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REsSumMO

No Brasil ocorrem trés espécies de algodoeiro: G. barbadense, G. hirsutum e G.
mustelinum, sendo a ultima silvestre e nativa do Brasil, encontrada, apenas no semi-
arido dos Estados do Rio Grande do Norte e Bahia. As populagbes estudadas
distribuem-se preferencialmente proximas de cursos de agua, como vegetacao
predominante de mata ciliar. A degradacdo do ambiente por pastejo de caprinos e
atividades antropicas, provocou a reducédo dessas populacdes e consequentemente
da variabilidade. Entretanto, apesar da reduzida variabilidade existente nessas
populacdes, todo esse conjunto génico poderd, futuramente, ser Gtil nos programas
de melhoramento. Para tanto, o conhecimento detalhado da estruturacdo da
variabilidade existente € essencial para melhor utilizacdo dessa espécie como
recurso de variabilidade alélica. Como as variedades comerciais apresentam base
genética estreita, devido a forte selecdo praticada para o melhoramento e derivarem
em sua maioria de apenas uma espécie, a G. hirsutum var. latifolium, a utilizacao de
novos alelos é fundamental para aumentar as combinacdes alélicas, de maneira que
germoplasma de espécies silvestres do género Gossypium, como G. mustelinum, se
torna uma alternativa para tal ampliacdo. Com o objetivo de determinar a
variabilidade e estrutura genética de 16 popula¢bes naturais de G. mustelinum,
foram feitas extracdes de DNA, reacdes de PCR com marcadores SSR e os alelos
amplificados foram empregados para estimar as frequéncias alélicas, a
heterosigozidade esperada e observada, a andlise de diversidade genética e as
estatisticas G de Nei, como também, as andlises de agrupamento, usando a
distancia de Nei e Neighbor-Joining. A distancia entre os gendtipos foi calculada com
base na proporcdo de alelos usando o programa MICROSAT e o0s genotipos
agrupados a partir do método de UPGMA no MEGA 4. Para determinar se a
diversidade de cada uma das populagdes se apresentava numa estrutura espacial
organizada, a matriz de distancia genética foi comparada com a matriz de distancia
fisica usando o teste de Mantel. Os resultados demonstraram que a maior
diversidade encontra-se entre as populacdes, com elevado nivel de endogamia
intrapopulacional, provavelmente devido aos efeitos de deriva genética, evidenciado
pelo elevado namero de alelos exclusivos.

Palavras-chave: Malvaceae, algodéo silvestre, marcador molecular.

Xii



Diversidade e estrutura genética de populagées naturais de Gossypium mustelinum Miers ex Watt 13

CAVALCANTE, U. S.

Capilula 7



Diversidade e estrutura genética de populagées naturais de Gossypium mustelinum Miers ex Watt 14

CAVALCANTE, U. S.

1. INTRODUCAO GERAL

Durante o processo de domesticacdo, as caracteristicas que dificultavam a
utilizacdo das plantas silvestres na agricultura foram reduzidas consideravelmente.
Entretanto, esse referido processo, ao longo dos anos, em muitos casos, gerou o
estreitamento da base genética e contribuiu para tornar as plantas mais susceptiveis
a pragas e doencas. Esse fato influenciou o desenvolvimento de maquinas e
insumos que combatem as pragas e doencas que causam perdas a lavoura. Apesar
do grande avanco tecnoldgico aplicado na agricultura, ainda persistem alguns
problemas referentes aos progressos genéticos em programas de melhoramento,
gue visam obter cultivares adaptadas aos variados sistemas de cultivo e ambientes.

No género Gossypium, muitas variedades tém sido desenvolvidas a partir de
cruzamentos entre genitores aparentados, contudo o ganho de produtividade se
tornou progressivamente limitado, conduzindo os pesquisadores a procura de
diferentes germoplasmas que possibilitem a inclusédo de variabilidade nos programas
de melhoramento. No caso do algodao, apesar dos métodos de melhoramento terem
aumentado a eficiéncia da transferéncia de alelos para o pool génico dos materiais
melhorados, as fontes de germoplasma ainda permanecem subutilizadas (VAN
ESBROECK e BOWMAN, 1998).

No Brasil ocorrem diferentes tipos de algodoeiro: Gossypium barbadense
racas barbadense e brasiliense, encontrados em todas as regides, porém limitado a
populacdes de fundos de quintais; G. hirsutum r. marie galante, com ocorréncia
principalmente na regido Nordeste do pais e G. hirsutum r. latifolium, cultivada em
guase todos os Estados e que compreende a grande maioria das cultivares
brasileiras. A Unica espécie silvestre do género que ocorre no pais € G. mustelinum
Miers ex Watt, encontrada apenas no semi-arido dos Estados do Rio Grande do
Norte e da Bahia (BARROSO et al., 2010).

O desaparecimento de tipos silvestres das espécies cultivadas é um
fendmeno documentado com maior intensidade com o avanco da modernizacdo da
agricultura, principalmente apés a metade do século passado (BOREM et al., 2003).
O desaparecimento desses algodoeiros reduz a variabilidade disponivel para uso
nos programas de melhoramento, e por isso, a crescente substituicdo dos tipos

silvestres por cultivares melhoradas, tem causado preocupacao entre os curadores
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dos bancos de germoplasma do algodoeiro. Contudo, Freire (2002a) afirma que €&
importante que tanto as espécies silvestres quanto as asselvajadas sejam
preservadas como reservatorio de variabilidade do algodoeiro. No caso de G.
mustelinum a importancia da sua preservacao esta associada ao fato da espécie ser
importante em seu habitat e por pertencer ao pool génico primario do algodoeiro
cultivado (SILVA et al., 2008).

Até 2006 eram conhecidas apenas quatro populacfes naturais de G.
mustelinum localizadas em Caicé (RN), Macururé e Jaguarari (BA), sendo que o
namero de individuos ndo ultrapassava 200 (BARROSO et al., 2005). Em 2007,
pesquisadores da Embrapa em expedicbes de coleta, identificaram novas
populacdes em bacias de alguns rios na Bahia. Essas popula¢des, em sua maioria,
apresentavam individuos adultos e alguns jovens, como evidéncia de que essa
espécie é encontrada de modo espontaneo, preferencialmente na mata ciliar de rios
e lagos temporarios, e menos frequente em varzeas.

Considerando-se que as espécies silvestres sdo importantes reservatorios
de variabilidade com possibilidade de ser transferida para as espécies cultivadas,
diversos trabalhos reportam sobre a introgressdo de genes que conferem
caracteristicas de interesse agrondémico, como resisténcia a insetos, doencas,
estresses abidticos, entre outras. Apesar de G. mustelinum n&o apresentar
caracteristicas que permitam seu uso diretamente na agricultura, essa espécie
possui especial importancia como recurso genético e fonte alélica para utilizacéo
futura em programas de melhoramento.

Para o melhor emprego dos recursos genéticos, € fundamental o
conhecimento da variabilidade e estrutura genética das populac¢des naturais. Esse
conhecimento também se torna determinante para o delineamento e adocdo de
acOes de conservacao in situ e ex situ do germoplasma. Objetivando caracterizar a
diversidade estrutura genética da espécie G. mustelinum, individuos de 16

populacdes conhecidas foram avaliados por meio de marcadores SSR.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1Taxonomia e evolugcéo do algodoeiro

Existem muitos estudos sobre a classificagdo taxonOmica e evolugéo do
género Gossypium. De acordo com Ballaminut (2007) a taxonomia do algodoeiro
determinada por Linnaeu em 1753, é:

Divisdo: Embriophita sifanogamae
Subdivisdo: Fanerogamae ou espermatophita
Filo: Angiospermae

Classe: Dicotiledoneae

Subclasse: Archichlamidae

Ordem: Malvales

Familia: Malvaceae

Tribo: Hibisceae

Género: Gossypium

De acordo com Fryxell (1965) e Valicek (1978), a origem e diferenciacdo do
género Gossypium data de 5 a 15 milhdes de anos atrds, no periodo Mesozdico,
tendo como centro de origem a Africa Central. Atualmente, o referido género inclui
50 espécies, sendo 45 dipldides (2n=2x=26) e cinco tetrapldides (2n=4x=52)
(FRYXELL et al., 1992). As espécies que compreendem esse género localizam-se
em seus respectivos centros primarios de diversidade (FRYXELL, 1979), distribuidas
da seguinte forma: 18 espécies encontram-se no Centro-Oeste e Sul do México, 14
espécies no Nordeste da Africa e Ardbia, 17 espécies na Australia e uma no
Nordeste do Brasil (TOMKINS et al., 2001).

As espécies dipldides sdo agrupadas em oito tipos genémicos (A-G e K), a
partir de similaridades cromossdmicas e comportamento de pareamento meidtico de
hibridos interespecificos (BEASLEY, 1942, ENDRIZZI et al., 1985) e esses
diferentes genomas estdo distribuidos em trés grupos. Grupo Africano, que
compreende as espécies de genomas A, B, E e F, ocorrendo naturalmente na Africa

e Asia; grupo Americano, que compreende as espécies dipldides de genoma D e o
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grupo com os genomas C, G e K, originarios da Australia (WENDEL e CRONN,
2003).

As espécies que possuem 52 cromossomos sao consideradas
alotetraploides naturais, originados pela hibridizagdo interespecifica ocorrida no
Novo Mundo, provavelmente no México (LIU et al., 2001), entre espécies ancestrais
Africanas do genoma A e ancestrais Americanos do genoma D (CHEN et al., 2007).
Os parentes mais proximos dos provaveis progenitores do genoma A sédo G.
herbaceum (Al) G. arboreum (A2) e do genoma D, G. raimondii (D5). Acredita-se
que a poliploidizacdo tenha ocorrido entre um e dois milhdes de anos atras, no
Médio-Pleistoceno, seguindo a hipdtese da dispersdo trans-oceanica. Supbem-se
que uma espécie proveniente da Asia, parental de G. herbaceum ou G. arboreum,
seja o genitor feminino e o ancestral de G. raimondii o genitor masculino (Figura 1),
(PENNA, 1999; ADAMS e WENDEL, 2004). Analises citogenéticas tém revelado que
G. herbaceum (Al) e G. arboreum (A2) diferem por uma simples translocacdo, bem
como o genoma At (subgenoma A no tetraploide) difere do A, D e Dt (subgenoma D

no tetrapléide) por duas translocacgdes reciprocas (BADIGANNAVAR, 2010).

AD-genome allopolyploids, 5 species,
MNew world, 2347--2489 Mb/1C
G. barbadense (AD):
G. hirsutum (AD),

G. tomentosum (AD) G. darwinii (AD)5

G mustelinum (AD)y

[ N

D-genome diploids, 13 species, me diploids,
New world, 841~934 Mb/1C 2 » Affica,
— R 1667 -N746 Mb/1C
» e
e"‘- = g 5 = E —_—
g 8228z 888 2%(|2 %
= e ) @ = N N -
eSS 2 £5 % = B 5 E £ 5 BE E g F-genome diploid, 1 species,
= = = = = = pa e
S 3 32 555838 %1% § Aftica, 1311 Mb/1C
RS EEERNIEE N
e = [~} = =
ﬁ E %; P E ; = = "‘:'E_. :g ; ; B-genome diploid, 3 species,
= LT IT 7 I;J LT LIJ ) N 7 Africa, 1345~1359 Mb/1C
i | i |
\{ \|| f ,fx I', \ ,I'I E-genome diploid, +7 species,
{ )
f/ \, ! Africa-Arabia, 14961663 Mb/1C

C-genome diploid, 2 species,
Australia, 1951 -~2015Mb/1C
G-genome diploid, 3 species,
Australia, 1756~ 1834 Mb/1C

K-genome diploid, 12 species,
Anstralia, 2450~2778 Mb/1C

5-10 MYA

Figura 1. Filogenia e evolucdo de espécies do género Gossypium. Adaptado de Zhang et
al., (2008).
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A alopoliploidia em Gossypium conduziu ao estabelecimento de um subtipo
novo e bem sucedido, bem como a aparente conquista de novos nichos ecolégicos
em detrimento do ganho com a jun¢édo dos genomas. Apos a hibridizacdo, formou-se
0 grupo gendmico AD que gerou as cinco espécies tetrapléides existentes (AADD),
G. hirsutum L. (algodao herbaceo), G. barbadense L. (algoddo Pima e Sea Island),
G. tomentosum Nutt, G. darwinii e G. mustelinum Miers ex Watt (IQBAL et al., 2001),
originarias de centros diferentes. G. hirsutum tem como centro de origem a América
Central, G. barbadense o Norte do Peru e Sul do Equador, G. darwinii, nativa das
ilhas Galapagos, G. tomentosum Nutt de ilhas do Havai e G. mustelinum do
Nordeste do Brasil (STEPHENS, 1973; BRUBAKER et al., 1999).

