZ 5909 Estados Unidos 3,20 | 54,95 9 23
J ISA 205 Africa 2,50 | 57,45 10 7
K S 295 Africa 2,08 | 59,53 11 13
L Mataco Argentina 1,70 | 61,23 12 3
M Siokra Australia 1,70 | 61,23 13 3
N G, hirsutum r, América Central 1,50 | 64,43 14 7
yucatanense
(0] Tnl-Hoa - 1,50 | 65,93 15 7
P Toba/Hopicala/DP16 | Hibrido triplo/E,U,A | 1,46 | 67,39 16 10
Q Acala 1517-70 Estados Unidos 0,94 | 68,33 17 10
R DPL Estados Unidos 0,70 | 69,03 18
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Tabela 6- Constituicdo genética das 30 cultivares de algodoeiro obtida com
base na sua genealogia.

% DA
CULTIVARES CONSTITUIGAO GENETICA® GENEALOGIA
CONSIDERADA
1. I1AC 17 0,562A 56,2
2. IAC19 0,375A + 0,25N + 0,250 87,5
3. IAC 20 0,422A 42,2
4. IAC 21 0,281A + 0,187N + 0,1870 65,5
5. IAC 22 0,211A + 0,375B 58,6
6. Redencgao 0,422A 42,2
7. Epamig5 0,281B + 0,375F 65,6
8. ALVA 0,281B + 0,375F 65,6
9. CNPA7H 0,281A + 0,5B 78,1
10. CNPA P1 0,562B 56,2
11. CNPA P2 0,375B + 0,5F 87,5
12. CNPAITA90 0,187D + 0,187C + 0,187H + 0,1871 74,8
13. BRS 96 0,211R + 0,211A 42,2
14, BRS Ipé 0,141D +0,141C + 0,141H + 0,1411 56,4
15. BRS Itauba 0,164D + 0,164C + 0,094Q + 0,094B 51,6
16. BRS 96-148 0,164D + 0,164C + 0,094Q + 0,094B 51,6
17. BRS 96-227 0,164D + 0,164C + 0,094Q + 0,094B 51,6
18.IPR 94 0,158A + 0,125D + 0,125C + 0,125H + 0,125l 65,8
19.IPR 95 0,158A + 0,094D + 0,094C 33,8
20. IPR 96 0,158A + 0,094D + 0,094C 33,8
21. CD 401 0,25E + 0,125G + 0,125C +0,5I 100
22.CD 402 0,125D +0,125C +0,125H + 0,125| + 0,158A +0,125K 78,3
23.CD 403 0,125D +0,125C +0,125H + 0,1251 + 0,1582A +0,125K 78,3
24.CD 404 0,187D + 0,125C + 0,0,125H + 0,1251 + 0,187E + 0,187G + 0,062P 100
25. CD 98-440 0,125D +0,125C +0,125H + 0,125] + 0,1582A +0,125K 78,3
26. CD 98-383 0,125D + 0,125C + 0,105A + 0,25K 60,5
27.1AN 338 0,25E + 0,25J +0,25G + 0,25C 100
28. CACIQUE 0,5L + 0,25E + 0,25G 100
29. Guazuncho 2 0,375E + 0,25G + 0,125C +0,25P 100
30. Oro Blanco 0,187E + 0,125G + 0,062C + 0,125P + 0,5M 100
MEDIA 68,74

@ Letras usadas como simbolo mostrado na Tabela 5.

Os dendrogramas obtidos a partir das medidas de dissimilaridades
genéticas calculadas com base nos marcadores SSR e coeficientes de
parentesco para as 30 cultivares e as 40 linhagens estdo apresentados nas
Figuras 2 e 3. Foram obtidos 18 grupos, considerando-se um limite superior de
60%,

considerando-se um limite superior de 30%, no agrupamento das cultivares

no agrupamento das cultivares usando os CPs e 15 grupos,

usando os SSRs. No agrupamento das linhagens foram obtidos 11 grupos,
considerando-se um limite superior de 55% na distancia genética obtida por
meio dos CPs e 14 grupos, considerando-se um limite superior de 30% na
distancia genética obtida através dos SSRs. As Tabelas 7 e 8 mostram a
comparagao realizada entre os grupos formados pelo método UPGMA por meio
dos coeficientes de parentesco e microssatélites, e também, a comparacao

realizada entre os grupos formados pelo método de otimizagéo de Tocher.
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parentesco (A) e dos marcadores SSRs (B), O método de agrupamento
utilizado foi o das médias das distancias ou UPGMA (Unweigthed pair-group
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method using an aritmetic average).

