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Resumo

A alface (Lactuca sp) nao s¢ destacava como fonte de vitamina A até 0
momento em que a variedade Uberlandia 10.000 foi selecionada por Kerr ¢
colaboradores (inf. pessoal) a partir do cruzamento entre as variedades
Moreninha de Uberlandia e Vitoria de Santo Antdo € seus F1 até F8
selecionados para alto teor de vitamina A € caracteristicas olericulas. Esta alface
recebeu tal denominagao por possuir 10.000 unidades de vitamina A por 100
gramas de folha. Considerando a importancia de tal caracteristica, surgiu a
necessidade de se encontrar marcadores moleculares para a referida variedade.
Para isso fez-se a extragao de DNA utilizando o protocolo de FERREIRA &
GRATTAPAGLIA (1996) com pequenas modificagdes. A técnica do DNA
polimoérfico amplificado ao acaso (RAPD- «Random Amplified Polymorphic
DNA™) foi utilizada para buscar tais marcadores, 0S quais permitem yerificar as
relagdes filogenéticas entre diferentes espécies € cultivares, como também a
estrutura ¢ diversidade para construgdo de mapas genéticos € localizagdo de
genes de nferesse economico. Foram testados 38 ‘primers” de seqiiéncia
aleatoria (Op. Tech.) dentre os quats, sete produziram bons produtos
amplificados dos “bulks” das cultivares testadas (Baba de Verao, Salad Bowl,
Black Seeded Simpsom, Aurélia e Uberlandia 10.000). Os produtos
amplificados foram separados em gel de agarose. A divergéncia entre as
cultivares foi verificada pela analise de UPGMA (Unweighted Pair-Group
Method using Arithimetic Average) sendo que OS resultados revelaram que
quatro “primers” mostraram ser marcadores exclusivos para a variedade
Uberlandia 10.000 e analisando-se 0s 7 “primers’ em conjunto observa-s¢ uma
diferenca de 18,8% entre a variedade Uberlandia 10,000 e as variedades

testadas.
il



v Uberlandia 10. 000 Andreia Leus Fena

Murcadores Moleculares em Ajface (L. sativa L)

1 - INTRODUCAO

A alface (Lactuca sativa L. 1754) pertence a divisdo Anthophyta, classe
Dicotiledoneae, familia Asteraceae (RYDER ¢ WHITAKER, 1990 apud
SANTOS, 1996). As diversas cultivares de alface estao agrupadas em cinco
tipos, sendo eles: 1) de cabega crespa, 2) de cabega lisa; 3) romana (de cabega
fofa e alongada); 4) de folha (ndo forma cabeca) e, 5) de caule (sem valor
comercial) (CAMARGO, 1992).

A temperatura ideal para o cultivo de cultivares de alface ndo tropicais
varia entre 7°C € 24°C. Estes valores predominam durante 0 periodo de invemo,
portanto a alface ¢ considerada uma hortaliga de inverno (CAMARGO, 1992)
caracteristica esta perfeitamente alteravel com o avango das técnicas de
melhoramento genético.

A alface (Lactuca sativa) possui vitaminas A. By, By, e C, além de sais de
calcio e ferro. PRANCE (1986) ndo a considera uma hortaliga de destaque como
fonte de vitaminas € sais minerais; porém BALBACH (1995) cita que em 100
gramas de alface, com coloragao de folha verde escuro podemos encontrar
4.500 unidades internacionais de vitamina A (quanto mais escuro o verde, mator
a quantidade de vitamina A).

Em vegetais, a vitamina A ¢ encontrada sob a forma de beta- carotenos
(pigmentos que absorvem luz), considerados pro-vitaminas. Estes beta-

carotenos sdo enzimaticamente convertidos pelo figado em vitamina A. A {inica
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via metabolica conhecida para utilizagdo da vitamina A, em humanos, € a
formagdo dos pigmentos visuais da retina. Na formagio de retinol ha um
precursor chamado de trans-retinol que € uma forma de vitamina A (GUYTON,
1992).