Diferente da maioria das espécies dipldéides que compdem esse género, as
espécies alopolipldides silvestres ocorrem normalmente no litoral (BRUBAKER e
WENDEL, 1994), com excessao de G. mustelinum, que é encontrado préximo de
rios e lagos temporarios e areas nao litoraneas, embora haja relatos de ocorréncia
préoximas do litoral (BARROSO, 2010, comunicacao pessoal). Assim, dentre as cinco
espécies alopolipldides, duas séo restritas a proximidades litoraneas, endémicas de
ilhas (G. darwinii das llhas Galapagos e G. Tomentosum do Havai), outras duas (G.
barbadense e G. hirsutum) ocorrem em habitats litordneos do Golfo do México,
Noroeste da América do Sul e até nas longinquas llhas do Pacifico (ADAMS e
WENDEL, 2004). Dessas espécies, G. mustelinum, G. darwinii e G. tomentosum s&o
silvestres e apenas G. hirsutum e G. barbadense sdo cultivadas, mas, todas séo
sexualmente compativeis (FREIRE, 2002b).

Com base nas afinidades gendmicas entre as espécies de Gossypium,
Harland e De Wet (1971), classificaram o germoplasma desse género em trés
categorias: primario, secundario e terciario. Sendo que a categoria principal é a
primaria e inclui as espécies que podem facilmente ser cruzadas produzindo hibridos
férteis. Todas as espécies tetraplbides pertencem a este grupo, assim, pode
facilmente ser utilizado como recurso em programas de melhoramento de algodoeiro
herbaceo. Os cruzamentos do algoddo herbaceo com as espécies incluidas nas
categorias secundaria e terciaria, normalmente geram hibridos de baixa fertilidade. O
cruzamento de ragas de G. hirsutum com espécies silvestres tetraploides tém sido
utilizado para transferéncia de caracteristicas agrondmicas desejaveis, tais como

folhnas com nectarios suaves, genes de resisténcia a insetos, doencgas causadas por
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bactérias, resisténcia a ferrugem, murcha do Fusarium e ao bicudo (WENDEL et al.,
1994; ZENG et al., 2007).

2.2A cultura do algodao

Atualmente quatro espécies possuem seus produtos comercializados, sendo
duas alotetraploides provenientes do Novo Mundo (G. hirsutum L. e G. barbadense
L.), usadas predominante na producdo mundial do algodao para a fibra e produtos
de sementes e, duas diploides provenientes do Velho Mundo (G. herbaceum L. e G.
arboreum L. (IQBAL et al., 2001), com maior producéo na Asia.

Das quatro espécies de algodao cultivadas, G. hirsutum produz mais de 90%
do algoddao mundial, G. barbadense contribui com 8% e G. herbaceum e G.
arboreum produzem juntos, 2% de todo algoddo (ZHANG et al., 2008), destinados
em sua maioria, para refinamento de produtos secundarios. Os quatro maiores
produtores sdo China, India, Estados Unidos e Paquistdo, contabilizando
aproximadamente 72% da producdo de algoddo mundial (BADIGANNAVAR, 2010;
CHAUDHARY et al., 2010; COTTON INCORPORATED, 2010).

Os produtos derivados do algoddo comercializados mundialmente sé&o
diversos, incluem fibras e sementes com grande variedade de uso. A fibra, além de
sustentar a industria téxtil, também é matéria prima para o fornecimento de
suprimentos médicos. Ja as sementes, segundo Nascimento (2007), sdo usadas
para extracdo de Oleo, além de servir também como matéria prima na
industrializacdo de alguns produtos como: cosmeéticos, itens farmacéuticos,
producdo de biodiesel, além de grande aceitacdo comercial, como Oleo refinado
alimenticio, margarinas e racdo animal (MCCARTY JR. e JENKINS, 2001,
FRELICHOWSKI JR et al., 2006; ZHANG et al, 2008).

A producdo de algoddo no Brasil é proveniente apenas de cultivares da
espécie G. hirsutum, sendo que a cultura algodoeira apresenta algumas limitaces
para producgéo no Brasil, especialmente os altos precos dos insumos e a queda das
cotacdes da pluma. Aléem de ser mais dispendiosa que outras grandes culturas, a
cotonicultura brasileira enfrenta a concorréncia de produtos manufaturados (fios e
tecidos) provenientes da Asia (CARVALHO, 2009). No entanto, nos Ultimos 15 anos
o algodao tornou-se uma das grandes forcas do agronegocio brasileiro (HOLTZ,
2008).
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A partir de 2001 as exportagdes brasileiras ganharam nova dimensdo no
comeércio internacional, com aumento de mais de 300% nas exportacées (ABRAPA,
2010), sendo que os principais produtores sao os Estados de Mato Grosso e Babhia,
responsaveis por aproximadamente 82% da producédo nacional (RIGON et al., 2008).
Toda essa producdo colocou o Brasil na quarta colocacdo no cenério mundial de
exportacao até a safra 2009/2010 (DESENBAHIA, 2009).

Segundo a Cotton Incorporated (2010), nos ultimos anos o Brasil passou de
importador para exportador e atualmente consome 3,6% da producdo mundial,
representando o 5° lugar no ranking dos paises que mais produzem algodao, o que
corresponde a 6,4% da producao mundial (DESENBAHIA, 2009).

2.3Distribuicéo e diversidade do género Gossypium no Brasil

O Brasil é um dos detentores da maior variabilidade existente em
algodoeiros tetraploides e, o conhecimento a respeito desta variabilidade € pequeno,
e, em boa parte, desatualizado, com o agravante de que estudos apontam que tal
variabilidade esta sendo paulatinamente depauperada devido a fatores agricolas,
socioculturais, econémicos e ambientais (VILARINHO, 2006).

Das trés espécies encontradas no Brasil, Gossypium hirsutum esta
representado por duas ragas exoéticas, G. hirsutum raca latifolium Hutch e G.
hirsutum r. marie galante. A primeira € denominada algodoeiro herbaceo, nativa do
México e introduzida via Estados Unidos, amplamente cultivada no Brasil, sendo
responsavel por mais de 90% da producdo de algoddao mundial (WENDEL e
CRONN, 2003). A segunda raca é conhecida como algodoeiro moco e € encontrada
apenas no semi-arido da regido Nordeste do pais, na forma de variedades
cultivadas, populacdes ferais e de fundo de quintais (PERCY et al., 2006). Originaria
das Antilhas e trazida para o Brasil provavelmente por holandeses ou africanos,
durante o periodo colonial, foi cultivada no semi-arido do Nordeste até a década de
80 (BARROSO et al., 2005).

A espécie G. barbadense possui duas ragas botanicas, a barbadense e a
brasiliense, sendo que os centros de domesticacdo sédo o Norte do Peru e Sul do
Equador (BRUBAKER et al, 1999) e foi introduzida no Brasil por povos pré-
colombianos. Seu uso como planta téxtil se difundiu entre os colonizadores, mas,

entrou em decadéncia com a disseminacdo das duas racas de G. hirsutum, que
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além de ndo ser encontrada em ambientes naturais, € mantida, basicamente, como
planta de fundo de quintal. Sua distribuicdo € ampla, presente em praticamente todo
o territorio brasileiro. Sua conservacao in situ € muito importante, pois, embora néo
seja nativa do pais, o Brasil é considerado um importante centro de diversidade da
espécie (BARROSO et al., 2006; ALMEIDA, 2007). Contudo essa conservacao esta
diretamente relacionada a manutencéo das tradicbes de sua utilizacdo como planta
medicinal.

A Unica espécie nativa do Brasil € G. mustelinum, que apresenta distribuicdo
restrita ao Semi-arido Nordestino na forma de populagbes silvestres, disposta ao
longo das margens rios e lagos temporarios (BARROSO et al., 2007; FREITAS et al.,
2008). O principal problema para a manutencéo in situ de G. mustelinum é a prética
da pecuaria extensiva, particularmente de caprinos. Os animais se alimentam de
brotos, folhas, frutos, sementes e da casca do caule, prejudicando o
desenvolvimento e, em alguns casos, provocando a morte das plantas adultas. Além
disso, a renovacgéo das populacdes também é comprometida, uma vez que o pastejo
em individuos jovens ocasiona sua completa destruicdo (BARROSO et al., 2005).

O conhecimento relacionado a diversidade genética das espécies pode
proporcionar vantagens aos programas de melhoramento, pois a introducdo de
variabilidade pode reduzir a vulnerabilidade a pragas e doencas. Além da grande
variabilidade, as espécies de algodoeiro encontradas no Brasil apresentam simpatria
e podem trocar material genético entre si gerando descendentes férteis, favorecendo
com isso a ampliacdo da heterogeneidade e o surgimento de novas combinacdes
alélicas. Muitas variedades de algodoeiro tém sido desenvolvidas a partir desses
materiais, entretanto, o ganho de produtividade limitada tem levado ao uso mais
extensivo de germoplasma até entdo néao utilizado.

Apesar dos métodos de melhoramento terem aumentado a eficiéncia na
transferéncia alélica de diferentes gendétipos para o genoma dos algodoeiros
melhorados, as fontes de germoplasma ainda sao pouco utilizadas (VAN
ESBROECK e BOWMAN, 1998).

O desenvolvimento de cultivares visa atender as demandas da cadeia
produtiva das culturas. Segundo Rigon et al. (2008), uma importante base da
cotonicultura brasileira é a pesquisa, pois o conhecimento, traduzido em tecnologias,

impulsionam a lavoura e toda a cadeia produtiva. Para que continue havendo
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ganhos de produtividade, é essencial introduzir novos alelos em sucessivos ciclos de
recombinacdo. Dessa maneira, a exploracdo de espécies silvestres tetrapldides de
algoddo, como G. tomentosum, G. darwinii e G. mustelinum, podem constituir
importante fonte de alelos associados a diversas caracteristicas de interesse
agronbmico, como resisténcia a doencas flungicas, bacterianas e Vvir6ticas,
caracteristicas especiais de fibra e caracteristicas morfologicas que conferem
resisténcia a condi¢cdes adversas de clima e solo (HASENKAMPF e MENZEL, 1980;
GIL, 1996; JIANG et al., 1998; SARANGA et al., 2001).

2.4Gossypium mustelinum Miers ex Watt

De acordo com Freire (2002a), Barroso et al. (2005) e Liu (2006), G.
mustelinum é a uUnica espécie do género Gossypium nativa do Brasil. Os primeiros
relatos sdo de Watt em 1907, que a descreveu como uma especie silvestre a partir
das caracteristicas do material coletado por Gardner em 1838 no Estado do Cear4,
préximo ao municipio do Crato (PICKERGILL et al., 1975). Posteriormente,
pesquisadores em expedi¢cdo pelo Nordeste, localizaram exemplares de algodoeiros
silvestres na Serra da Formiga, municipio de Caic6 — Rio Grande do Norte, que
apresentavam capulhos pequenos e conicos, bem espacados, sementes pequenas
com linter curto e fibras escassas na cor marrom, caracteristicas que o distanciavam
bastante dos algodoeiros cultivados, logo, concluiram que se tratava de uma espécie
morfologicamente diferente de G. hirsutum e G. barbadense e primariamente a
denominaram de G. caicoense (ARANHA et al., 1969).

No entanto, Pickergill et al. (1975) apontam que essa espécie, poderia ser a
mesma anteriormente catalogada por George Gardner em 1838 no Ceard, por
Green em 1916 e Pearse em 1921, ambos no Vale do Serid6 - Rio Grande do Norte.
Os exemplares coletados apresentavam caracteristicas morfolégicas muito similares
guanto ao tamanho de folhas, pilosidade acentuada nos caules e folhas, tamanho de
capsula, capulho e sementes, cor e estrutura de fibra (marrom e curta), cor e
tamanho de flor e semelhanca nas estruturas reprodutivas (STEPHENS e PHILLIPS,
1972). ApOs novas coletas, estudos de comparacdao morfologica e analise de
bandeamento cromossdmico, realizados por Valicek (1977) e Fryxell (1984),
apontaram que os exemplares de G. mustelinum e G. caicoense, foram identificados

como mesma espécie, sendo entdo, classificados como Gossypium mustelinum
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Miers ex Watt (FREIRE et al., 1998).

