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RESUMO

Ancias genéticas entre individuos ou populagdes em um

O conhecimento das dist
ode complementar informagoes fenotipicas auxiliando na

programa de melhoramento p
escolha de individuos para hibridagoes € obtencio de populagdes segregantes com maior
variabilidade. A técnica RAPD que detecta polimorfismos de seqiiéncias de nucleotideos
baseada na amplificagdo de DNA, usando como iniciador um oligonucleotideo de sequiéncia
arbitraria (“primer”), tem vantagens que a torna indicada no uso rotineiro em estudos de
parentesco genético. Os objetivos deste trabalho foram: identificar “primers” que gerem
polimorfismos entre genotipos de algodoeiro (Gossypium hirsutum 1..), comparar o efeito
a determinagdo de polimorfismos, determinar distancias genéticas

do tamanho de “primers” 1
tilizando a técnica de DNA

entre 24 gendtipos de algodoeiro oriundos de 8 paises u
o acaso (RAPD) e comparar com resultados obtidos pela analise

polimérfico amplificado a
tipos baseada na avaliagdo d
6tipos foram avaliados pela técnica

e 52 caracteristicas qualitativas e

fenética destes 24 gend
axonomia numErica. Os 24 gen

qQuantitativas usando a t
RAPD utilizando “primers”

om presenca (1) e auséncia
plementos de Nei e Li e distincias de

curtos € combinagdes de “primers” longos. Uma matriz foi

(0) de bandas, sendo as distancias

montada de acordo €
entagens de desacordo, com

calculadas pelas pore
MA. Os “primers” curtos geraram bandas

os pelo método UPG

Jacard e os grupament
dos gendtipos, enquanto que 0s “primers’

polimorficas que foram eficientes na diferenciagdo

m mostrar diferengas en
o método que melhor correlacionou com as

tre os genotipos. Comparando os trés

longos n3o conseguira

métodos para célculo das distancias geneticas,
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distdncias obtidas na analise de caracteres fenotipicos foi a porcentagem de desacordo,
sendo que esta concordou em 93% com a distdncia de Jacard e em 91% com o
complemento de Nei e Li. A maxima porcentagem de desacordo verificada entre os
genodtipos baseada nos polimorfismos gerados por “primers” curtos foi de 18%, indicando
Possivelmente uma base genética ndo t3o ampla quanto revelada por caracteres fenotipicos.

P r1e [13 . 2 T
A correlagdo entre a andlise fenotipica e analise com “primers” curtos foi moderada e

Negativa (r=-0.43).



ABSTRACT

Knowledge of genetic distances among individuals or populations in plant breeding
phenotypic information and to help chose of

programs can be used to complement
populations with high variability. The

individuals to breed for achievement of segreganting
polymorphisms in a DNA amplification-based

RAPD technique detects nucleotide sequence
assay using single primer of arbitrary nucleotide sequence. It has advantages that makes it a
renetic relatlonshlps The objectives of this

feasible technique for routine use in studles of g
which produce polymorphisms among cotton (Gossypium

Study were: to identify primers
to compare the effec
genetic distances among 24 cotton genotypes from eight

hirsutum 1) genotypes, t of primer length in generation of

polymorphisms, to determine

Countries using the RAPD technique comp
on 52 qualitative and quantitative characteristics using

aring them with results obtained through phenetic

analysis of the same genotypes based

humerical taxonomy. The 24 genotypes Were evaluated b
primers. RAPDs were scored as presence (1) or

y the RAPD technique utilizing

short primers and combinations of long
nds reproducible in duplicated
arity matrix based on Percent Desagreement, Nei

absence (0) of prominent ba PCR reactions. These data were
subjected to analyses to produce dissimil
& Li’g complements and Jacard’s distances UPGMA was utilized to create dendrograms
distance matrices. Short

es, while long
o methods used for estimation of genetic

based on the genetic primers produced polimorphic bands that were
efficient in distinguishing genotyp primers couldn’t distinguish differences

among the genotypes. Comparing the thre
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distances, the method that better dealt with distances obtained through analyses of the

phenotypic characters was the Percent Desagreement. This method also agred in 93% with

Jacard’s distances and 91% with Nei & Li’s complements. The maximum percent

desagreement found between pairs of genotypes based in the polymorphisms produced by

short primers was 18%, possibly indicating a narrower genetic basis than with phenotypic

analysis. The correlation among phenetic analysis and RAPD based on short primers, was

moderate and negative (r=-0.43).