Problemas em fungdo da deficiéncia em vitamina A sao comumente
relatados, sendo a cegueira noturna 0 mais conhecido popularmente. A caréncia
desta vitamina prejudica 0O crescimento normal da maioria das células do
organismo, principalmente © crescimento e proliferagao das células epiteliais;
que se tornam estratificadas € queratinizadas. Qs problemas associados a
reprodugdo devem-s¢ especialmente 2 atrofia do epitélio germinativo dos
testiculos € a interrupcao sexual do ciclo feminino (GUYTON, 1992). Esta
vitamina confere, ainda, elementos de defesa a0 noOsSSO organismo evitando
infecgoes, sendo considerada como anti-infecciosa.

Nossa alimentagao diaria precisa ser composta em média por 5.000 U.L
de vitamina A para queé ocorra um bom funcionamento do organismo. NO
entanto, a alimentagao humana no Brasil € pobre em diversidade de especies
vegetais consumidas.

Considerando estas duas realidades, pequend variedade de espécies
disponiveis para a alimentagdo € a caréncia vitaminica no Brasil (KERR ef al.,
1986), KERR € colaboradores, desde de 1981, vem desenvolvendo pesquisas em
melhoramento  genético de hortaligas ricas em yitamina A. Dentre elas, foi
obtida a variedade de alface Uberlandia 10.000 (Fig. 1), a partir do cruzamento
das cultivares Moreninha de Uberlandia (pai) com Vitoria de Santo Antdo
(mae). A Uberlandia 10.000 recebeu tal denominagao, dentre outros fatores, por
possuir 10.000 unidades internacionais de vitamina A. Considerando a

importancia de tal caracteristica surgiu a necessidade de se encontrar marcadores

moleculares para a referida variedade.
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Figura 1 — Variedade de alface (Lactuca sativa L.) Uberlandia 10.000

Entende-se por marcador molecular um segmento especifico de DNA,
relacionado a qualquer fenotipo molecular. «A o verificar a segregacao de acordo
com as leis basicas de heranca mendeliana, um marcador molecular ¢
adicionalmente definido como marcador  genético” (FERREIRA ¢
GRATTAPAGLIA, 1996).

Testes RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) tém sido utilizados
na avaliagdo de variagao genética, obtencdo de “fingerprints” gendmicos de
individuos, cultivares € populagdes. Relagdes filogenéticas podem ser
estabeletidas entre diferentes espécies, além de permitirem a construgdo de
mapas genéticos ¢ a localizagdo de genes de interesse econdmico (KAZAN et
al., 1993).

Mapas de ligagdo detalhados sdo importantes instrumentos para estudos
de selecdio, identificagao € organizagao de genomas de plantas, sendo estes

obtidos com certa facilidade por meio de marcadores RAPD (LANDRY ef
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al.1987).

A base genética dos marcadores RAPD esta na utilizagio de um “primer”
{inico com seqiiéncia arbitraria, portanto, a sua seqiiéncia alvo é desconhecida,
porém frequentemente muito polimorfica. Tais marcadores comportam—se COmo
marcadores genéticos dominantes, devido a falta de sensibilidade quantitativa. A
analise do gel ndo nos permite diferenciar o individuo heterozigoto (Aa), que
possui um “alelo” (A) que € amplificado, ¢ o outro (a) que ndo 0 ¢, do individuo
homozigoto (AA) onde ambos os “alelos” servirdo de molde para a amplificagao
e, portanto, deveria apresentar o dobro de produto amplificado. O genotipo
homozigoto recessivo (aa) € identificado pela auséncia da banda no gel, 0s
genotipos homozigoto dominante (AA) ¢ heterozigoto (Aa) pela presenca da
mesma, 0 que 0s inclui em uma mesma classe fenotipica (FERREIRA ¢
GRATTAPAGLIA, 1996).