Por apresentar fibra pouco evoluida quanto as caracteristicas téxteis
(NEVES et al., 1965), G. mustelinum foi a espécie alotetrapldide menos conhecida
do género (WENDEL et al., 1994). Por ndo ter sido avaliada quanto a caracteristicas
de interesse agronomico, nunca foi melhorada ou explorada comercialmente
(FREIRE et al., 2003). No entanto, muitos trabalhos estdo sendo desenvolvidos com
essa espeécie, e atualmente, foi identificado grandes quantidades de terpendides e
aldeidos, que conferem resisténcia a insetos (BADIGANNAVAR, 2010), além de
possivel resisténcia a variacbes térmicas, que pode ser utilizada futuramente nas
cultivares (HAZENKAMPF e WENZEL, 1980; SANTOS, 1985; LIU, 2006).

Em analises de conglomerados e analises de componentes principais entre
os tipos de algodoeiros encontrados no Brasil, G. mustelinum apresentou-se isolado
em relacdo aos demais algodoeiros, mesmo levando em conta variagdes na raca
mocd com aparéncia fenotipica semelhante a espécie estudada (FREIRE et al.,
1998; FREIRE, 2002a). Dentre os tipos silvestres encontradas no Brasil, G.
mustelinum é a Unica de origem distinta, além de ser considerada a mais primitiva na
escala evolutiva (FREIRE et al., 1998) e diferenciar-se dos demais algodoeiros
tetrapldides por apresentar habitat preferencial ao longo das margens de rios e lagos
temporarios (BARROSO et al., 2007).

A espécie G. mustelinum diverge consideravelmente quando observada pela
posicdo filogenética, em que ha formacdo de dois ramos, um que conduz ao G.
mustelinum e outro aos demais tetrapléides (Figura 1), de maneira que estes formam
dois grupos irméos, um constituido por G. hirsutum e G. tomentosum e o outro por
G. barbadense e G. darwinii (LIU et al., 2001; WENDEL e CRONN, 2003). Por serem
espécies sexualmente compativeis, a introgressao genética de materiais silvestres
para cultivados torna-se perfeitamente possivel, especialmente porque ha relatos de
hibridos férteis e potencialmente viaveis de G. hirsutum x G. mustelinum (FREIRE et
al., 2002a).

Porém, o fluxo génico interespecifico ndo parece ser um risco para a
adequada conservacao das populacdes. Este fato deve-se a maioria das populagcdes
estarem muito afastadas de outros tipos de algodoeiro, em distancias maiores do
gue os insetos polinizadores sédo capazes de transpor (ALVES, 2009). Quanto a

preservacao in situ a simpatria ndo € desejada, pois o fluxo génico, quando intenso
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pode causar danos, como descaracterizacdo da espécie e perda da variabilidade
presente nas espécies silvestres e variedades crioulas, ou ainda resultar em
alteracdo da adaptabilidade dos hibridos e seus descendentes, devido a
introgresséao de transgenes (ANDOW et al., 2006).

Freire (2002b) destaca que cruzamentos controlados em casa de vegetacéo,
entre algodao transgénico (Monsanto BG e RR) e os tipos encontrados no Brasil,
nao foi observado nenhuma alteracdo morfolégica em cruzamentos com variedades
comerciais, pois sdo oriundas da mesma espécie (G. hirsutum). Ja os cruzamentos
com tipos asselvajados como G. barbadense r. brasiliense (rim-de-boi) e silvestre
como G. mustelinum, proporcionou a ocorréncia de 1,2% a 4,6% de mutantes na
geracdo F», incluindo os deletérios do tipo corky, resultantes, provavelmente, de
cruzamentos entre espécies diferentes.

Mesmo apresentando fecundag¢do cruzada com outros algodoeiros, G.
mustelinum apresenta alta endogamia. Nos primeiros estudos realizados com
populacbes de G. mustelinum (BARROSO et al, 2010), a endogamia
intrapopulacional foi muito elevada, sendo a autofecundagéo, o tipo preferencial de
propagacgéo, por isso, constatou-se baixa heterozigosidade e consequentemente,
baixa diversidade, apesar de verificar significativo nimero de alelos exclusivos e
consideravel diversidade entre as populacdes (BARROSO et al., 2010).

Apesar do primeiro sitio em que houve a descricdo da espécie ter sido no
municipio do Crato — CE, nenhum outro material semelhante foi encontrado na
regido pelas expedicdes realizadas por Neves et al. (1965), Freire et al. (1990) e
Vidal Neto et al. (2005). Estes autores relatam que a devastacdo e a exploracéo
agricola da regiao (Cariri cearense) ndo possibilitaram a preservacao desta espécie
de algodédo. Para as populacbes de G. mustelinum, esta reducdo de variabilidade,
considerada erosdo genética, consiste na perda de alelos ou combinacdes alélicas
gue possuem potencial para a agricultura.

A introducdo de espécies exoticas no habitat, devido a implementacdo de
campos de pastagens e avangos no setor agropecuario (criacdo de caprinos e
bovinos), presenca de roedores e o0 grande avanco agrotecnolégico, como
construcdo de rodovias e outras agbes antrépicas, sdo algumas das causas que
dificultam a renovagdo e preservagao in situ de G. mustelinum. Esse fator pode

provocar a reducdo dos nichos ocupados pela espécie, além de reduzir a
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variabilidade existente (BARROSO et al., 2005).

2.5Conservacao da diversidade genética

Segundo HUBNER, et al. (2008), a América Latina é a regiio com a maior
diversidade biolégica e com o maior nimero de espécies endémicas do planeta,
sendo o Brasil o quarto na lista dos paises com o maior niumero de espécies. No
entanto, atividades humanas e alteracGes climaticas tém provocado a degradacao
progressiva e a fragmentacao do habitat, com consequente reducdo da diversidade
genética. Segundo Azevedo (2007), a preocupagdo com as consequéncias da
degradacédo dos ecossistemas vem sendo objeto de discussao e estudos nos ultimos
anos. Zhang et al. (2010), acreditam que cerca de 2/3 das plantas vasculares
poderdo desaparecer até o final do século, caso nenhuma acdo efetiva seja
realizada.

A perda da diversidade dentro das espécies esta frequentemente associada
com a reducdo da adaptabilidade (ZHANG et al., 2010), pois a diversidade genética
€ uma condicdo fundamental para que ocorra evolugdo. Assim, a selecdo natural
atua entre as variantes que ocorrem dentro das populacées em fungédo da adaptacao
ao ambiente, convergindo para a variacdo entre populacées e, finalmente, para
variacdo entre espécies (TORGGLER et al., 1995). Logo, a vulnerabilidade de
ecossistemas a mudancgas bruscas, causadas, sobretudo, pela aceleracdo da
modernizacao na agricultura, especialmente apés a metade do século passado, tem
por consequéncia a reducdo do tamanho de popula¢des naturais ou mesmo o seu
desaparecimento (ZUCCHI, 2002).

O interesse acerca do estudo e da preservacdo da biodiversidade tem
aumentado principalmente, devido a necessidade de novas fontes de variabilidade
genética (BARROSO et al., 2007). Esse entendimento é a base para a aplicacdo das
técnicas de manejo, além de contribuir para o estabelecimento da conservacédo in
situ de populagdes naturais. A conservacéo é de fundamental importancia, devido ao
grande potencial que espécies ainda ndo exploradas apresentam (ALVES, 2009).
Além disso, a substituicdo das espécies silvestres por variedades que apresentam
caracteristicas adaptativas mais favoraveis as condi¢des ambientais pode conduzir a
perda de biodiversidade das populacdes silvestres, antes mesmo que 0 seu
potencial seja conhecido (ALVES et al., 2008b).
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A conservacao in situ permite que as espécies continuem com seu processo
evolutivo natural, representando, assim, a forma mais eficaz de conservacgao.
Entretanto, segundo Ulloa et al. (2006) esse tipo de conservacdo € ameacado pelo
crescimento da populacdo humana, modernizacdo da agricultura e urbanizacdo. A
conservagcao ex situ, € mais utilizada onde condicbes adequadas sdo fornecidas
para a manutencdo da composicao genética do material coletado, que pode ser em
forma de podlen, sementes, tecidos, entre outros, estando, dessa forma, menos
favoravel a acdo de forcas seletivas. Geralmente essas cole¢bes sdo denominadas
bancos de germoplasma, que segundo Ramalho et al. (2008) armazenam diferentes
alelos que caracterizam a existéncia de diversidade genética.

E importante considerar que a metade de todos 0s acessos conservados ex
situ sdo plantas cultivadas ou linhagens melhoradas, enquanto que apenas 1/3 sao
plantas nativas e 15% sao plantas silvestres, incluindo aquelas relacionadas as
plantas cultivadas. Muitas plantas nativas e plantas silvestres, relacionadas as
plantas cultivadas, oriundas de seus respectivos centros de origem nao Ssao
adequadamente representadas nos bancos de germoplasma (FALEIRO, 2010). Uma
vez disponivel o germoplasma, torna-se necessario o desenvolvimento de
procedimentos para a caracterizacdo e avaliagdo do mesmo, visando definicdo de
estratégias que permitam sua adequada utilizacdo e conservacao.

Segundo Barroso et al. (2007) a variabilidade é utilizada para suprir
caréncias de genes ausentes dentro do conjunto génico adaptado e que controlam
caracteristicas de heranca simples com elevada importancia agronémica, como por
exemplo, a resisténcia a algumas doencas, ou para ampliar a base genética da
cultura.

No caso de G. mustelinum, por se tratar de uma espécie silvestre e,
portanto, apresentar caracteristicas indesejaveis agronomicamente, o uso de sua
variabilidade nos programas de melhoramento n&o pode ser direto. E necessério a
realizacdo do pré-melhoramento (SILVA et al., 2008), que pode ser mais eficiente e
rapido caso sejam conhecidas as potencialidades de combinagcdo dos acessos a
serem cruzados com genotipos adaptados de algodoeiro herbaceo, bem como as
correlagbes existentes, de modo que apenas os alelos de interesse sejam
introgredidos, eliminando durante o processo caracteristicas indesejaveis presentes

em G. mustelinum, como ciclo excessivamente longo, porte alto e baixa qualidade
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de fibra. Para conhecer essa variabilidade o uso de ferramentas biotecnologicas,

como marcadores genéticos, auxilia e possibilita resultados com maior precisao.

2.6 Utilizacdo de marcadores genéticos no estudo de plantas

Os primeiros marcadores genéticos foram os derivados de caracteristicas
fenotipicas, os quais sao controlados por genes dominantes que permite apenas a
identificacdo de homozigotos. Por apresentar um numero baixo de marcadores
fenotipicos, a utlizacdo € limitada, o que dificulta a estimativa de diversos
parametros importantes para o estudo de populacdes naturais (ALMEIDA, 2007),
gue além de serem influenciados pelo ambiente, apresentam reducdo na robustez
dos dados.

Segundo Fromentini et al. (2009), os marcadores genéticos classificam-se
em dois grandes grupos: os baseados no polimorfismo de DNA e no polimorfismo de
outras biomoléculas, esses ultimos sdo os marcadores bioquimicos, utilizados em
analises genéticas e no melhoramento vegetal, os quais se baseiam em isoenzimas
ou aloenzimas (FREITAS e BERED, 2003), que sao formas diferentes de uma
enzima gue ocorrem no mesmo organismo, com afinidade por um mesmo substrato
(funcdes idénticas ou similares) controlado por um ou varios genes situados no
mesmo loco ou em locos diferentes, respectivamente (GONCALVES et al., 2010).
Os marcadores aloenziméaticos complementam os métodos tradicionalmente
empregados no melhoramento, no manejo e conservacao de espécies (ALFENAS et
al., 1998).

A eletroforese de isoenzimas surgiu na década de 60 como uma nova fonte
de marcadores genéticos capazes de identificar individuos homozigotos e
heterozigotos (KANTARTZI et al., 2009). Até entdo, a genética se valia em suas
investigagbes de um numero limitado de caracteres morfolégicos de heranga
mendeliana. No entanto, o nivel de polimorfismo dos marcadores isoenzimaticos é
baixo para vérias espécies, isso levou a substituicdo gradualmente dos marcadores
bioguimicos (ALMEIDA, 2007).