Figura 3- Distancias genéticas entre 40 linhagens de algodoeiro obtidas com base nas



Tabela 7- Comparagdo dos grupos obtidos para as 30 cultivares com base nas medidas
de dissimilaridade calculadas através do Coeficiente de Parentesco (CP) e
marcadores SSR, O agrupamento de Tocher também foi realizado com base no
CP e SSR, G - corresponde aos grupos formados, Em negrito estdo as
cultivares em comum aos dois métodos (CP e SSR).

AGRUPAMENTO PELO METO UPGMA

(G) CP (G) SSR
1 1,3,6,9 1 |1

2 |5 2 (2,4,5,6

3 12,4 3 19,10

4 (12,14, 19, 20 4 |7,8,22

5 18 5 |18, 21,27, 28, 29, 30
6 |22,23,25 6 |11

7 |26 7 |19

8 |24 8 |23

9 15, 16, 17 9 |24

10 |13 10 |20, 26

1 7,8 11 |3

12 |10 12 |13

13 11 13 12,14, 15

14 |21 14 16,17

15 |27 15 |25

16 |28

17 129

18 |30

AGRUPAMENTO PELO

METODO DE TOCHER

(G) CP (G) SSR
1 [1,3,6,9,5,2,4,18,19, 20, 22, 1 [12,14,15,16
23, 25, 26, 12, 14, 24, 15, 16, 17
2 [7,8,10, 11 2 (7,8, 21, 27, 29, 28, 30, 18, 22, 23
1,
10,2,9,5,6
3 [21,27,29,28,30 3 |20,26
4 [13 4 [4,19
5 [3,13
6 [17
7 |25
8 [24
9 [11

Obs.: A numeragao das cultivares estd de acordo com a apresentada na Figura 2.
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Tabela 8- Comparagdo dos grupos obtidos para as 40 linhagens com base nas medidas
de dissimilaridade calculadas através do Coeficiente de Parentesco (CP) e
marcadores SSR, O agrupamento de Tocher também foi realizado com base
no CP e SSR, G — corresponde aos grupos formados, Em negrito estao as
cultivares em comum aos dois métodos (CP e SSR).

AGRUPAMENTO PELO METODO UPGMA

© cP (G) SSR
1 1, 14,15, 16, 17, 18, 19, 20, 28, 29, 1 1,15, 32, 28, 29
30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 40
2 38 2 |2,3,17, 20,19, 30, 38
3 2,3 3 14, 31, 36
4 5 4 4,21
5 6,7,8 5 24
6 9,10, 22, 23, 11 6 5,35
7 12,13 7 8, 25, 26, 16, 27
8 39 8 |9
9 24, 25, 26 9 7
10 |27 10 |10, 11,12, 39
11 4, 21 11 |6, 18
12 |13, 33, 37, 34
13 |22, 23, 40
AGRUPAMENTO PELO METODO DE TOCHER
G) cP (G) SSR
1 12,13,6,7, 8,9, 10, 22, 23, 11 1 2, 3, 17, 20, 19, 38, 30, 29, 32,
15
2 1, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 28, 29, 2 10, 11,12, 8, 39, 25, 5, 16, 9
30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 40, 38
2,3
3 4, 21 3 4, 21
4 24, 25, 26 4 13, 33, 37, 34
5 39 5 14, 31, 36, 1
6 27 6 22, 23
7 5 7 6, 18
8 26, 27
9 35
10 |7
11 |40
12 |24
13 |28

Obs.: A numeracdo das cultivares esta de acordo com a apresentada na Figura 3.
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A comparagdo entre os grupos formados tanto pelo método UPGMA
quanto pelo método de Tocher, para as cultivares e as linhagens, revela pouca
concordancia entre os agrupamentos obtidos. A correlagdo (r) entre as
distancias genéticas obtidas pelos CPs e SSRs tanto para as cultivares quanto
para as linhagens foi positiva e significativa (P < 0,001). Entretanto, a
magnitude dessas correlagdes nado foi muito elevada, com valores de 0,25
entre as cultivares e 0,29 entre as linhagens. Resultado semelhante foi obtido
por COX et al. (1985b) para a cultura do trigo. Esses autores encontraram
baixa correlagédo (r=0,27) entre similaridade genética (SG) calculada com base
no polimorfismo detectado em proteinas de reserva (gliadinas) e coeficiente de
parentesco. Correlacdo significativa, mas com valores baixo (r=0,21) a
moderado (r=0,42), entre a SG obtida com base em marcadores RFLP e
coeficiente de parentesco também foi encontrada por GRANER et al. (1994) na
cultura do trigo. Por outro lado, BARBOSA-NETO et al. (1996) encontraram
correlagao negativa (r=-0,33) entre a similaridade genética obtida com base em
marcadores RFLP e coeficiente de parentesco para linhagens de trigo. KIM e
WARD (1997) encontraram correlagéo elevada (r=0,73) entre a SG calculada
com base em RFLP e CP quando se considerou todos os pares de linhagens
de trigo de inverno, isto &, trigo vermelho (TV) e trigo branco (TB). Entretanto,
quando as linhagens de TV e de TB foram consideradas separadamente, a
correlacdo diminuiu, passando esses valores para 0,23 entre as linhagens de
TV e 0,28 entre as linhagens de TB.