O comportamento codominante dos marcadores RAPD pode ser
verificado em 3 a 5% destes. Em um estudo para diferenciagdo de linhagens de
soja, foram realizados testes RAPD de duas cultivares e do hibrido obtido a
partir do cruzamento das mesmas. Na comparagdo das seqiiéncias das bandas
heteromorficas entre 08 genitores € que formaram um heteroduplex no hibrido,
verificou-se que e€ssas bandas apresentaram homologia entre si, diferindo em
pequenas regioes de insercdo ou delegao (CORREA et al., 1998).

A utilizagao de “primers” com seqiiéncia arbitraria de nucleotideos foi
um grande avango da técnica RAPD (CHALMERS et al. 1992). Outras
vantagens da técnica sao: uma enorme quantidade de “primers” que podem ser
utilizados para analise gendmica de uma grande variedade de espécies e sem
necessidade de clonagem prévia de sondas de DNA, o que significa economia de
tempo e recursos financeiros (WILLIANS ef al., 1990).

Variagdes minimas nas concentragdes dos reagentes utilizados para

execugio dos ensaios podem provocar alteragdes no perfil do produto
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amplificado. A redugdo da quantidade de Tag DNA polimerase bem como da
concentragio de DNA causam redugio no nUmMero de produtos amplificados
(KHANDKA et al., 1997). Devido a estas possibilidades de alteragdes, faz-se
necessario um rigoroso controle das condigdes para que d repetibilidade do teste
seja garantida.

A técnica de RAPD foi utilizada por COLOMBO et al. (1998) para
investigar diversidade genética de trinta ¢ um clones de mandioca (Manihot
esculenta Crantz). As descrigdes botanicas nio foram suficientes para
diferenciar treze parces de cultivares comparadas duas-a-duas, enquanto por
marcadores RAPD apenas um par nao foi diferenciado. Estes resultados
revelaram o poder dos marcadores RAPD no estudo da diversidade gengtica,
identificacdo de duplicagdes, bem como confirmar ou refutar uma correlagao.
Esta tecnologia tem sido amplamente aplicada objetivando a obtengdo de
“impressoes digitais” de uma ampla gama de culturas, dentre elas arroz, café,
papaia, maga € algodao.

A aplicagdo de técnicas moleculares para analises de populagdes pode ter
seu custo reduzido por meio da utilizagdo de “pulks”, onde 5 a 15 reagdes s30
substituidas por uma unica. Entende-se por “bulk” 0 conjunto de DNA de VArios
individuos representados numa (inica amostragem.

Na utilizacdo de “bulks” € importante igualar a concentracdo dos DNAs
moldes a serem analisados. As bandas amplificadas sdo diretamente
proporcionais a quantidade de cada DNA utilizado no “pulk”. Quando o objetivo
¢ a detecgdo de polimorfismos, 0 “pulk” pode produzir falsos resultados, se
houver variagdes nas concentragdes do DNA dos diferentes individuos, devido a

competigdo do molde por “primer”(WILLIAMS, et al.).
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Marcadores Moleculares e Alface (L. sativa L.)

1-1 Objetivo

O presente trabalho teve por objetivo identificar marcadores moleculares
(RAPD- “Random Amplified Polymorphic DNA”) para a variedade de alface
Uberlandia 10.000, em comparagdo com outras quatro cultivares comerciais:

«Black Seeded Simpson”, Baba de Verdo, Mimosa (conhecida como “Salad
Bowl”) ¢ Aurélia (Fig. 2).

Baba de verao Blk Seeded Simpson 1mos : Aurélia

Figura 2 — Cultivares comerciais de alface utilizadas neste trabalho
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2 . MATERIAL E METODOS

Os experimentos de analise molecular foram realizados no Laboratorio de
Genética do Departamento de Genética € Bioquimica, enquanto 0S de campo
foram conduzidos em Casa de Vegetagdo ¢ 1na Area Experimental (Fig. 3),

ambas da Universidade F ederal de Uberlandia, Campus Umuarama.