O desenvolvimento de marcadores moleculares impulsionou a pesquisa
genética, propiciando a detec¢do de polimorfismo de DNA. Marcador molecular pode
entdo ser definido como qualquer fenétipo molecular derivado de um polimorfismo

especifico na sequéncia de DNA, conhecido ou anénimo, que pode corresponder ou
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ndo a um gene expresso (GRATTAPAGLIA, 2001). Por ser considerado um
marcador neutro, a expressdo € menos influenciada pelo ambiente e pode ser
identificada por ensaios laboratoriais de forma direta, através da sequéncia de
nucleotideos, ou indireta no caso das isoenzimas (BERTINI et al., 2006).

A caracterizacdo de germoplasma usando técnicas moleculares tem
importancia significativa no manejo e utilizacdo dos recursos genéticos vegetais,
além de auxiliar no melhoramento de plantas (KHAN et al., 2009). S&o também
relevantes na avaliacdo da biodiversidade, reconstrucéo das relacdes filogenéticas e
na melhor compreensdo da estrutura e evolugdo das plantas. O grupo de
marcadores que se baseiam no polimorfismo de DNA, dependendo do método
utilizado, pode ser detectado por PCR ou por outras técnicas, como por exemplo,
hibridizagao, observado no marcador RFLP (FROMENTINI et al., 2009)

Preetha e Raveendren (2008) apontam cinco propriedades que distinguem
os marcadores moleculares com superioridade aos morfolégicos. As propriedades
sdo: (1) o gendtipo pode ser determinado por toda a planta, tecido e/ou a nivel
celular, (2) ocorréncia de grande numero relativo de alelos existentes naturalmente
em muitos locos, (3) neutralidade fenotipica, ou seja, efeitos deletérios ndo estédo
associados usualmente com diferentes alelos, (4) os alelos de muitos locos séo
codominantes, assim todos 0s genaétipos possiveis podem ser distinguiveis e (5)
poucos efeitos epistaticos e pleiotrdpicos sao observados.

A utilizacdo dos marcadores de DNA, baseados em PCR (reacdo de
polimerase em cadeia) desenvolvido por Kary Mullis em 1983 (SAIKI et al., 1988),
oferece diversos subsidios que auxiliam nos procedimentos de andlise de
diversidade genética (RANA et al., 2005; BERTINI et al., 2006; LACAPE et al., 2007,
RIBEIRO, 2008), estrutura de populacbes (ZUCCHI, 2002; WESTENGEN et al.,
2005; AZEVEDO, 2007), manutencdo e enriquecimento de colecdes de
germoplasma (ULLOA et al., 2006; ALMEIDA, 2007), estudos de filogenia (KHAN et
al., 2000) e desenvolvimento de mapa genéticos (SHAPPLEY et. al., 1998; ZHANG
et. al., 2002; RONG et. al., 2004; GUO et al., 2008). Logo, marcadores de DNA séo
ferramentas poderosas e viaveis para analisar a variacdo genética dentro e entre
populacdes (ZHANG et al., 2010).

As caracterizagcdes que envolvem essas ferramentas biotecnologicas tém

promovido informacdes Uteis para a compreensdo da diversidade e estrutura



Diversidade e estrutura genética de populagées naturais de Gossypium mustelinum Miers ex Watt 29

CAVALCANTE, U. S.

genética dos varios conjuntos génicos dos algodoeiros encontrados em diferentes
regides geograficas. Essas informacdes sao incorporadas no manejo efetivo do
germoplasma de algodéo e em alguns programas de melhoramento para controle da
diversidade genética. Em geral, baixos niveis de diversidade genética s&o
encontrados nas cultivares modernas de algodao, as quais corroboram a hipotese
de estreitamento da base genética do germoplasma de algodao, utilizado nos
programas de melhoramento (BARROSO et al., 2007; KHAN et al., 2009).

Esforcos tém sido feito para caracterizar o germoplasma de algodao,
utilizando diversos tipos de marcadores moleculares desenvolvidos ao longo dos
anos, dentre os quais se destacam alguns, como, polimorfismo de fragmentos de
restricdo (RFLP - restriction fragment length polymorphism) (WENDEL e
BRUBAKER, 1993) (Tabela 1), desenvolvido na década de 70 (SOLLER e
BECKMANN, 1983). Esse tipo de marcador baseia-se na acdo de enzimas de
restricdo que reconhecem sequéncias de DNA especificas (GRODZICKER et al.,
1974). Os RFLP foram os marcadores moleculares com maior impacto
biotecnolégico na agricultura (FROMENTINI et al., 2009).

O surgimento da técnica de PCR em meados da década de 80 acelerou o
surgimento de novas classes de marcadores. A primeira delas foi o marcador RAPD
(Randomly Amplified Polymorphic DNA) (Tabela 1). Essa classe de marcadores
surge ainda na década de 80 (BOREM e SANTOS, 2004). Devido a sua simplicidade
e rapidez, esta técnica tornou-se uma ferramenta de elevado valor na identificacéo
de cultivares e em estudos de similaridade genética em plantas (NICESE et al.,
1998; WUNSCH e HORMAZA, 2002), uma vez que associa a vantagem de nao
utilizar sondas radioativas a possibilidade de amplificacdo de fragmentos do
genoma, sem necessidade do conhecimento prévio da sequéncia do mesmo
(FROMENTINI et al., 2009).

Outro marcador muito utilizado é o AFLP (Tabela 1), polimorfismo de
fragmentos amplificados (AFLP - amplified fragment length polymorphism) (IQBAL et
al.,, 2001) que baseia-se na amplificacdo seletiva de fragmentos de restricéo,
resultantes da digestdo do DNA gendmico total. Existem ainda os marcadores ISSR,
repeticdo entre sequéncias simples, (ISSR - Inter Simple Sequence Repeats)
(Tabela 1), que n&o requerem informacgbes prévias de sequéncias de DNA da

espécie-alvo, produzem fragmentos com grande reprodutibilidade, quando
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comparados a outros marcadores com base em PCR n&o-especifico como RAPD
(SOUZA et al., 2008).

Tabela 1. Caracteristicas dos diversos marcadores moleculares (adaptado de TIKADER et
al., 2009).

CARACTERISTICAS RFLP RAPD AFLP ISSR SSR SNP
Quantidade de DNA (ug) >10 0.02 <10 0.02 <10 <10
Pureza do DNA Alta Alta Moderada  Moderada Moderada Alta
Técnica usada Hibridizacéo PCR PCR PCR PCR PCR
Informag&o gendmica prévia Precisa Nao Nao Nao Precisa Precisa
Reprodutibilidade Alta Baixa Alta Alta Alta Alta
Custo para desenvolver Alto Alto Moderado Alto Alto Alto
Acessibilidade de automacéo Baixa Moderado  Moderado  Moderado Alto Alto

Natureza dos marcadores Co-dominante Dominante Dominante Dominante Co-dominante Co-dominante

Custo por anélise Alto Baixo Moderado Baixo Baixo Baixo

Dentre a classe de marcadores, o polimorfismo de nucleotideos simples
(SNP - Single Nucleotide Polymorphism) (Tabela 1) (KHAN et al., 2009) destaca-se
pela pequena mudanca, ou variagédo, que pode ocorrer numa sequéncia de DNA em
uma porgao significativa (mais de 1%) de uma populacdo. Os SNPs tém se tornado
os marcadores de preferéncia pela sua grande abundancia e pelo desenvolvimento
de tecnologias de genotipagem em larga escala. Porém, o marcador molecular mais
utilizado para estudo de diversidade, sdo os microssatélites ou simples sequéncias
repetidas (SSR - Simple Sequence Repeat) (LIU et al., 2000; REDDY et al., 2001;
LACAPE et al., 2007; ZHANG et al., 2007) (Tabela 1).

2.6.1 Simple Sequence Repeat (SSR)

Os microssatélites (SSR) ou Short Tandem Repeats (STR), sdo matrizes de
nucleotideos abundantes, constituidas pela repeti¢édo ininterrupta de 1-6 pb em um
anico padrao de nucleotideos (FRELICHOWSKI JR et al., 2006; ZHU et al., 2009),
amplamente distribuidos no genoma, hipervariaveis, codominantes e multialélicos,

reconheciveis como matrizes em tandem, além de serem empregados na maioria
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dos genomas de organismos eucarioticos de diferentes culturas (ZHANG et al.,
2007). O isolamento e a clonagem de microssatélites em plantas ocorreram, pela
primeira vez, em espécies de arvores tropicais (VIEGAS, 2009).

As primeiras pesquisas utilizando microssatélites foram realizadas em
meados da década de 80. Desde entdo, os métodos de isolamento de locos
microssatélites tém sido aperfeicoados e varios protocolos publicados. Os
microssatélites tornaram-se durante a ultima década ferramentas moleculares
proeminentes, pela sua extrema versatilidade.

Os microssatélites de plantas sao cerca de cinco vezes menos abundantes
gue os SSR de humanos, onde ocorre um microssatélite (maior que 20 pb) a cada 6
kb. Nas monocotiledéneas, é esperado um microssatélite a cada 65 kb enquanto nas
dicotiledéneas, um SSR ocorre a cada 21 kb. J& em milho estima-se que ocorra um
microssatélite a cada 58 kb (LAGERCRANTZ et al., 1993; WANG et al., 1994). O
dinucleotideo AT/TA € o mais comum, seguido de AA/TT e GA/CT. Dentre os
trinucleotideos, existe uma variacdo entre os trabalhos, sendo o TAT/ATA, na
maioria deles, o mais abundante. Em algodoeiros, Lacape et al. (2006) encontraram
microssatélites com a presenca da repeticdo GA com mais alelos do que a repeticdo
CA. Em trigo, Thuillet et al. (2004) mostraram que microssatélites CA tem
significativamente mais alelos que o microssatélite GA.

Varios modelos de dindmica evolucionaria dos microssatélites foram
propostos, sendo que a maioria deriva do modelo de mutacdo definido como
stepwise, que ocorre por slippage ou “escorregamento” (AZEVEDO, 2007). Devido a
sua alta mutabilidade, os microssatélites revelam detalhes importantes na evolucéo
do genoma, criando e mantendo variacbes genéticas (TOTH et al., 2000). Esses
marcadores apresentam varias vantagens sobre os morfologicos, dentre elas,
destaca-se o polimorfismo, a independéncia entre os efeitos ambientais e o estadio
fisiolégico da planta. Todas as caracteristicas pertinentes aos marcadores SSR,
além de se basearem em PCR, os tornam consideravelmente Gteis em estudos de
diversidade genética (REDDY et al., 2001) e caracterizacéo de popula¢gdes naturais
de plantas (COLLEVATTI et al., 1999; LEMES et al., 2002), através de estudos da
genética de populagdes, fluxo génico e analise de paternidade.

Cada loco microssatélite € analisado individualmente, sendo obtido pela

utilizacdo de um par de iniciadores especificos (com vinte a trinta pares de bases)
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complementares as sequéncias Unicas que flanqueiam e, portanto, definem o
microssatélite. Estas sequéncias sdo conservadas, permitindo que primers
especificos a elas sejam sintetizados e utilizados para amplificar especificamente
esta regiao (HARDY et al., 2003).

As reacdes de amplificagcdo podem ser iniciadas com pequenas quantidades
de DNA e os produtos da amplificacdo sdo visualizados em géis de agarose ou
poliacrilamida através de nitrato de prata ou brometo de etideo (ALVES, 2009). Géis
de poliacrilamida desnaturante permitem separacdo de fragmentos que diferem em
apenas um par de bases, enquanto géis de agarose apresentam um limite de
resolucdo acima de quatro pares de bases. A resolucdo dos géis de poliacrilamida
leva a deteccdo de um numero maior de alelos por loco, o que é essencial na
andlise de polimorfismos de microssatélites de repeticdes dinucleotidicas (BOREM e
SANTOS, 2004).

O maior objetivo da ICGI - Iniciativa Internacional de Genoma do Algodé&o
(International Cotton Genome Initiative) (http://icgi.tamu.edu) tem sido facilitar o
desenvolvimento e distribuicdo de marcadores de DNA (BRUBAKER et al., 2000).