Na cultura do arroz, XU et al. (1999) encontraram correlagao igual a 0,092
entre distancias genéticas calculadas com base em SSR e analise de pedigree.
Por outro lado, PLASCHKE et al. (1995), comparando estimativas da SG entre
cultivares de trigo calculada com base em SSR e coeficiente de parentesco,
encontraram correlagao igual a 0,55. LIMA et al. (2002), avaliando gendtipos de
cana-de-acgucar, encontraram uma correlagéo de 0,42 entre SG calculada com
base em marcadores AFLP e coeficiente de parentesco. Utilizando-se apenas
os valores do CP acima de 0,125 (correlagdo “ranqueada”) na analise dos
pares de cultivares, TINKER et al. (1993) detectaram uma correlagdo de 0,61
entre a SG calculada com base em marcadores RAPD e CP. MOSER e LEE
(1994) detectaram uma correlagao de 0,63 entre a SG calculada com base em
RFLP e CP entre cultivares de aveia. Em contraste a esses resultados,

constatou-se em alguns trabalhos com milho, forte correlagao entre estimativas
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da SG realizadas com base em marcadores moleculares e coeficiente de
parentesco. MESSMER et al. (1993) encontraram valores elevados (r=0,71 e
r=0,86) de correlagdo entre SG calculada com base em RFLP e CP entre
linhagens de milho. SMITH et al. (1997) também encontraram valores elevados
de correlagdo quando associaram a divergéncia genética calculada com base
em marcadores RFLP (r=0,80) e SSR (r=0,81) com a divergéncia genética
obtida por CP em linhagens de milho.

Segundo GRANER et al. (1994) os métodos usados para estimar a
similaridade genética com base em marcadores moleculares e coeficiente de
parentesco tém abordagens bem diferentes. Eles se baseiam em diferentes
tipos de informagbes e, como conseqléncia, estdo sujeitos a diferentes fontes
de erros. Do ponto de vista dessas diferencgas, € de grande interesse investigar
a relacio entre os dois métodos e comparar suas vantagens e desvantagens.
O coeficiente de parentesco entre dois individuos i e j (f;) é definido como
sendo a probabilidade de genes homdlogos tomados ao acaso, um de um
progenitor e o outro do outro progenitor, serem idénticos por descendéncia, isto
€, copias de um mesmo gene proveniente de um mesmo ancestral
(FALCONER, 1987). Em contraste, a similaridade genotipica entre individuos
se baseia em genes semelhantes em estado, isto €, genes indistinguiveis por
seus efeitos. Entretanto, genes que sdo somente semelhantes em estado, mas
nao sao idénticos por descendéncia, sdo ignorados no calculo do coeficiente de
parentesco (MESSMER et al., 1993). Por outro lado, a similaridade genética
quando estimada por marcadores moleculares reflete a semelhanca entre os
genotipos a partir de uma amostra direta do genoma, refletindo similaridade em
estado e/ou por descendéncia (GRANER et al., 1994). Portanto, essa
estimativa pode ser mais compreensivel do que aquela obtida por coeficiente
de parentesco que considera somente a identidade por descendéncia.

Uma grande vantagem da analise de similaridade genética baseada na
genealogia € seu baixo custo. No entanto, ela apresenta como desvantagens a
necessidade de informagbes detalhadas sobre a genealogia das cultivares
avaliadas e o fato do coeficiente de parentesco ser calculado com base em
algumas pressuposi¢cdes nao realisticas. Segundo CARVALHO et al. (2003), a
falta de registros de ancestrais dificulta o estudo da diversidade por meio de
estudos genealdgicos. De fato a genealogia de alguns ancestrais, considerada