Figura 3 Vista gefal da Area Expmental 1ocahza no Campus Umuama
da Universidade Federal de Uberlandia, Jestacando-se O primeiro
canteiro com todas as cultivares de alface utilizadas no

experimento.



(L. sativa L) o Uberldndia 10.000 Andreia Lels Send

Muarcadores Moleculares em Alface

7.1 - Material biologico

Primeiramente foi realizado o plantio de cada variedade, sendo semeadas
em bandejas de 1sopor (Fig. 4) com 200 células de 3,5 x 3,5 cm, preenchidas

com substrato vegetal (vermiculita expandida e material orgnico vegetal), a

aproximadamente 2 mm de profundidade, em jutho de 1999.

| .ﬁa _ Bandeja utiliad par semeadura das cultivares de alface.
Trinta dias apos a semeadura, doze mudas de cada variedade comercial
testada e trinta mudas da Uberlandia 10.000 foram transferidas para um canteiro
(10m x 60cm) previamente preparados na Area Experimental.
Para extracdo do DNA, as amostras constituiram-se de folhas jovens (30-
60 dias) de alface (Lactuca sativa L vr. Uberlandia 10.000). As amostras foram
imediatamente levadas ao laboratério, sendo rigorosamente lavadas em agua

corrente, enxaguadas em agua destilada e devidamente secas por papel toalha.
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2.2 - Extracio de DNA

A extragdo de DNA foi realizada segundo 0 protocolo de FERREIRA ¢
GRATTAPAGLIA (1996) com algumas modificagdes.

As folhas jovens de alface (Lactuca sativa) que foram coletadas ¢
previamente lavadas, foram pesadas € separadas em microtubos (1,5 ml) em
porgdes de 150mg. As amostras foram maceradas na presencd de nitrogénio
liquido, com auxilio de pistdes de PVC de tamanho adequado 2o microtubo.
Adicionou-se 900ul de tampao de extragdo (2% de PVP-10-polivinilpirrolidone,
NaCl 500mM, 100mM de Tris-HC1 pH 8.0, 50mM de EDTA, 2% de CTAB e
0,2% de 2-Mercaptoetanol) € 900ul de fenol: cloroférmio; alcool isoamilico
(25:24:1). A solugdo foi incubada em temperatura ambiente por 5 minutos com
suaves inversdes. Procedeu-se a centrifugagdo por 10 minutos a 8.000 rpm
sendo o sobrenadante transferido para outro microtubo. Adicionou-se 10ul
RNAse (10mg/ml) € a solugdo foi incubada por uma hora, em banho maria, a
37°C, com elevagao da temperatura a 65 °C por 15 minutos. Apbs o periodo de
incubacgdo acrescentou-se igual volume de cloroformio: alcool isoamilico (24:1)
e a solugdo foi agitada com suaves inversdes por aproximadamente 5 minutos.
Procedeu-se nova centrifugagao por 10 minutos a 8.000rpm. O sobrenadante foi
transferido para novo microtubo € o ultimo procedimento repetido. O
sobrenadante foi transferido para outro microtubo onde o DNA foi precipitado
com isopropanol gelado (2/3 do volume total) e acetato de sodio 3M (1:10). Em
seguida centrifugada 2 13.000 rpm por 5 minutos, sendo o sobrenadante
descartado. O “pellet” (DNA) foi lavado com etanol 70% ¢ seco em estufa a
37°C por duas horas, aproximadamente; ou ¢m bomba de vacuo por pelo menos
24 horas. O “pellet” seco foi ressuspendido em 100ul de TE (Tris-HC1 10 mM ¢
EDTA 1mM - pH 8,0) e, quando necessario, aquecido a 65°C para a total

dissolugdo do mesmo. Em seguida as amostras de DNA foram armazenadas em
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freezer a—20 'C.
2.3 - Quantificacio e qualificacao do DNA