Estdo disponiveis bases de dados de algodado, com informacdes de sequéncias de
SSR, sequéncias de primers, motivo de repeticdo, dentre outras descritas no
CottonDB (http://cottondb.org/ ) e CMD (http://cottonmarker.org) (BLENDA et al.,
2006) e atualmente, de acordo com o CMD, estéo disponiveis 16.162 primers SSR
avaliados e publicados (CMD, 2011).

A grande limitacdo dessa técnica esta na execucdo, pois envolve um
processo demorado, trabalhoso e com alto custo, devido a necessidade de
construcdo de bibliotecas gendmicas e screening de milhares de clones com sondas
apropriadas (KOLLIKER et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2008). Atualmente, a
hibridizacdo seletiva com sondas repetitivas tem proporcionado melhores resultados
no isolamento de microssatélites (ZANE et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2005).

No caso do algodao, microssatélites possibilitam acelerar os trabalhos de
mapeamento do genoma (PREETHA e RAVEEDREN, 2008). Utilizando a técnica de
marcadores moleculares do tipo SSR, Pang et al. (2006), através da identificacdo de
variedades agricolas e identificagdo de elementos genéticos exoéticos em hibridos

interespecificos, realizaram avaliagdo de hibridacdo para altos valores de
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germoplasma especificos e para ampliar a aplicacdo efetiva desses hibridos no

melhoramento genético.

2.6.2 Sistemas semi-automatizados de genotipagem utilizando SSRs

O uso de microssatélites nos estudos populacionais, a partir da genotipagem
de muitos individuos, evoluiu para andlises semi-automatizadas, que utilizam
sistema multiplex e possibilitam a redugcéo da marcacéo fluorescente, sem perder a
qualidade e precisdo da genotipagem, com alto potencial de repetibilidade entre
laboratérios. Esse sistema baseia-se na técnica de PCR, em gque 0s microssatélites
apresentam um dos iniciadores marcado com fluorocromo (6-FAM, NED ou HEX).

O uso de marcadores microssatélites em estudos populacionais evoluiu
consideravelmente apds o desenvolvimento desse sistema, em que os alelos podem
ser visualizados no gel como bandas, como por exemplo, em sequenciador ABI 377,
ou ser representados por picos em eletroferogramas, que buscam a informacao de
sistemas multiplex, escolhendo locos cujas amplitudes no comprimento dos alelos
nao se sobreponham (AZEVEDO, 2007).

Sistemas autométicos de capilares de eletroforese separam o DNA por
tamanho, através da aplicacdo de uma corrente elétrica, para deteccao de alelos por
fluorescéncia, obtidos pela utilizacdo de primers marcados. Esta técnica permite a
analise simultinea entre 1 e 96 amostras de DNA em capilares separados
dependendo do instrumento usado (KOUMI et al., 2004). Embora sejam utilizados
principalmente para analises de sequenciamento, sistemas de eletroforese capilar
sdo usados amplamente para genotipagem (FLORES et al., 2005).

Os rapidos avancos na area da biologia molecular tém fornecido uma série
de novos métodos para estudos genéticos de populagBes naturais. Assim, a
caracterizacdo da variabilidade entre e dentro das popula¢gbes naturais dessa
espécie pode trazer subsidios para a implantacdo de estratégias de conservacao e

de programas de melhoramento genético (SILVEIRA et al., 2009).

2.7 Diversidade e estrutura genética de populacdes
A diversidade genética é o componente fundamental para evolugdo dos

seres vivos (ZHANG et al., 2010). Além de ser o meio pelo qual as espécies se
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mantém ao longo do tempo permitindo adaptacbes em decorréncia das mudangas
ambientais (ANGRIZANI, 2008).

A diversidade genética é a base para o melhoramento genético. Ao estudar
as relacdes genéticas entre os individuos de uma ou vérias populacdes em diversas
regibes ecologicas, € possivel ndo apenas estabelecer uma base tedrica para a
conservacao do germoplasma do algodao, mas também orientar e melhorar certas
caracteristicas, tais como precocidade, resisténcia ao estresse e doencas
(KANTARTZI et al., 2006). Dados de diversidade e estrutura genética populacional
sdo considerados essenciais na formulacdo de projetos de manejo de populagbes
naturais de espécies ecologicamente importantes.

Vérias tecnologias tém sido utilizadas para estudar a diversidade genética e
as relacdes sistematicas das espécies do género Gossypium (WENDELL et al.,
1992; ABDALLA et al., 2001) e estes estudos tém demonstrado que existe um baixo
nivel de polimorfismo, principalmente, dentro de cultivares de G. hirsutum. De acordo
com Kantartzi et al. (2006), a transferéncia de genes desejaveis através da
introgressdo de germoplasma de outras espécies de Gossypium podera
desempenhar papel importante no aumento da variabilidade genética do algodao.

De acordo com Angrizani (2008), outro fator que influencia negativamente na
variabilidade é a fragmentacdo de habitats, que pode levar a um desequilibrio e
perda da variabilidade genética em popula¢des naturais por meio de deriva genética
via “bottlenecks” e restricdo ao fluxo génico. Dessa forma, ocorre um maior
isolamento e aumento da divergéncia genética entre as populacées. Outro fator de
grande importancia € o sistema de reproducdo, o qual determina o modo de
transmissdo dos genes de uma geracdo para outra, que pode ser por
autofecundacéo, fecundacao cruzada ou sistema misto.

Andlises de genética populacional podem fornecer dados sobre varios
parametros evolutivos importantes, incluindo os niveis de variacdo genética, a
participagcdo dessa variabilidade dentro e entre populagbes, niveis gerais de
endogamia, autopolinizagdo versus cruzamento, os tamanhos e dindmica das
populacoes.

Em populagbes naturais, a distribuicdo da diversidade genética €
influenciada pelo modo de reproducgdo, distribuicdo geografica, fluxo génico e

estruturacdo no tempo e no espaco (WADT, 2001), além de sofrer forte influéncia da
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gestao dos agricultores locais, que também interferem na distribuicdo e reducéo de
diversidade (PUSADEE et al., 2009). Além disso, a diversidade genética de
materiais silvestres ndo apresenta uso imediato, por isso ndo possuem valor
comercial & curto prazo. Para conservagao e uso eficiente desses germoplasmas em
pesquisas, € essencial conhecer como estd estruturada a diversidade genética
dessas populacdes por meio das estimativas de diversidade génica e genotipica
(GONCALVES et al., 2010). A diversidade génica refere-se ao niumero e frequéncia
de alelos em um loco individual na populagcdo. Enquanto que a diversidade
genotipica corresponde ao numero de individuos geneticamente distintos na
populacao (MAIA, 2009).

A Lei do equilibrio de Hardy-Weinberg afirma que, na ocorréncia de
cruzamentos ao acaso e na auséncia de fatores evolutivos como sele¢cdo, mutacgéo,
deriva e migracao, as proporgdes alélicas e genotipicas permanecem constantes de
geracdo para geracao. Entretanto, quando violada essa lei, Reis et al. (2009)
afirmam que um dos parametros mais utilizados para medir esse desequilibrio é o
coeficiente de endogamia (f), que avalia a endogamia, a qual reduz o nimero de
individuos heterozigotos, acarretando assim aumento no grau de parentesco entre
individuos e na expresséao de alelos recessivos em sucessivas geracoes.

De acordo com Alves (2009), a mensuracdo da diversidade genética €
refletida principalmente pela heterozigosidade, a frequéncia dos alelos e fixagcdo na
populacdo. A heterozigosidade esperada (H¢) diz respeito a probabilidade de dois
gametas, tomados ao acaso de uma populacéo, apresentarem alelos diferentes em
um determinado loco, definida como diversidade genética de Nei (1972), e a
heterozigosidade observada (H,) que representa a taxa real de individuos
heterozigotos na populacdo estudada. Podendo ser obtido esses resultados em dois
niveis:

a) em nivel de loco b) média entre locos

>
I
o
I

f=1-— f=1- ) 9
H, D H.

Véarios métodos e modelagens tém sido propostos para estimar a estrutura
populacional (PRITCHARD et al., 2000; PELEG et al., 2008). A distribuicdo da
variacdo dentro e entre populagcdes pode ser estimada pelas estatisticas F de Wright
ou G de Nei.
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Segundo Fromentin et al. (2009) e Solano et al. (2009), a estatistica F de
Wright sdo os parametros mais utilizados para descrever a estrutura da populacéo e
foram inicialmente definidos para trés niveis hierarquicos da estrutura populacional
(individuos, subpopulagbes e total). Para estrutura, trés indices de fixacdo ou
estatisticas F podem ser definidas:

(1_ FIT) = (1_ FIS )(1_ FST)

Em que, o Fis € uma medida de endogamia dos individuos, resultante do
desvio de panmixia dentro de cada populacdo. O Fst € uma medida de endogamia
dos individuos devido a estrutura da populacdo (distribuicdo nédo aleatdria dos
individuos entre populacdes), que também quantifica a diferenciacdo entre
subpopulac¢des na populacéo total e corresponde ao Gsr da estatistica de Nei. Ja o
Fir € uma medida de endogamia dos individuos resultantes da unido ndo-aleatéria
dos gametas dentro das populacbes e da estrutura da populacdo (desvio de
panmixia de todos os individuos da populacéo total). Estas estatisticas F, sao
classicamente calculadas por estimadores imparciais de Weir e Cockerham (1984).

As distancias baseadas em estimativas de estrutura populacional, sdo
geralmente fundamentadas no agrupamento de individuos em pares, estimando a
distancia genética entre os individuos (NEI, 1972; NEI, 1978). No entanto, a escala
na qual a estrutura genética é considerada torna-se importante, pois diferentes
padrées podem ser obtidos dependendo da importancia relativa dos fatores que
afetam a estrutura genética em determinada escala espacial. Modelos de
autocorrelacao espacial também podem ser usados para avaliar a estrutura genética

de populacdes (WADT, 2001).
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Resumo: Gossypium mustelinum é uma espécie silvestre de algoddo endémica do
Nordeste brasileiro, que ocorre preferencialmente em matas ciliares, proximo de fontes
de &gua perenes ou temporarias. Essa espécie é importante fonte de genes que podem
ser introduzidos nas espécies cultivadas. A conservacdo in situ estd associada a
preservacdo das matas ciliares, reducdo da acdo antrpica e avango da pecuéria, que
provocam reducdo populacional e de variabilidade. O objetivo deste trabalho foi
determinar a variabilidade e estrutura genética de 16 populacdes do Semi-arido do
Nordeste brasileiro. Foram feitas extracdes de DNA e PCR com marcadores SSR. Esses
marcadores foram empregados para estimar a frequéncias e a diversidade alélica, bem
como diversidade e estrutura genética pelas estatisticas G de Nei. Treze pares de
primers amplificaram 113 alelos, sendo 44 exclusivos e 35 considerados raros. A
diversidade genética média foi alta tanto nas populagdes (H.=0,228) como na analise
por regido (He=0,474) e a diferenciacdo entre as populagdes foi bastante alta
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(Fst=0,521), tendo valor menor na analise por regido (Fst=0,235). Observou-se alto
indice de endogamia tanto nas populacdes (f=0,876) como nas regides (f=0,922). Esses
resultados comprovam, que essa espécie se reproduz predominantemente por
autofecundacdo. A estruturacdo da variabilidade genética nas populacgdes e o alto indice
de diferenciacdo sugerem que para eficiente preservacdo in situ de G. mustelinum,
devem ser contempladas mais de uma populacdo. Além da manutencdo in situ, a
conservacao ex situ também se faz necessaria e, neste caso, a coleta deve ser feita em
todas as populacdes para que haja representatividade da diversidade genética.

Palavras-chave: Malvaceae; algoddo silvestre; marcador SSR; endogamia e populacfes

naturais.

Introducéo

O género Gossypium possui 50 espécies, das quais 45 sdo dipldides
(2n=2x=26) e cinco sdo tetraploides (2n=4x=52), estas Ultimas originaram-se por
hibridizacdo interespecifica entre espécies ancestrais Africanas de genomas A e D (Liu
etal., 2001, Chen et al., 2007).