1. INTRODUCAO

O género Gossypium compreende cerca de 50 espécies originarias da Aftica
Américas do Sul e Central, Australia, Galapagos e Havai (FRYXELL apud REINISCH ef

al., 1994). Entre estas espécies quatro s3o cultivadas comercialmen
s remotos, além de oferecer os mais variados

te, produzindo fibras de

alto valor téxtil, conhecidas desde tempo
O algodoeiro “herbaceo”, “anual” ou “upland”, Gossypium

subprodutos da fibra e semente.
da produgdo mundial, sendo cultivado nas mais

hirsutum L., responde por cerca de 90%

variadas condigdes ambientais.
portante papel econdmico, € principalmente social, na

No Brasil esta cultura tem im

nas varias etapas de produgdo, beneficiamento, industrializagdo e

absorgdo de mao-de-obra

Comercializagdo.
primeiras gspécies em que OS principios Mendelianos

O algodoeiro foi uma das
a longa historia de melhoramento

foram aplicados (BALLS apud SPARKS, 1995) e tem um
vidade, no rendimento de pluma e na qualidade

genético, com ganhos relevantes na produtt
rama de melhoramento O conhecimento das distancias

da fibra, dentre outros. Em um prog
dividuos ou populagdes
ente de genotipos. Este conhecimento pode

permite melhor organizagdo do

genéticas relativas entre in

amostragem mais efici

germoplasma e uma
s auxiliando na escoltha de individuos para hibridagdes

complementar informagdes fenotipica
regantes com maior vari

éticas ¢ frequente © usO de caracteres

abilidade genética.

€ na obtengdo de populagdes S€&
distancias fen

Na determinagdo de
uantitativos. No entanto, este procedimento €

morfolégicos qualitativos € caracteres 4



limitado quanto a obtengdo de resultados fidedignos pois tais caracteristicas podem sofrer
interferéncia das interagdes gendtipo x ambiente e também pela falta de niveis adequados de
polimorfismos. Assim, inferéncias genéticas a partir de relagdes fenéticas podem apresentar
distorgdes levando a erros nos processos de tomada de decisGes em programas de
melhoramento genético. Com o advento da biologia molecular outras técnicas utilizando a
estrutura, organizagdo e fungdo do material hereditario tém sido usadas para determinar
distancias genéticas, na tentativa de resolver complicagBes advindas da anélise de caracteres

fenotipicos. Por isto, o uso de marcadores genéticos moleculares surge como poderosa

ferramenta para analise de parentesco € diversidade genética.

Novos testes genéticos baseados na amplificagdo seletiva do DNA tornaram-se
Possiveis gragas 4 tecnologia da reagdo em cadeia da DNA polimerase (PCR). Um destes
testes detecta polimorfismos de seqiiéncias de nucleotideos baseado na amplificagdo de
DNA, usando como iniciador um oligonucleotideo de seqiiéncia arbitraria (“primer”). Este
«Random Amplified Polymorphic DNA”), tem vantagens

procedimento, chamado RAPD (
formagdo sobre a seqiiéncia de DNA; utilizar

como: ser automatizado; ndo requerer
jo usar radioatividade e requerer pequena

protocolos relativamente rapidos e faceis; b
s RAPDs podem ser rotineiramente aplicados

quantidade de DNA. Sendo assim, marcadore
ive para estimar parentesco genético entre

para questdes especificas de germoplasmas, inclus

individuos em estudos populacionais intraespecificos.

o foi realizado com 08 seguintes objetivos: identificar “primers”

O presente trabalh
comparar o efeito do tamanho de

genotipos de algodoeiro,

que gerem polimorfismos entre
ar distdncias genéticas entre 24

polimorfismos, determin

(44 .
primers” na determinagdo de
o a técnica de DNA polimérfico

s de oito paises utilizand

genétipos de algodoeiro oriundo
idos por PENNA (1980) com

parar com resultados obt

amplificado a0 acaso (RAPD) € com
enotipos baseada na avaliagio de 52 caracteristicas

a analise fenética dos mesmos 24 g
nica da taxonomia numérica.