O DNA extraido foi quantificado em espectrofotometro, modelo GBC-
UV/VIS911A, por leitura de absorbancia (260nm). O calculo da concentragao de
DNA feito a partir da seguinte formula:

[DNAJ= ABS(260nm) x fc x fd,
Onde:

[DNAJ- concentragdo de DNA em ng/ul

ABS(260)- leitura da absorbancia do DNA, a 260nm

fc- fator de conversio da cubeta (50)

fd- fator de diluigao da amostra (10u1 de amostra em 990ul de agua destilada ou
TE)

A qualificagdo do DNA foi obtida por eletroforese, utilizando-se gel de
agarose 0,8%. Uma vez quantificada e avaliada, a amostra fo1 diluida em TE
(10mM Tris-HCl ¢ 1mM EDTA pH 8,0) para a concentragdo de trabalho de
10ng/pl, a qual foi mantida em freezer a —20 oC.

2.4 — “Bulks”

Os “bulks” utilizados neste experimento foram obtidos a partir da mistura
de quantidades equivalentes de DNA de cinco individuos. A concentragdo final
na solucio de trabalho foi de 10 ng/ul de DNA (cada individuo contribuindo
com 2ng/ul). As concentragdes foram iguais para evitar a competi¢cdo entre 0S

moldes dos diferentes individuos, evitando assim falsos positivos.

10
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2.5 - Amplificacdo do DNA via PCR (Polymerase Chain Reaction)

utilizando a técnica RAPD

A reagdo de PCR foi caracterizada por trés etapas, que aconteceram de
forma ciclica, obedecendo a seguinte sequéncia: a) desnaturagdo da dupla fita de
DNA. b) anclamento dos “primers” € ¢) extensio dos “primers”. A desnaturagdo
do DNA acontece a 94 °C, em seguida a temperatura foi reduzida a 40 °C para
que o anelamento dos “primers” s¢ 1Ornasse possivel, por fim a temperatura
alcangou 0s 72 °C quando ocorreu a extensdo das fitas de DNA. Estas trés etapas
foram repetidas por 35 vezes, sendo que OS dois primeiros ciclos foram
realizados num tempo maior para cada etapa (para aumentar O nimero de fitas

moldes de DNA) € 0s demais 33 ciclos se processaram conforme 0S Passos

especificados na Tabela L.

Tabela 1 - Tempo ¢ temperatura de desnaturagdo, anelamento € extensdo do
DNA via PCR, atilizando a técnica RAPD.

Desnaturagao Anelamento Extensdo

Tempo Temp. Tempo Temp. Tempo  Temp.
Ciclos 1-2  1min. 94°C 1min. 37°C 2min. 72 °C
Ciclos 3-35 10Seg. 94°C 20Seg. 40°C 2min. 72°C

Ciclos 3-35 10Seg. 4% TP T C

Concluida a seqiiéncia de 35 ciclos © termociclador manteve-s¢ a
temperatura de 72 °C por cinco minutos. Decorrido este tempo @ temperatura

caiu a 4 °C, quando a reagdo pode set retirada do termociclador € aplicada em

11
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Marcadores Moleculares en Alface (L.sativa L.) 7. Uberldndia

gel de agarose para a observagdo dos resultados. O termociclador utilizado na
amplificagdo foi 0 PTC — 100, MJ. Researcch, Inc.

A reacdo de PCR utilizando a técnica de RAPD, foi otimizada,
obedecendo as seguintes concentragdes dos reagentes: 400uM de dNTPs
(Pharmacia), 3.0mM de MgCh (Pharmacia), 1,5 unidades de Taq DNA
polimerase (UFMG), tampao da Tag DNA polimerase 1X (UFMG), 10 pmol de
“primers” (Op. Tech.), BSA (10mg/mt) (1:20) e agua ultrapura ate completar o
volume de 18 pl.