No Brasil ocorrem trés espécies do género Gossypium, G. hirsutum L., G.
barbadense L., e G. mustelinum Miers ex Watt, todas tetrapldides (Igbal et al., 2001).
As duas primeiras sdo domesticadas e foram introduzidas visando a exploracdo
econbmica, enquanto a Ultima (G. mustelinum) é silvestre e ocorre apenas no Brasil,
préximo a lagos e rios temporarios na regido semiarida dos Estados da Bahia e Rio
Grande Norte (Barroso et al., 2010). Quanto a posicdo filogenética, G. mustelinum
diverge consideravelmente das demais espécies, inclusive em relacdo as demais
tetraploides (Liu et al., 2001, Wendel e Cronn, 2003). Segundo Barroso et al. (2010)
apesar de apresentar fecundagdo cruzada, as populagdes naturais de G. mustelinum se
reproduzem preferencialmente por autofecundacdo, por isso apresentam alto nivel de

endogamia.
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Assim como as demais espécies tetrapldides desse género, G. mustelinum é
sexualmente compativel com as espécies cultivadas. A ocorréncia de hibridos férteis e
potencialmente viaveis entre G. hirsutum x G. mustelinum é relatado por Freire, (2002).
A cruzabilidade entre espécies € uma condicdo que pode facilitar a utilizacdo na
introgressdo genética, portanto, amplia as possibilidades de utilizacdo das fontes de
variabilidade genética em programas de melhoramento.

A exploracdo de espécies silvestres tetrapldides de algoddo, como G.
tomentosum, G. darwinii e G. mustelinum em programas de melhoramento genético
pode permitir a adi¢do de alelos associados caracteristicas de interesse, como resisténcia
a doencas, caracteristicas especiais de fibra e resisténcia a condi¢des ambientais
adversas (Hasenkanpf e Menzel, 1980, Gil, 1996, Jiang et al., 1998, Saranga et al.,
2001). Apesar de G. mustelinum ndo apresentar caracteristicas adequadas para sua
exploracdo econémica direta, caracteres de interesse tém sido identificados e poderdo
ser transferidos para as espécies cultivadas. Badigannavar (2010) identificou grandes
quantidades de terpendides e aldeidos que conferem resisténcia a insetos em genotipos
desta espécie ¢ Wang et al., (2010) identificaram QTL’s que condicionam boa qualidade
de fibra. Por ser nativa de ambientes muitas vezes degradados, em que ocorrem altas
temperaturas na maior parte do ano, acredita-se que esse germoplasma também pode
possuir alelos que confiram resisténcia a estresses abidticos, como variacdes térmicas
(Hazenkampf e Wendel, 1980, Liu, 2006).

De acordo com Khan et al., (2009) as técnicas moleculares tem grande
importancia para a caracterizacdo de germoplasma, manejo e utilizacdo dos recursos
genéticos vegetais, além de auxiliar no melhoramento de plantas. No caso do algodao,
Preetha e Raveeedren, (2008) ressaltam que a utilizacdo de marcadores microssatélites

pode acelerar os trabalhos de mapeamento do genoma de G. mustelinum. Marcadores
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SSR tém sido utilizados em estudos de espécies do género Gossypium, para
enriquecimento de bibliotecas gendmicas (Xiao et al., 2009), selecdo assistida e
piramidacéo de genes de resisténcia (Preetha e Raveendren, 2008), no acompanhamento
de introgressdo e mapeamento de QTLs (Jiang et al., 1998), fertilizacdo e competicdo de
polen (Pereira et al. 2012) e também para estimar a diversidade genética de populacbes
(Bertini et al., 2006, Lacape et al., 2007, Alves, 2009, Barroso et al., 2010 ).

Os conhecimentos sobre a variabilidade e estrutura genética das populacbes
naturais fornecem subsidio a realizacdo de trabalhos de pré-melhoramento que
maximizem o aproveitamento de genes das espécies silvestres relacionadas as
cultivadas. O objetivo desse trabalho foi avaliar a diversidade e estrutura genética de 16
populacdes naturais de G. mustelinum que ocorrem nos Estados da Bahia e do Rio
Grande do Norte — Brasil, com base nos resultados obtidos de marcadores SSR.
Material e Métodos
Amostragem das populacgdes

Foram amostrados individuos de 16 populacbes de Gossypium mustelinum,
sendo uma localizada no municipio de Caicd, no Estado do Rio Grande do Norte (RN) e
15 localizadas no Estado da Bahia (BA), distribuidas em 11 municipios (Figura 1). Foi
amostrado um total de 564 individuos e para cada populacdo o nimero de individuos
variou de 5 a 138, dependendo do tamanho da populacdo (Tabela 1).

A amostragem foi feita de forma aleat6ria ao longo das populacGes, de modo
que toda a area de ocorréncia das plantas fosse representada. Além da amostragem feita
nas populagdes, também foram coletados individuos isolados que ocorrem entre as
populacdes, os quais de acordo com a localizagdo, foram agrupados para analise em
uma das cinco regides relacionadas a seguir; Caic6-RN, Norte-BA, Riachdo, Itaberaba e

Jequié (Tabela 1).
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As amostras constituiram-se de folhas jovens e/ou de pétalas; os tecidos
coletados foram identificados e acondicionados em tubos tipo falcon, contendo silica
gel (8Bmm), a qual era trocada sempre que necessdrio para proporcionar a rapida
secagem dos tecidos. As amostras foram mantidas em tubos com silica até 0 momento
do processamento da extracdo do DNA.

Extracéo e quantificacdo de DNA

O DNA total foi extraido no Laboratorio de Biotecnologia e Genética Vegetal
da Embrapa Algoddo, usando o protocolo CTAB - Cationic hexadecyl trimethyl
ammonium bromide, descrito por Doyle e Doyle (1990), com modificagdes propostas
por Vidal et al. (2003) e Barroso et al. (2006). A quantificacdo do DNA purificado foi
realizada utilizando aliquotas de cada genotipo, que foram comparadas com uma série
de concentracdes conhecidas de DNA do fago Lambda (L) (50 a 300 ng), através da
intensidade de fluorescéncia observada em géis de agarose 0,8% (p/v) submetidos a
eletroforese. Os géis foram visualizados em transluminador sob luz UV, ap6s coloracéo
com Sybr Green. O DNA de cada individuo foi diluido em &gua millig para
concentracdo de 1ng/uL, para utilizacdo nas reacdes de PCR e posterior identificagdo
dos marcadores de SSR.

Condicdes de amplificacdo dos microssatélites

Para andlise da diversidade genética das populacdes foram utilizados
marcadores previamente selecionados de acordo com o perfil de polimorfismo
observado para a espécie. Os iniciadores utilizados foram desenvolvidos por Liu et al.
(2000) e Nguyen et al. (2004) e estdo relacionados na Tabela 2. Foram utilizadas
condigdes de PCR multiplex para desenvolver ensaios e detectar locos microssatélites.
Os oligonucleotideos fluorescentes foram obtidos da Integrated DNA Technologies/IDT,

0S quais apresentam a posi¢do 5° do primer forward marcada com um dos
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fluorocromos: 6-FAM (6-carboxyfluorescein), HEX (4,7,2°,4°,5°7’-hexachloro-6-
carboxyfluorescein) ou NED (2,7°,8’-benzo-5’-fluoro-2’,4,7-trichloro-5-
carboxyfluorescein).

Os fragmentos de DNA foram amplificados em PCR utilizando o Multiplex PCR
Kit (Qiagen, Inc., Valencia, CA), que apresenta todos 0s componentes necessarios para
reacOes de PCR, alem da enzima HotStar Tag DNA Polimerase e o Q-Solution 5x, que
reduz os efeitos de produtos secundarios. Em cada multiplex foram utilizados de 2 a 3
pares de primers, marcados com diferentes fluorocromos, ou com o mesmo fluorocromo
qguando possuiam amplitudes alélicas distintas. As reacdes foram realizadas para um
volume total de 5,0 uL contendo: 1,0ng de DNA genémico, 0,2uM de cada par de
primers, 2,5 uL de 2x QIAGEN Multiplex PCR Master Mix (HotStar Taqg DNA
Polymerase, PCR amplification buffer, 3mM de MgCl,), 0,5 pL de Q-solution 5x e 0,7
pL H,0.

As condicdes fisicas da PCR foram as seguintes: 15 minutos de desnaturacdo a
95°C, seguida por 30 ciclos de 60 segundos de desnaturacéo inicial a 94°C, 60 segundos
de anelamento a 51°C-57°C (dependendo da temperatura ideal para os pares de primers
utilizados), e 90 segundos de extensdo a 72°C. Para minimizar a formacdo de picos
inespecificos e permitir o multiplex de varios locos na mesma reacdo PCR, foram
acrescentados 30 minutos de extensdo final a 60°C. Nos sistemas multiplex os produtos
de cada loco foram analisados conjuntamente nos capilares para deteccdo de alelos por
fluorescéncia, em analisador automatico de fragmentos ABI Prism modelo 3700
(Applied Biosystems, Foster City, CA). As amostras foram diluidas 2 vezes com agua
ultrapura, e 1,0 pL desta diluicdo foi transferido para uma nova placa para PCR e
adicionado 10 pL do marcador de referencia, denominado ROX (Brondani e

Grattaplaglia, 2001), (2,5% ROX [carboxy-x-rhodamine], 90% HI-DI formamida),
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aquecidas por 5 minutos a 94°C e colocadas imediatamente em gelo. A deteccdo e a
estimativa do tamanho de alelos em pares de bases foram realizadas com a utilizacéo do
software ABI Prism GeneScan versdao 3.7 (Applied Biosystems). Logo, os valores
foram importados para o software ABI Prism Genotyper versdo 2.0 NT (Applied
Biosystems) para filtragem de picos e interpretacdo dos dados, definindo o gendtipo de
cada individuo.

Analises estatisticas

Foram obtidas as estimativas de frequéncia alélica por loco (A), nUmero médio
de alelos por populacédo (na), heterozigosidade observada (H,) e esperada (He) conforme
Nei (1972) tanto para as populacbes como para as regides. Estimativas de alelos
exclusivos para cada populacdo e regido foram obtidas utilizando o programa GDA
(Lewis e Zaykin, 2001). As estatisticas F de Wright foram estimadas de acordo com
Weir e Cockerham (1984) e o coeficiente Rsr foi estimado pela estatistica de Slatkin
(1995). O intervalo de confianca das estimativas (95%) foi obtido por booststrap,
utilizando 10000 reamostragens. Estas analises foram realizadas usando os programas
GDA e Fstat (Goudet, 2001).

O nivel de correlacdo entre as matrizes de distadncia genética e distancia
geografica entre populacdes e regides foi estimado utilizando-se o teste de Mantel
(1967), para verificar se havia estruturacdo espacial da diversidade genética para as
populacdes e regides.

Resultados
Frequéncias alélicas e diversidade genética

Treze locos microssatélites analisados proporcionaram o total de 113 alelos na

andlise por populagdo, sendo que o numero de alelos por loco (A) observados variou de

2 (BNL2496) a 16 (BNL1421) com média igual a 9,25 e, o0 nimero efetivo de alelos por
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loco (Ag) foi 2,94. Na andlise por regido observou-se o total de 118, o nimero de alelos
por loco variou de 4 a 16 alelos, com média de 9,50 e o nimero efetivo de alelos por
loco (A¢) foi 4,59.

Os alelos exclusivos, os raros e os de baixa fregiiéncia observados nas analises
por populacdo e por regido sdo relacionados na tabela 2. Na andlise por populacao
foram observados 38 alelos exclusivos, revelados a partir de dez dos 13 locos analisados
e, também foram observados 44 alelos exclusivos e 22 alelos raros. Na andlise por
regido, foram observados 44 alelos exclusivos, 35 alelos raros e seis de baixa frequéncia
(Tabela 2).