Qualitativas e quantitativas usando a téc



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Técnicas moleculares: otimizacio, heranca e repetibilidade

Informacdes sobre o parentesco ou a similaridade genética entre cultivares dentro de

um banco de germoplasma tém aplicagbes importantes no melhoramento de plantas.

Anélises desta natureza auxiliam o melhorista na escolha de progenitores para cruzamentos,
identificam linhagens e populagdes qﬁe devem ser mantidas para preservar a maxima
diversidade genética em bancos de germoplasmas e podem indicar o melhor caminho a ser
seguido para obtengdo de resultados promissores (THORMANN, OSBORN, 1992).

Por muitos anos os methoristas contaram com ensaios fenotipicos para analisar a
divergéncia genética. A eficiéncia desta analise esta em fungdo de fatores que transcendem o
gendtipo. Assim, na tentativa de amenizar certas complicagdes advindas da avaliagdo do
fenotipo, sdo propostos ensaios baseados na analise direta do DNA (TINGEY, RAFALSKI,
WILLIAMS, 1992).

Técnicas simples para detecgdo de polimorfismos em seqiiéncias de DNA foram
desenvolvidas e tém valiosas aplicagdes na determina¢do de parentescos genéticos
(THORMANN, OSBORN, 1992). A utilidade destes marcadores ¢ determinada em grande
parte pela tecnologia que € empregada para revelar os polimorfismos (TINGEY,
RAFALSKI, WILLIAMS, 1992).

BOTSTEIN ef al. (1980) desenvolveram uma técnica baseada na variagdo de

posicdo de sitios de restrigdes de endonucleases entre genotipos. Estes marcadores que



foram chamados RFLPs (“Restriction fragment length polymorphisms™) sdo detectados pela
hibridagdo de DNA, digerido com enzimas de restrigdo, com clones de DNA de seqiiéncia
conhecida (sondas) em “Southern blots”. Fragmentos de tamanhos idénticos de diferentes
gendtipos sdo interpretados como representando similaridades genéticas e fragmentos de
tamanhos diferentes como diferencas genéticas (THORMANN, OSBORN, 1992). RFLPs
fornecem a vantagem de um namero ilimitado de marcadores polimoérficos quando
comparados com proteinas e enzimas variaveis (SKROCH, TIVANG, NIENHUIS, 1992).

Analise realizada em Capsicum sp com marcadores RFLP demonstrou haver boa
correlagdo entre distancias genéticas medidas por RFLPs e isoenzimas (PRINCE, LOAIZA-
FIGUEROA, TANKSLEY, 1992). Em espécies e subespécies de Musa, anilise filogenética
e fenética baseada em RFLPs demonstrou coeréncia com analises baseadas na morfologia,
com algumas exce¢des (GAWEL, JARRET, WHITEMORE, 1992). Muitas outras espécies
tiveram seus DNAs analisados por RFLPs, contudo, o uso destes para estudos de
organizagio de germoplasmas ¢ limitado pelo custo e dificuldade de coleta dos dados
(SKROCH, TIVANG, NIENHUIS, 1992).

Com o desenvolvimento da tecnologia da reacdio em cadeia da DNA polimerase
(PCR) outras técnicas foram desenvolvidas para detec¢do de polimorfismos de DNA pela
amplificagdio de fragmentos especificos de DNA e separagio dos fragmentos por
eletroforese para visualizagdo dos polimorfismos. Uma destas técnicas foi desenvolvida
independentemente por WELSH, MCCLELLAND (1990) e WILLIAMS et al. (1990) e foi
chamada RAPD (“Random amplified polymorphic DNA”). Este método se baseia na
amplificagio ao acaso do DNA alvo usando como iniciador (“primer”) um oligonucleotideo
com cerca de 10 bases de seqiiéncia arbitraria sob condigdes de baixa estringéncia. O
“primer” encontra varias seqiiéncias complementares ao longo do genoma e quando tais
seqiiéncias estdo a poucas centenas de pares de bases de distancia umas da outra e em fitas
opostas, a regifo inclusa pode ser amplificada pela polimerase. A auséncia deste produto
amplificado em outro individuo ou cultivar pode ser por causa da perda do sitio no DNA