Inicialmente foram testados 38 “primers” em um individuo da Uberlandia
10.000 ¢ da Black Seeded Simpson: 36 “primers” curtos (Operon Technologies)
e 2 “primers” longos. A partir deste resultado foi feita uma sele¢do prévia onde
apenas 0s “primers” que revelaram bom padrdo de amplificagdo entre 0S
individuos testados foram repetidos nos demais.

Os “primers” longos foram sintetizados pela “Macromolecular Resources”
e foram utilizados neste trabalho por apresentarem bons resultados de
amplificagdo tanto em suinos quanto em abelhas, mostrando uma tendéncia de

amplificag¢do universal.
2.6 - Eletroforese em gel de agarose

Os produtos da amplificagdo foram separados em gel de agarose 2%,
corado com brometo de etideo € submetido a corrida eletroforética (150V) com
tampao TBE 0,5X (0,23M Tris-HCl, 0,5M EDTA pH 8,0 ¢ 0,23M Acido
borico), foi utilizado um marcador de 100pb (Gibco) . O tempo de corrida foi de
aproximadamente duas horas. Apos este tempo, O resultado foi visualizado em
transluminador de luz ultravioleta, ¢ fotografado em lmage Master-VDS

(Pharmacia Biotech).

12
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2.7 - Analise estatistica

O programa utilizado para analise estatistica foi o STAT 4.5, e a distancia
entre os grupos dada pela analise UPGMA (Unweighted Pair-Group method
using Arithimetic Average _Método de Pareamento de Grupos usando Média

Aritmética Nao Ponderada).

13
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3-RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a extragdo do DNA total de folhas de alface foram testados quatro
protocolos sendo eles: “protocolo de extragio de DNA de abacaxi” (PEREIRA,
informacdo pessoal), “protocolo de extragio de DNA de feijoeiro para
amplificagao via PCR (GOULART-FILHO, informagcéo pessoal), “protocolo de
extracio de DNA de tecidos” (GOULART-FILHO, informagdio pessoal) €
«extragio de DNA gendmico total de plantas (FERREIRA e GRATTAPAGLIA,
1996), sendo 0 Gltimo o que apresentou melhor resultado com as seguintes
alteracdes:

% foram utilizados 900ul de tampao de extragdo, ao qual foi acrescentado PVP
2%, para cada amostra;

%, logo apds ter sido adicionado o tampao de extragdo, acrescentou-se 900ul de
fenol: cloroformio: alcool isoamilico (25:24:1);

% a solugdo anterior foi incubada por apenas 5 minutos em temperatura
ambiente;

% o tempo e velocidade de centrifugagdo para extragdo de proteinas com fenol:
cloroformio: alcool isoamilico (25:24:1) foi de 10 minutos a 8.000rpm ¢ para
precipitar 0 DNA 5 minutos a 13.000rpm;

& Foi incluido 0 passo de tratamento com 10ul de RNAse (10mg/ml).

Um componente fundamental para melhoria da definigdo dos produtos

amplificados foi a BSA (soro albumina bovina- 10mg/mi) (1:20) a qual atua
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estabilizando a Tag DNA polimerase.

Nas reagdes de amplificagdo foram analisados 38 “primers”, sendo que
sete apresentaram melhor resolugao no padrio de bandas e amplificagdes
eficientes para todos 0s “pulks” analisados. As reagdes de amplificagdo foram
devidamente otimizadas para que a repeti¢do ndo s¢ fizesse necessaria. Dentre
os “primers” escolhidos, quatro apresentaram bandas polimorficas.

Os sete “primers” com S€us respectivos tamanhos ¢ nameros de bandas
amplificadas estdo na tabela-1I. O numero, tamanho, presenga ou auséncia das

bandas polimorficas nas cultivares analisadas esta representado na tabela-111.

Tabela II - Numero ¢ tamanho das bandas avaliadas em cada “primer”.