A heterozigosidade observada média (H,) foi 0,029 na analise por populacéo,
com valores variando entre 0,000 (Itaberaba, Euclides e Morord) a 0,070 (Capivara) e a
heterozigosidade esperada média (H¢) foi 0,229 com valores variando de 0,000
(Itaberaba e Euclides) a 0,596 (Capivara). Na analise por regies o valor médio de (H,)
foi 0,037 tendo havido variacao entre 0,016 na regido Jequié a 0,052 na regido Itaberaba
(Tabela 3).
indice de fixac&o e estrutura genética

O indice de fixacdo médio (f) na andlise por populagdo foi 0,876 com variacao
entre 0,650 na populacdo Jequié a 1,000 nas populacdes Itaberaba, Euclides e Mororo.
Ja na andlise por regido o indice de fixacdo médio foi 0,9224 tendo variado entre 0,888
na regido Caico6 a 0,966 na regido Jequié (Tabela 3). O indice de diferenciacdo genética
(Fst) entre as populacdes foi 0,508 (IC=0,44 - 0,58) e entre as regifes foi 0,235
(IC=0,00 — 0610). J& a diferenciacdo genética para locos (Rst) foi de 0,521 e 0,280
(IC=0,44 - 0,58) entre populacBes e regides, respectivamente Os intervalos de
confianca bootstrap indicam que os valores de f, de Fst e de Rsy diferentes de zero

(p<0,01) tanto nas analises por populagdo quanto por regido.
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A distancia genética de Nei (1972), considerando-se as populacdes aos pares
com base no Fsr variou de 0,235 (Toco x Capivara) a 1,000 (Itaberaba x Euclides)
(Tabela 4) e, considerando os pares de regides a distancia genética variou de 0,145
(Riacdo x Itaberaba) a 0,313 (Jequié x Caic0), Tabela 5. O agrupamento das populacbes
e das regides pelo método de Neighbor-Joining considerando o Fst é apresentado na
figura 1. Pela figura 2, verifica-se melhor agrupamento na andlise por regido do que por
populacéo (Figura 2).

A correlacdo entre as populacdes indica que ndo ha estruturacdo entre as mais
préximas, comprovada pela distribuicdo aleatdria e baixa correlagdo mostrada pelo teste
de Mantel. A relagdo entre a distancia geografica e o Fsr estimado para pares de
populacdes foi pequena e ndo significativa (r=0,06, p>0,05) (Figura 3A). Entretanto, a
correlacdo feita considerando as regibes mostrou consideravel estruturacdo, portanto,
significativo (R°70,56, r=0,75, p<0,05) (Figura 3B). Elevado coeficiente de correlacdo
de Spearman (0,81) também ¢ indicativo da estruturacdo geografica da diversidade
guando considerado a andlise por regiao.

Discussao

Frequéncias alélicas e diversidade genética

Na analise, considerando as 16 populacgdes, as estimativas do numero de alelos
por loco (A) e do numero de alelos efetivo por loco (Ag), evidenciou elevado nivel de
multialelismo em todos os locos polimérficos, valores superiores aos verificados em
estudos anteriores obtidos em avaliacdo de duas populacdes de G. mustelinum (Alves,
2009, Barroso et al, 2010). Isto se deve provavelmente ao maior nimero de populacdes
e de individuos utilizados no presente estudo, que resultou em maior representatividade

amostral. Na andlise por regido, tanto o indice A quanto A, foram superiores aos obtidos
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na andlise por populacdo e isto se deve a inclusdo de individuos presentes entre as
populacdes a essa andlise.

Quanto aos alelos exclusivos, os nimeros observados nas populacdes (38) e
nas regides (44) indicam que ha dissimilaridade genética tanto entre as populacfes
como entre regides. Nas populacdes, o maior numero de alelos exclusivos (8) foi
observado na Capivara (Tabela 2), portanto, nessa populacdo, podem ser encontrados
alelos que nédo estdo presentes nas demais populacbes. Na analise por regido, 0 maior
namero de alelos exclusivos foi observado na regido Itaberaba (21), na qual esta
incluida a populacdo Capivara. Considerando que alelos com frequéncia inferior a 5%
sdo raros (Azevedo, 2007; Veigas, 2009), neste estudo foram encontrados 28 alelos
raros na analise por populacdo, e, 35 na analise por regido tendo ocorrido o maior
nimero na regido na Itaberaba (18). Ressalta-se que na populacdo Capivara ocorreu
também o maior nimero de alelos raros (17) (Tabela 2). Portanto, em caso de adog¢éo de
estratégias de conservacdo genética in situ, em termos de populacdo deve-se priorizar a
Capivara e em termos de regido deve ser priorizada a Itaberaba, por apresentarem 0s
maiores numeros de alelos exclusivos e também de alelos raros.

Verifica-se pela tabela 3 que a heterozigose obervada (H,) foi inferior a
heterozigose esperada (He), tanto nas médias quanto nas populacdes e regides,
evidenciando que ha menos heterozigotos do que a probabilidade esperada. Os valores
médios obtidos para heterozigose esperada (H¢), que corresponde a diversidade
genética, tanto na analise por populacgéo (0,229) quanto na analise por regido (0,474) sdo
considerados altos, principalmente por se tratar de uma espécie que segundo Barroso et
al. (2010) apresenta alta taxa de autofecundacdo. Ressalta-se que em espécies
autégamas, He corresponde mais a diversidade entre individuos do que a heterozigose

destes. O conhecimento dos dados sobre heterozigosidade sdo de extrema importancia,
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pois, altos niveis de variabilidade genética possibilitam a ocorréncia de um grande
numero de combinagdes genotipicas, que aumenta o potencial evolutivo das espécies em
relacdo a capacidade de adaptacdo as possiveis mudancas ambientais (Sebbenn et al.,
2000). A auséncia de diversidade genética foi observada nas populacGes Euclides e
Itaberaba (Tabela 3) e se deve, principalmente ao reduzido tamanho dessas populagdes,
das quais foram amostrados 5 e 7 individuos, respectivamente. A reducdo do tamanho
populacional nas populacdes de G. mustelinum deve-se principalmente a acao antrépica,
como a expansdo das fronteiras agricolas, e pastoreio de caprinos e de outros animais. A
maior diversidade genética foi observada nas populacGes Capivara (He 0,596) e Tocd
(He 0,522) que sdo as maiores e encontram-se melhor preservadas. Esses valores de He
corroboram com os resultados obtidos para polimorfismo de alelos e ocorréncia de
alelos exclusivos e raros que foram mais altos, principalmente na populacdo Capivara
(Tabela 2). A reducdo de tamanho em populacdes naturais propicia a perda de alelos e,
além disso, quanto menor for o numero de individuo também serd menor a
probabilidade de ocorréncia de mutacbes e, portanto, € um fator que influencia
negativamente a porcentagem de diversidade genética. O valor médio de H observado
na andlise por regido (0,474) foi bem superior ao observado na analise por populacao
(0,474) e isto se deve a inclusdo de individuos que ocorrem entre as populacbes na
analise por regido. Entre as regifes os maiores valores foram observados na Itaberaba
(He 0,591) e na Riachdo (He 0,566), sendo que em cada uma delas incluem uma das
populacdes que apresentaram a maior diversidade genética. O fato da regido Caicé ter
apresentado a menor diversidade genética deve-se ao maior isolamento geografico da
mesma em relacdo as demais (ver figura 1), o que restringe qualquer possibilidade de
fluxo génico e, além disso, a referida regido é representada por uma Unica populacdo, a

qual tem pequeno nimero de individuos.
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indice de fixac&o e estrutura genética

O indice de fixacdo foi positivo e alto em todas as populacbes e regides e,
significativamente diferente de zero, considerando-se 95% de probabilidade para
intervalo de confianca, evidenciando alto nivel de endogamia nas populacdes (Tabela
3). Os altos niveis de homozigotos em todas as populacdes também indicam desvios da
panmixia e do equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW). Tais resultados decorrem e
corroboram com informac@es a cerca do sistema reprodutivo dessa espécie que é misto
e propicia a endogamia em decorréncia da autofecundacéo, geitonogamia e cruzamentos
entre individuos aparentados. Além disso, segundo Alves (2009) o fato dos individuos
de G. mustelinum ocorrerem distribuidos em pequenas comunidades compostas por
poucas dezenas de individuos ao longo dos fragmentos da mata ciliar, € que mesmo as
pequenas distancias que ocorrem entre as comunidades vizinhas restringem o fluxo
génico.

A endogamia foi maxima (f=1) nas popula¢des Itaberaba, Euclides e Mororo,
principalmente por serem constituidas de um reduzido numero individuos o que
favorece a autofecundacdo e/ou cruzamento entre individuos aparentados. Entre as
regides, o0 menor valor de f foi observado na regido CaicORN (0,888). Isto deve-se ao
fato dessa regido ser representada apenas por uma populacdo, a qual é composta por
pequeno ndmero de individuos.

Os altos indices de fixacdo observados nas populacdes de G. mustelinum
também permitem inferir que caso haja alelos deletérios nas referidas populacbes a
frequiéncia seja muito baixa, pois o processo de endogamia reduz a heterozigose e
elimina os alelos recessivos que s&o normalmente mantidos em heterozigose.

Quanto ao indice de diferenciacdo genética (Fsr) e ao indice de diferenciacdo

genética para os locos (Rst), os valores obtidos foram bastante elevados, 0,5079 e
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0,5209 (IC 0,44 — 0,58), respectivamente, entretanto sdo similares a outros estudos
também realizados com G. mustelinum (Freitas et al.,2008; Alves et al., 2009; Barroso
et al., 2010). O Rst € um coeficiente considerado mais apropriado para locos com
elevada taxa de mutagdo, como é o caso dos microssatélites, por levar em consideragédo
0 modelo de mutagdes stepwise. Porém, neste estudo Fst e Rst apresentaram a mesma
capacidade de distinguir a diferenciacdo entre populacdes de G. mustelinum. Tais
resultados indicam que as populacdes sdo bastante distintas e que caso ocorra fluxo
génico entre as populacbes, se da com frequéncia muito baixa, portanto, caso seja
adotado a estratégia de preservacao in situ deve-se utilizar mais de uma populacéo, afim
de que tenha maior representatividade do pool génico.

Os valores de Fst e Rst para as regides, apesar de altos 0,235 e 0,280 (IC 0,00 -
0,61) foram inferiores ao observados na analise por populacdo 0,521 e 0,280 (1C=0,44 -
0,58) em decorréncia da inclusdo nessa analise de individuos que ocorrem entre as
populacdes e que ndo foram inclusos na analise por populacdo. Portanto, indicativo de
que possa ocorrer maior fluxo génico entre regides do que entre populacdes deve ser
visto com reserva. Mesmo porque pode ter havido certa atenuacdo nas analises por
regido, de tal modo que a as diferencas nas frequéncias alélicas entre uma dada
populacdo tenha sido compensada por outra populacdo na analise por regido. Os altos
valores de Fsr e Rst observados também sdo indicio de que a formacgéo ou separacdo das
populacdes nao tenha ocorrido recentemente, a menos que o processo tenha envolvido
forte deriva genética.

A distancia genética de Nei (1972) entre pares de popula¢fes estimada com
base no Fst (Tabela 4) mostra que ndo h& correlacdo entre as distancias fisicas e
genéticas das populacBes. Pois a maior distancia genética (1,000) verificada entre as

populacbes Itaberaba e Euclides ndo corresponde & maior distancia fisica entre as
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populagdes (Figura 1) e, as mais proximas geneticamente que foram Tocé e Capivara
(0,235) também ndo sdo as mais distantes fisicamente. Ressalta-se que neste estudo as
maiores distancias fisicas envolvem a populacdo Caico, a qual ocorre no Estado do Rio
Grande do Norte e as demais ocorrem no Estado da Bahia (Figura 1). Entretanto, na
analise comparando as distancias fisicas e genéticas entre as regifes houve maior
correlacdo (Tabela 5). Pelas arvores filogenéticas construidas por meio do método
Neighbor-Joining utilizando se o Fst com média de diversidade (Figura 2), houve maior
consisténcia em relacdo a estruturacdo da variabilidade genética no espaco entre regides
do que em relacdo as populacgdes, provavelmente por terem sido inclusos individuos que
ocorrem entre as populacdes na analise por regido.

Entretanto coeficiente de determinacdo (R?) obtido pelo teste de Mantel
mostrou que a distancia fisica entre as populacbes explica 41% da distancia genética
observada e na analise por regido a distancia fisica explica 56% da distancia genética.
Estes resultados mostram que ha estruturacdo da diversidade de G. mustelinum no
espaco, como pode ser observado na Figura 3.

Informacdes a cerca da diversidade e estrutura genética das populacGes, bem
como da estruturacdo da diversidade no espaco servirdo como subsidio para manutencéo
dos acessos de G. mustelinum mantidos pela Embrapa nas unidades Embrapa Algodéo e
Cenargen, principalmente para se evitar a perda de diversidade durante a renovacdo dos
acessos. Tais informag6es também sdo fundamentais caso seja necessaria a realizacédo
de outras coletas. Em relacdo a conservacao in situ, apesar da vulnerabilidade inerente a
a esse método, a vulnerabilidade das popula¢Ges de G. mustelinum atualmente € menor
do que em alguns anos anteriores e, isto se deve a implementacdo de politicas publicas
de conservagdo de matas ciliares e redugdo do desmatamento, maior fiscalizagdo dos

0rgdos ambientais e a colaboragdo de alguns proprietarios das terras de ocorréncia das
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populacdes. Dentre as populacdes estudadas, Caicé &€ a que necessita de maiores
cuidados.