devido a mutacgdo, delegdo ou inser¢io (MURALIDHARAN, WAKELAND, 1993). De




acordo com os produtos amplificados, polimorfismos sdo revelados. Estes marcadores sdo
faceis de serem detectados pois ndo requerem informagdes sobre a seqiiéncia de DNA a ser
amplificada ou a sintese de “primers” especificos. Duas outras vantagens sdo a
automatizagio do processo e a pequena quantidade de DNA requerida (THORMANN,
OSBORN, 1992), pois podem ser amplificadas quantidades de DNA tdo minimas quanto as
de um unico grio de polen (PETERSEN, JOHANSEN, SEBERG, 1996). Estas vantagens
fazem com que marcadores RAPD sejam escolhidos para determina¢do de similaridades
genéticas (THORMANN, OSBORN, 1992).

A técnica do DNA polimorfico amplificado ao acaso (RAPD) surgiu como uma
poderosa ferramenta para detectar seqiéncias polimorficas. Consequentemente ela
encontrou uso em uma variedade de aplicagdes incluindo mapeamento, identificagdo de
espécies e cultivares e analise de parentesco. Contudo, esta técnica tem algumas limitagdes.
Em geral estas limitagdes se referem aos marcadores de natureza dominante (ndo
distinguem loci em estado heterozigoto) e a falta de reprodutibilidade entre rea¢des de
RAPD. Um estudo dialélico em Pseudotsuga menziesii e Picea glauca confirmou a herahga
dominante dos marcadores RAPD na geragdo F1 (CARLSON et al., 1991).

Mudangas minimas nas condi¢Oes da reagdo podem afetar significativamente os
produtos da amplificagdo. Um aspecto perturbador da analise RAPD ¢ a amplificagdio de
bandas de DNA de progénies que nio sdo amplificadas nos DNAs dos pais. A banda ndo
parental consiste de uma molécula heteroduplex formada entre duas seqiiéncias alélicas de
tamanhos diferentes. Estes dados demonstram que moléculas heteroduplex formadas entre
produtos RAPD sdo uma potencial fonte de polimorfismo artificial que pode aparecer
durante a analise. Portanto, em caso onde a freqiiéncia de formagio de heteroduplex é
baixa, a técnica seria aplicavel. Contudo, quando a freqiiéncia desses produtos ¢ alta,
produtos RAPD devem ser separados em géis desnaturantes para assegurar a veracidade da
andlise (AYLIFFE et al., 1994).

A reprodutibilidade dos padroes RAPDs é a maior preocupagio de muitos

pesquisadores e muitos laboratorios tém trabalhado para otimizar as condigdes de reagdo



com relagfo as suas condigdes particulares: amostra de DNA, reagentes e equipamentos. A
comparabilidade de diagnosticos de marcadores RAPD produzidos por diferentes
laboratdrios permanece desconhecida. Comparando padrdes de amplificagio de 13 DNA
polimerases comerciais nota-se que todas polimerases que derivam de Thermus aquaticus
produzem padrdes similares de amplificagdo, enquanto que todas polimerases de outras
fontes (exceto, Tfl de Thermus flavus) amplificaram muito pouco ou nenhum produto.
Portanto, diagnosticos com marcadores RAPD identificados em diferentes laboratérios
podem ndo necessariamente ser permutdveis e condizentes, a ndo ser que as mesmas
condi¢bes de reagdo e, em particular, o mesmo tipo de polimerase forem usadas
(SCHIERWATER, ENDER, 1993).

A marca da polimerase, do termociclador, a temperatura de anelamento e o
“primer”, sio importantes fatores na obten¢do de bons rendimentos e padrdes de
fragmentos de DNA. Cada “primer” tem sua temperatura otima de anelamento e isto ndo
est correlacionado com o conteudo de GC do “primer” (WOLFF, SCHOEN, RIJN, 1993).

A amplificagio do DNA em PCR ¢ significativamente afetada pela temperatura,

concentragio de Mg , “primer” ¢ DNA molde. Comparando duas concentragdes de

“primer” e DNA molde, diferencas quantitativas e qualitativas sdo encontradas. Algumas

bandas detectadas em baixas concentragdes (15 ng de “primer” e 25 ng de DNA) estdo

ausentes em produtos de alta concentracio (45 ng “primer” e 100 ng de DNA) enquanto

que novas bandas aparecem. Um outro problema é que em altas concentragdes muitos

produtos atingem niveis detectaveis sem produzir bandas definidas, transtornando a analise.