no presente trabalho, ndo era conhecida, sendo esses ancestrais considerados
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nao relacionados de acordo com a pressuposicdo A1. Se, ao contrario, esses
ancestrais fossem relacionados poder-se-ia estar superestimando a
diversidade entre as cultivares. Na pressuposi¢cao A2 considera-se que uma
cultivar derivada de um cruzamento herda 50% de seus alelos de cada
progenitor. Entretanto, trabalhos realizados com marcadores moleculares
indicam que sob intensa selegdo esse valor sofre um desvio de até 20%
(BERNARDO et al., 1996). Resultados obtidos a partir de dados morfolégicos
sugerem que os melhoristas tém seletivamente favorecido determinadas
caracteristicas e como consequéncia, determinados genes. Tal fato é
suportado por dados obtidos por meio de marcadores RFLP em milho, os quais
mostram que apdés um cruzamento entre dois progenitores, linhagens derivadas
da F2 podem herdar parte dos alelos de um dos pais de forma desproporcional
(BERNARDO et al., 1996). Portanto, desvios devido a selecdo e deriva
genética sao esperados, mas nao sao considerados no calculo do coeficiente
de parentesco. Ao se considerar que os progenitores sdo homozigotos e
homogéneos (pressuposicdo A3) pode-se estar superestimando as relagdes
genéticas entre as cultivares desde que elas néo refletem a ocorréncia de
fecundagbes cruzadas e segregacao residual devido a selegbes de plantas
realizadas em geragdes precoces. Na cultura do algodao ja foram constatadas
diferentes taxas de fecundagdo cruzada quando da presenga de insetos
polinizadores (MAY et al., 1995).

A obtencdo de uma estimativa mais precisa da similaridade genética com
base em marcadores microssatélites dependera do numero de marcadores
SSR usados no estudo e a distribuicdo desses marcadores no genoma da
cultura avaliada. O algodéo (G. hirsutum L.) possui numero de cromossomos
2n = 4x = 52. No presente trabalho, o numero de pares de primers SSR usados
na avaliagao das cultivares e linhagens foi de 31 e 20, respectivamente. Isto
corresponderia, em média, a um par de primers por cromossomo ho genoma
do algodoeiro. Dos 31 e 20 primers utilizados no trabalho 21 e 13 primers tém
sua localizagéo precisa ja definida, como pode ser observado nas Tabelas 2 e
3. Desses primers, 11 estdo localizados no subgenoma A e 10 no subgenoma
D. LIU et al. (2000), localizaram 42 pares de primers SSR nos cromossomos do
algodao. Desses 42 primers, 24 estavam localizados no subgenoma A.

Segundo REINISCH et al. (1994), espera-se encontrar um maior numero de
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marcadores no subgenoma A do que no D, devido ao maior tamanho do
subgenoma A em relagéo ao D.

Os valores médios do PIC encontrado para os primers avaliados nas
cultivares foi de 0,39 (Tabela 2) e para as linhagens foi de 0,43 (Tabela 3).
Baixo polimorfismo molecular a nivel intraespecifico no algodoeiro também foi
detectado por outros autores (TATINENI et al., 1996; BRUBAKER e WENDEL,
2001).

Segundo BARBOSA-NETO e BERED (1998), o numero de marcadores a
serem amostrados é importante do ponto de vista de precisdo das estimativas
de distancia genética. Nesse sentido, diversos pesquisadores tém apresentado
preocupacgdes em termos de quantificar a precisao das estimativas de distancia
genética e determinar um numero ideal de marcadores a serem empregados
(KEIM et al., 1992; TIVANG et al., 1994), entretanto, existem dificuldades para
o0 estabelecimento de variancias para estes estimadores. Além disso, na
literatura ainda sdo escassas as informacdes a respeito do numero ideal de
marcadores moleculares na determinagdo da diversidade genética tanto de

populacdes naturais quanto de plantas melhoradas.
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CONCLUSOES

(1) Constata-se, no presente trabalho, baixa associacdo entre os métodos
usados para estimar a diversidade genética com base na analise genealdgica e

analise multivariada obtida por meio de marcadores microssatélites.

(2) O método usado para estimar a diversidade genética com base na analise
genealdgica superestima o nivel de diversidade genética, o qual pode ser
influenciado pela selegdo, deriva genética e registros incompletos de
genealogia. Por outro lado, a estimativa da diversidade genética com base em
marcadores microssatélites fornece mais informagdes sobre as relacdes
genéticas do que a estimativa com base no coeficiente de parentesco. Além
disso, a analise da diversidade genética por meio de marcadores

microssatélites detecta maior diversidade entre os materiais avaliados.

(3) As cultivares de algodoeiro descendem de poucos ancestrais, tais como,
Auburn 56, Tamcot SP-37, DP Smoothleaf e DP 45. Dessa forma, caso nao
haja introgressdo de novos alelos no germoplasma do algodoeiro, a

vulnerabilidade genética se tornara um risco para a cotonicultura brasileira.
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