Apesar de G. mustelinum ter sido ainda pouco estudada quanto aos caracteres de
importancia agrondmica e ocorrer apenas no Brasil, esta restrita as 16 populacbes
mencionadas neste estudo. Seu pool génico necessita ser preservado e melhor estudado
visando a utilizacdo em introgressdes para as especies cultivas.
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Figura 1. Mapa do Brasil, em destaque os Estados do Rio Grande do Norte e da Bahia

onde ocorrem as populagdes de Gossypium mustelinum Miers ex Watt foram coletadas.
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Tabelas

Tabela 1. Relagéo das populagdes de Gossypium mustelinum Miers ex Watt, nimero de

individuos (n) e descricdo dos locais de coleta e Latitude e Longitude média de cada

populacéo.
N°nome da
populagio (n) Municipio Local/Estado Regido  Latitude/Longitude
Euclides da Préximo a uma S10 14'13,30" / W39 05'
05-Euclides 5 cunha lagoa/BA NorteBA 12,30"
Mata ciliar S12 26'40,00" / W40 19'
11-Itaberaba 7 Itaberaba depredada/BA Itaberaba 44,59"
S09 26' 44,90" / W38 54'
03-Morord 7 Macururé Sao Francisco/BA NorteBA 13,50"
Fazenda Séo S14 06'32,79" / W40 18’
16-Manoel Vitorino 9 Manoel Vitorino  Gabriel/BA Jequié 00,20"
S06 20' 31,32" / W36 54'
01-Caico 10 Caico Serra da Formiga/RN CaicORN 48,48"
S12 49'13,90" / W40 04'
13-lagu 16 lagu Rio da Lapa/BA Itaberaba 35,70"
S1027'39,90"/ W39 10’
06-Monte Santo 17 Monte Santo Contendas/BA NorteBA 42,79"
S14 00' 06,00" / W40 19'
15-Jequié 19 jequié Fazenda Graciosa/BA  Jequié 11,00"
S12 55'57,70" / W39 45’
14-Milagres 20 Milagres Zona Rural/BA Itaberaba 01,00"
S1151'05,69"/ W39 11'
09-Vermelho 20 Candeal Riacho Vermelho/BA Riachdo 14,20"
Riachéo do S11 44'46,09" / W39 28'
07-Fatima 30 Jacuipe BR234/BA Riachdo 53,20"
Riachéo do S1149'08,30" / W39 22'
08-Verde 33 Jacuipe Foz do Rio Verde/BA  Riachdo 28,20"
Lagoa dos S09 15' 55,92" / W38 45'
02-Barbosa 55 Macururé AlgodBes/BA NorteBA 00,90"
S09 52' 27,60" / W39 49'
04-Jaguarari 62  Jaguarari Pilar/BA NorteBA 38,79"
Riachéo do S1153'50,05" / W39 16'
10-Toco 116 Jacuipe Rio Toc4/BA Riachdo 48,70"
S12 30'52,00" / W40 19'
12-Capivara 138 Itaberaba BR242/BA Itaberaba 45,40"
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515 Tabela 2. Frequéncia dos alelos exclusivos, alelos raros (p< 0,05) e alelos de baixa
516  frequéncia (0,05 > p < 0,25) encontrados para os diferentes locos analisados G.

517  mustelinum na andlise por populacéo e por regido.

Loco Alelo (pb) Frequéncia Populagao Loco Alelo (pb) Frequéncia  Regido

BNL1421 198 0,500 Vermelho BNL1421 198 0,058 Riachdo
BNL1421 206 0,012 Capivara  BNL1421 206 0,009 Itaberaba
BNL1421 210 0,029 Jequié BNL1421 210 0,007 Jequié
BNL1421 248 1,000 Euclides BNL1421 248 0,046 NorteBA
BNL1421 250 0,010 Toco BNL1421 250 0,006 Riachdo
BNL1434 230 1, 000 ManVitor BNL1434 244 0,037 Itaberaba
BNL1434 246 0,116 Barbosa BNL1434 248 0,006 Itaberaba
BNL1434 248 0,008 Capivara BNL1434 250 0,009 Itaberaba
BNL1434 250 0,012 Capivara BNL1434 266 0,027 Itaberaba
BNL1434 266 0,036 Capivara  BNL1551 162 0,006 Jequié
BNL1551 170 0,050 Vermelho BNL1551 166 0,013 NorteBA
BNL1551 174 0,017 Capivara  BNL1551 170 0,005 Riachdo
BNL1551 196 0,125 Verde BNL1551 174 0,013 Itaberaba
BNL1551 198 0,036 Verde BNL1551 176 0,348 Itaberaba
BNL256 208 1,000 Jaguarari  BNL1551 196 0,019 Riachdo
BNL3103 168 0,031 Toco BNL1551 198 0,005 Riachao
BNL3103 204 0,015 Capivara  BNL2496 131 0,012 Jequié
BNL3103 206 0,038 Capivara  BNL2496 134 0,006 Jequié
BNL3103 208 0,008 Capivara  BNL256 208 0,746 NorteBA
CIR148 136 0,008 Capivara  BNL3103 168 0,014 Riachao
CIR148 150 0,200 Caico BNL3103 204 0,012 Itaberaba
CIR212 132 0,007 Capivara  BNL3103 206 0,030 Itaberaba
CIR212 134 0,031 Toco BNL3103 208 0,006 Itaberaba
CIR212 136 0,007 Capivara  BNL840 148 0,486 Jequié
CIR212 140 0,007 Capivara CIR148 136 0,006 Itaberaba
CIR212 146 0,714 Milagres CIR148 138 0,011 Riachdo
CIR212 156 0,027 Capivara CIR148 150 0,200 Caico
CIR212 158 0,010 Toco CIR203 256 0,109 Riachao
CIR212 160 1,000 Itaberaba CIR212 132 0,004 Itaberaba
CIR212 170 0,016 Toco CIR212 134 0,017 Riachdo
CIR246 160 0,037 Capivara CIR212 136 0,004 Itaberaba
CIR246 170 0,009 Capivara CIR212 140 0,004 Itaberaba
CIR246 172 0,023 Capivara CIR212 146 0,091 Itaberaba
CIR246 174 0,009 Capivara CIR212 156 0,018 Itaberaba
CIR249 190 0,062 lagl CIR212 158 0,006 Riachao
CIR311 166 0,020 Barbosa CIR212 170 0,009 Riachdo
CIR311 188 0,019 Capivara CIR246 170 0,007 Itaberaba
CIR311 190 0,006 Toco CIR246 172 0,017 Itaberaba
- - - - CIR246 174 0,007 Itaberaba
- - - - CIR249 186 0,052 Jequié
- - - - CIR311 166 0,005 NorteBA
- - - - CIR311 184 0,091 Itaberaba
- - - - CIR311 188 0,014 Itaberaba
- - - - CIR311 190 0,003 Riachdo

518
519
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520 Tabela 3. Estimativas obtidas para heterozigosidade observada (Ho), heterozigosidade
521 esperada (He) e indice de fixa¢ao (f), nas analises Gossypium mustelinum por

522  populacgdo e regido.

Populagéo Ho He f
Tocod 0,049 0,522 0,906
Capivara 0,070 0,596 0,882
Itaberaba 0,000 0,000 1,000
Fatima 0,049 0,298 0,839
lagu 0,051 0,416 0,882
Verde 0,057 0,268 0,791
Jequié 0,009 0,025 0,650
Manoel Vitorino 0,015 0,129 0,890
Milagre 0,020 0,319 0,938
Monte Santo 0,005 0,090 0,948
Euclides 0,000 0,000 1,000
Vermelho 0,008 0,124 0,939
Barbosa 0,034 0,270 0,874
Mororé 0,000 0,140 1,000
Jaguarari 0,057 0,175 0,677
Caico 0,033 0,284 0,888
Médias 0,029 0,229 |C(oo,é827-g,92)
Regido Ho He f
NorteBA 0,040 0,450 0,912
Riachédo 0,045 0,566 0,921
Itaberaba 0,052 0,591 0,912
Jequié 0,016 0,477 0,966
Caico 0,033 0,284 0,888
Meédias 0,037 0474  0:9221C(0,89-

0,95)




523  Tabela 4. Distancia genética entre Gossypium mustelinum das 16 populagdes, aos pares, estimada a partir o0 Fsr.

Populagdes Tocd Capivara Itaberaba Fatima lagu Verde Jequié ManVitor Milagre MtSanto Euclides Vermelho Barbosa Mororé Jaguarari Caico

Toco 0,235 0,437 0,299 0,238 0,388 0,530 0,448 0,327 0,416 0,390 0,462 0,375 0,309 0,481 0,349
Capivara - 0,437 0,350 0,245 0,341 0,480 0,435 0,32872 0,390 0,403 0,439 0,392 0,294 0,500 0,343
Itaberaba - - 0,698 0,622 0,719 0,973 0,936 0,696 0,911 1,000 0,865 0,664 0,510 0,810 0,736
Fatima - - - 0,270 0,305 0,643 0,574 0,490 0,638 0,581 0,616 0,512 0,316 0,618 0,506
lagu - - - - 0,262 0,655 0,509 0,383 0,508 0,462 0,573 0,415 0,415 0,627 0,383
Verde - - - - - 0,696 0,614 0,527 0,635 0,632 0,687 0,569 0,248 0,675 0,413
Jequié - - - - - - 0,879 0,725 0,928 0,970 0,883 0,670 0,401 0,772 0,812
ManVitor - - - - - - - 0,645 0,882 0,918 0,814 0,661 0,528 0,733 0,657
Milagre - - - - - - - - 0,610 0,527 0,692 0,375 0,491 0,709 0,498
MtSanto - - - - - - - - - 0,786 0,857 0,698 0,902 0,802 0,707
Euclides - - - - - - - - - - 0,832 0,627 0,800 0,781 0,639
Vermelho - - - - - - - - - - - 0,695 0,619 0,751 0,749
Barbosa - - - - - - - - - - - - 0,376 0,616 0,424
Mororé - - - - - - - - - - - - - 0,525 0,308
Jaguarari - - - - - - - - - - - - - - 0,655

Caico - - - - - - - - - - - - - - -

524



Tabela 5. Distancia genética entre Gossypium mustelinum das cinco regides, aos pares,

estimada a partir o Fsr.

Regides NorteBA Riachao Itaberaba Jequia Caico
NorteBA 0,213 0,273 0,266 0,313
Riachdo - - 0,135 0,256 0,265
Itaberaba - - 0,263 0,271

Jequié - - - 0,412

Caico

80
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CONCLUSOES GERAIS

e H& elevada variabilidade genética entre as populacdes de Gossypium

mustelinum;

e A preservacdo adequada da variabilidade da espécie G. mustelinum deve

envolver mais de uma regiao;

e Estudos de caracterizacdo e cruzamentos sd0 essenciais para a utilizacéo
desses recursos em programas de pré-melhoramento com essa espécie

nativa.
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principal da pagina). [meio] (data de atualizacdo). Disponivel em: endereco completo para
localizar o recurso (URL / endereco) [Accessed Sep. 19, 1992]
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19, 1992]
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6.5 Listagem de referéncias ndo escritas em inglés

A Scientia Agricola ndo incentiva os autores a usarem referéncias que ndo podem ser
facilmente acessadas e compreensiveis por leitores do exterior. No entanto, se essas
referéncias forem essenciais para interpretacdo dos resultados, relatados no texto, forneca o
titulo em inglés, informando adicionalmente a linguagem do artigo original no final da
referéncia, como exemplificado a seguir:

Baretta, D.; Santos, J.C.P.; Figueiredo, S.R.; Klauberg-Filho, O. 2005. Effects of native
pasture burning and Pinus monoculture on changes in soil biological attributes on the
Southern Plateau - Brazil of Santa Catarina Revista Brasileira de Ciéncia do Solo 29: 715-724
(in Portuguese, with abstract in English).