Se este efeito de concentragdo de DNA € “primer” em RAPD nido ¢é reconhecido, ele pode

levar a problemas de reprodutibilidade (MURALIDHARAN, WAKELAND, 1993).

Os comprimentos de oligonucleotideos com seqiiéncias arbitrarias usados para
amplificagdo de seqiiéncias de DNA sdo variaveis, 20 bp para AP-PCR (“arbitrarily primed
PCR) (WELSH, MCCLELLAND, 1990), 10 a 12 bp para RAPD (“random amplified
polymorphic DNA”) (WILLIAMS et al., 1990) e 5 pb para DAF (“DNA amplification

fingerprinting”) (CAETANO-ANOLLES, BASSAM, GRESSHOFF, 1991). A variagdo do




tamanho dos fragmentos da PCR ¢ dependente do método usado, sendo até 500 bp para
AP-PCR e DAF e 300 a 4.000 bp para RAPD. Variagdes nos padrdes RAPD sdo
observados entre termocicladores e entre polimerases. A reprodutibilidade dia a dia €
excelente quando o termociclador tem um controle termal preciso. Um estudo de
reprodutibilidade para RAPD é extensivo a AP-PCR e DAF que, em principio, sdo similares
a0 RAPD. A menos que sejam padronizadas as reagdes de amplificagdes, o método RAPD

ndo permite a constituigdo de banco de dados de padrdes para identificagdo de ragas de

microrganismos (MEUNIER, GRIMONT, 1993).
As herdabilidades de produtos de amplificagdo que representam polimorfismos

gendmicos parecem seguir as leis Mendelianas. O método RAPD pode gerar padrdes de

bandas variaveis que ndo sio devido a variagdo genética e que sfio chamadas artefatos.

Estes artefatos contribuem para a nido reprodutibilidade e perda de confiabilidade do

método em estudos genéticos. Condigdes néo adequadas durante a reag@io de amplificagdo

levam a formacdo dos artefatos. A concentragio do DNA, temperatura de anelamento e

concentragio de Mg™ sdo as principais fontes de artefatos relatadas em RAPD. Um alto

nivel de padronizagdo € controle é necessario para que os produtos gerados pelo RAPD

sejam reproduziveis, marcados com confianga e resolvidos consistentemente entre reagdes

amplificadas separadamente. A presenca de variagdo artificial em padrdes de bandas RAPD

mostra a importéncia da padronizagdo da concentragao do DNA por meio da analise

espectrofotométrica. Cada “primer” pode requerer otimizagdo com relagdo as condigdes de

amplificagio (ELLSWORTH, RITTENNHOUSE, HONEYCUTT, 1993).

A pureza do DNA molde ¢ crucial para a reprodutibilidade dos resultados, enquanto
a concentragio do molde pode variar de 3 a 30 ng por 25 pl de reagio sem afetar
seriamente o padrio RAPD. A concentragdo de “primer” e Mg"" também pode variar de 2 a

5 vezes e ainda manter o padrdo de produtos RAPD. Analises de segregagdo indicam que

quase todo registro de RAPD em populagbes segregantes de ervilha e magd refletem

variagBes genéticas verdadeiras que podem ser alocadas aos respectivos mapas de liga¢do.

Entretanto, equivocos Nnos registros foram evidentes e pareceram ser atribuidos a



* contaminagio do DNA molde ou pequena quantidade do produto amplificado. E concluido
que a técnica RAPD ou suas modificagdes, mostraram ser vantajosas para mapeamento
genético e possivelmente identificagdo varietal. Resultados menos controlados como
aplica¢des em estudos de diversidade genética ou filogenética devem requerer interpretagdo
mais cautelosa (WEEDEN et al., 1992).

Picea glauca e Picea engelmannii € seus hibridos sio dificeis de serem
diferenciados morfologicamente. Quatro “primers” de 10 bases mostraram produtos de
amplificagdio espécie-especificos. A consisténcia e reprodutibilidade desses produtos foram
avaliados em mais de duas reagdes de amplificagdo. De acordo com as freqiiéncias dos

produtos acima citados, é possivel estimar a fragdo hibrida indicativa de verdadeira

introgressdo entre as duas espécies (KHASA, DANCIK, 1996).