[
“Primers”  Bandas totais Tamanho pb

e

ALPO1 12 550-2100
ALPO2 12 400-1400
ALPO3 12 200-1500
ALPO4 11 220-1500
ALPOS 7 320-900
ALPO6 8 400-900
ALPO7* 2 650-750

* _ “Primer” longo
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Tabela [II - Numero, tamanho, presenga ou quséncia das bandas polimorficas

nas cultivares comerciais analisadas e na Uberlandia 10.000

//
“Primers” Bandas Tamanho Uberlandia  Cultivares
polimorficas pb 10.000 comerciais
ALPO] 3 750, 1050, 1100 Presentes Ausentes
ALPO3 1 500 Ausente Presente
ALPO4 2 220, 700 Presente Ausente
ALPO6 2 620, 780 Presente Ausente

ARG T

A partir do padrao de bandas encontrado nos géis (Fig. 5) fot construida

uma matriz binaria para ser submetida ao programa STAT.

M12345678910111213 1415161718 192021222324252627M

gura 5- Padrio de bandas obido com o “primer” ALPO3.

{-3 = Black seeded simpson
4—-6 = Aurélia

6-9 = Mimosa

10 — 12 = Baba de verao

13 - 26 = Uberlandia 10.000

27 = Branco (controle)

M = Marcador 100pb (Gibco)
—» o Banda polimorfica
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Marcadores Moleculares e

A analise estatistica utilizando os sete “primers” separou as cinco
cultivares analisadas em dois grupos no limite de divergéncia de 18,8% (Fig.0).
O grupo 1 formado pelas cultivares comerciais Black Seeded Simpson”, Baba de
Verio, Mimosa e Aurélia. O grupo 2 é composto pela Uberlandia 10.000.

O grupo 1 separa-s¢ em dois subgrupos, A ¢ B, no limite de 8,6% de
divergéncia. Foram colocadas 1o subgrupo A as cultivares Mimosa, “Black
Seeded Simpson” € a Aurélia € no subgrupo B a variedade Baba de Verdo. O
subgrupo A apresentou uma nova divisio no limite de divergéncia de 7,9%
separando a Baba de Verdo da Aurélia e da “Black Seeded Simpson™.

Esta separacdo entre a variedade Uberlandia 10.000 ¢ as outras quatro €
considerada satisfatoria para o objetivo proposto € pode indicar uma possivel
correlagdo com a quantidade de vitamina A produzida pelas mesmas ja que a
Uberlandia 10.000 produz cerca 10.000 UI enquanto que as demais variam de
350 a 4.500 Ul Isso implica em maiores estudos tanto dos genes envolvidos
nesta caracteristica como dos proprios marcadores encontrados.

Dentre os “bulks” de uma mesma variedade ndo houve divergéncia,
indicando uma provavel homogeneidade genética. A homogeneidade genética
destas cultivares pode ser devido ao procedimento comum das mesmas serem
selecionadas em geragdes avangadas onde a segregagdo praticamente nio ¢

encontrada.
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Maadores Molsulasem Alfie (1 sativa L) v Ubelindia 100002

Distancia Genética entre variedades de alface usando marcadores RAPD

ek | —]

UDno 05

UDI10_06
UDno o7 ¢
UDI10_08
UDio_09 ¢
D010 ¢
upno_11
UDI10 12
UDI10 13
Do 14 ¢

-0.01. — l0.04 | 0.09 | l0,14 — .0.19
Primers: ALP 01, ALP 02, ALP 03, ALP 04, ALP 05, ALP 06, ALP 07

Figura 6 — Dendograma das distancias genéticas entre as cultivares de alface com base

em marcadores RAPD.
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4-CONCLUSAO

Foram encontrados quatro provaveis marcadores RAPD para a variedade

de alface Uberlandia 10.000 (Lactuca sativa). No entanto, faz-se necessario a
analise de geragdes futuras dos individuos testados para comprovar a existéncia

de tais marcadores.
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