2.2. Marcadores moleculares € fenotipicos no estudo de parentesco genético

Um estudo de variabilidade genética baseado em marcadores RFLP e RAPD em

espécies do género Arachis demonstrou baixo nivel de variabilidade entre cultivares

americanas de Arachis hypogaea L. € abundante variabilidade entre espécies selvagens do

mesmo género. Isto sugere que hibridagdes envolvendo as diferentes espécies do género,

podem ser utilizadas para aumentar a variabilidade da espécie cultivada (HALWARD et al.,
1991).

O uso de marcadores RAPD mostrou-se eficiente na constru¢do de dendrograma
sumarizando relagdes genéticas entre 25 acessos de Azolla. Os resultados sugerem que

marcadores RAPD podem ser usados para estudos de classificagdo e filogenética neste

género (VAN COPPENOLLE et al., 1993).

No estudo de similaridade genética entre gendtipos de Brassica oleracea usando

marcadores RAPD e RFLP, SANTOS ef al. (1994) concluiram que RAPDs fornecem

resultados equivalentes a RFLPs.



Anélises baseadas em marcadores moleculares podem ser usadas com sucesso para

estudos filogenéticos entre espécies de Allium. A avaliagio de um maior numero de

cultivares de cada espécie e outras espécies selvagens proximas das espécies cultivadas seria

desejavel e permitiria a construgdo de dendrogramas menos tendenciosos e mais detalhados.
Assim outras espécies selvagens com potencial em programas de melhoramento poderiam

ser identificadas (WILKIE, ISAAC, SLATER, 1993). Quando a distincia genética
intraespecifica em alho (A/lium sativum L.) € avaliada por dados morfolégicos dois grupos

sdo identificados, entretanto, MAAB, KLAAS (1995) trabalhando com isoenzimas e

RAPDs obtiveram trés grupos.
A relagio genética e taxondmica entre populagBes de Abies nebrodensis e Abies

alba analisadas por RAPD e aloenzimas mostram clara diferenciagio entre estas espécies e

fornecem suporte para a classificagdo em dois diferentes grupos taxonémicos (VICARIO et

al., 1995).
Um alto nivel de variagio em padrdo de fragmentos foi observada entre e dentro de

espécies do género Hordeum quando “primers” de 10 bases foram usados para amplificacdo
a0 acaso de DNA. Os fenogramas construidos confirmaram parentesco prévio entre as
espécies analisadas. Foi sugerido que devido ao grande numero de polimorfismos gerado
por cada primer, a andlise RAPD seria mais precisa na investiga¢do de parentesco entre

populagdes de uma mesma espécie ou espécies muito proximas, que entre espécies menos

relacionadas (GONZALEZ, FERRER, 1993).

Em um estudo realizado com hibridos e variedades de cana-de-agicar para
determinar a diversidade de DNA, duas metodologias foram utilizadas baseadas na
tecnologia da reagdio em cadeia da DNA polimerase. Um método utilizou como “primer”
oligonucleotideos de 10 bases de sequéncia arbitraria € o outro utilizou microsatélites e
telémeros especificos. Os resultados mostraram que os “primers” especificos (microsatélites
e teldmeros) ndo sio adequados para determinagdo de diversidade de DNA, mas indicados

para o desenvolvimento de uma metodologia de rotina, na identificacio de variedades de

cana-de-agucar (HARVEY, BOTHA, 1996).
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As similaridades genéticas entre oito cultivares de centeio foram estimadas usando
as técnicas RFLP e RAPD. Foram observados 53 fragmentos polimérficos por RFLP ¢ 94
fragmentos polimorficos por RAPD. A estimativa de parentesco genético baseada nos
produtos RFLP concordou mais com a genealogia das cultivares, quando comparado com
os resultados do RAPD. O uso de amostras em “bulk” do DNA nestas analises afetaram
mais a sensibilidade dos ensaios de RAPD. O dendrograma produzido com todos os
fragmentos, RAPD e RFLP, refletiram melhor o parentesco entre as cultivares que
dendrogramas baseados em apenas um tipd de marcador. Isto reflete a importincia do
nimero de marcadores usados na determinagdo de parentesco genético entre gendtipos
(LOARCE, GALLEGO, FERRER, 1996).

Marcadores RAPD sdo confiadamente habeis na diferenciagdo entre subgrupos de
Coffea arabica e fornecem uma ferramenta molecular poderosa no estudo da distribuicao
da diversidade genética desta espécie. Podem também ser usados para detectar introgressdo
interespecifica natural e artificial entre C. canephora e C. arabica por meio da identificagio
de produtos espécie-especificos. Marcadores RAPD t€m o potencial para unir o
convencional e biotecnologico no melhoramento do cafeeiro (OROZCO-CASTILLO ef al.,
1994),

Quando analises filogenéticas baseadas em caracteres morfologicos, aloenzimas e
marcadores RAPD foram realizadas em ervilha (Pisum) confirmou-se a forte relacio entre
espécies selvagens e cultivadas proposta por varios estudos sistematicos. Os dados RAPD
suportam o mesmo agrupamento feito pelos dados morfologicos e aloenzimas e fornecem
informacdes adicionais respeitando a relagdo entre os taxons. Visto que, RAPDs sio
relativamente rapidos e ficeis para uso, sdo imunes a muitas influéncias ambientais, podem
ser gerados em grande numero e podem complementar caracteres tradicionais, constituem
um valioso recurso para estudos filogenéticos (HOEY, CROWE, JONES, 1996).

Dendrogramas construidos para estudos intra e interespecificos do género Rosa
utilizando primers de 10 bases mostraram uma boa correlagdo com classificages prévias

feitas por diferentes autores baseadas em estudos morfologicos. Os resultados indicaram
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que RAPD é uma técnica sensivel e precisa para analise gendmica em rosa (MILLAN et al.,
1996).

Utilizando homozigotos proximos de gendtipos elite de algoddo derivados de
hibridagdo interespecifica e representantes tipicos de Gossypium hirsutum e G. barbadense,
dendrogramas foram gerados a partir de distincias genéticas obtidas com RAPDs e
distancias taxondmicas médias obtidas com dados morfologicos. A classificaciio de todos os
genotipos baseado nos dois métodos fornece resultados similares, com correlagdio de 0.63
entre distancia genética e distancia taxonOmica. Este experimento demonstra que analise
RAPD pode fielmente determinar relagdes genéticas dentro de um germoplasma diverso de
Gossypium (TATINENI, CANTRELL, DAVIS, 1996).

Quatorze populagdes de Panicum virgatum L. representando ecdtipos de planicie e
planalto foram avaliadas quanto a diversidade genética por meio de marcadores RAPD.,
Embora a relagdo entre 0 nivel de ploidia € o ecotipo permanecesse obscura, perfis de
RAPD podem ser usados para identificar populagBes desta espécie e na predigio de

parentesco genético entre germoplasmas experimentais e populagdes liberadas para plantios

(GUNTER ef al., 1996).
Resultados similares foram obtidos aplicando as técnicas RFLP e¢ RAPD com

respeito a estrutura genética de 7heobroma cacao L. Desta maneira, RAPDs parecem ser

tio eficientes quanto RFLPs para classificagdo de genotipos de cacao (N’GORAN ef al.,

1994).
DEMEKE et al. (1996) trabalhando com RAPD em batata concluiram que medidas

de similaridade associadas & analise da coordenada principal refletiram a dire¢io esperada
em relacio a irmdos germanos e meio irmdos neste vegetal. Entretanto, houveram
importantes excegdes nas quais variedades relacionadas demonstraram ser geneticamente
diferentes, como se ndo tivessem nenhum parentesco proximo. Os dados sugeriram que

andlise RAPD deve ser usada conjuntamente com informagdes da genealogia para fornecer

uma medida mais fidedigna da divergéncia genetica.
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Em inhame (Dioscorea bulbifera L.) também ficou claro que a analise com RAPDs
¢ altamente informativa para estimar a diversidade genética bem como padrdes de
parentesco genético entre cultivares (RAMSER et al., 1996).

Em maméo (Carica papaya L.) STILES et al. (1993) construiram um dendrograma
de 10 cultivares baseado em polimorfismos produzidos por 11 “primers”. Os autores

concluiram que a técnica RAPD ¢ precisa , rapida e sensivel para anlise gendmica de

cultivares.
Polimorfismos de DNA entre trinta e oito clones pertencentes a trés variedades de

Camellia sinensis foram detectados por RAPD. Anilise de diversidade genética baseada
nestes RAPDs mostrou-se consistente com a presente classificagdo taxonémica e com os
“pedigrees” conhecidos de alguns clones. A analise RAPD também distinguiu todos os 38
clones comerciais, mesmo aqueles que ndo podem ser distinguidos com base em caracteres
morfologicos (WACHIRA et al., 1995).

Marcadores RAPD em trevo vermelho (7rifolium pratense 1.) foram usados para
identificar cultivares. Foram utilizados 14 “primers” de 10 bases para amplificar DNA
gendmico de amostras de folhas de 15 cultivares de origens Européia, Japonesa e Norte
Americana. Foram observados um total de 79 produtos amplificados, onde 55 foram
polimorficos e bandas cultivar-especificas foram verificadas com 13 “primers”. Os padrdes
de amplificagdo obtidos por dois deles foram suficientes para distinguir todas as cultivares
(KONGKIATNGAM et al., 1996).

Raphanus sativus e Sinapis alba sdo distinguidos de taxons Brassica com o uso de
RAPDs. Cultivares de repolho e couve-flor também podem ser separados por RAPD.

Marcadores RAPD parecem ter uso para estudos taxonémicos a nivel de variacio de
populagdes, espécies e talvez género (DEMEKE, ADAMS, CHIBBAR, 1992),
Distancias genéticas entre cultivares de arroz (Oryza sativa L) estimadas de padrdes

de bandas RAPD correlacionaram alta e positivamente com distancias estimadas por

coeficientes de parentesco (r=0.59). RAPDs podem ser usados para classificagio de
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cultivares de arroz, porém, muitos “primers” s30 necessarios para distinguir cultivares muito
proximas (MACKILL, 1995).

A identificagdo fenotipica de linhagens e cultivares melhoradas ¢ uma atividade
critica para companhias e laboratérios de sementes. Esta identificagio permite nio apenas
controlar a propagagdo e comercializagdo de seu germoplasma, mas também controlar a
qualidade de seus produtos. Em Brassica oleracea L. marcadores RAPD discriminam
cultivares de brocolos e couve-flor por padrdes de bandas. Marcadores gerados por dois
“primers” em brocolos e trés “primers” em couve-flor foram suficientes para distinguir cada
uma das cultivares (HU, QUIROS, 1991).

Marcadores RAPD gerados por 30 primers foram usados para impressdes digitais
em 12 cultivares e uma linhagem de Gossypium hirsutum € uma cultivar de G. barbadense,
todas de origem Australiana. Dos 453 marcadores identificados, 15.2% estavam presentes
apenas na cultivar de G. barbadense. Dos marcadores restantes 33.3% estavam em todas 13
cultivares de G. hirsutum. Analise de agrupamento de distdncia genética estimada entre as
cultivares revelaram estreita concordincia com a conhecida filogenia das cultivares. Dez das
cultivares de G. hirsutum puderam ser caracterizadas individualmente baseado em

marcadores RAPD cultivar-especificos, sendo assim possivel diferenciar cultivares muito

proximas por marcadores moleculares (MULTANI, LYON, 1995).
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3. Material e Métodos

3.1. Material genético

As sementes dos 24 genotipos da espécie Gossypium hirsutum L. usados neste

trabalho foram cedidas pela Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais

(EPAMIG) e Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria (EMBRAPA). Esta tltima

cedeu sementes por meio do Centro Nacional de Pesquisa do Algoddo (CNPA) e do Centro

Nacional de Recursos Genéticos (CENARGEN). Na Tabela 1 estdo listadas os genotipos e
seus respectivos paises de origen. Estes gendtipos ndo representam uma amostragem

aleatéria das cultivares plantadas nos oito paises de origem e tampouco os paises

representam amostra aleatéria dos paises que cultivam o algodoeiro.

O plantio foi realizado em 02 de Setembro de 1996 em vasos de 3 litros colocados

em casa de vegetagdo localizada no Campus Umuarama da Universidade Federal de
Uberléncia e com cobertura que permitia a passagem de 50% dos raios solares. O

substrato foi 1/3 de adubo organico e 2/3 de terra de barranco. A adubagdo foi efetuada de
ac‘ordo com analise de solo e recomendagdo da
dade do solo do estado de Minas Gerais, 1989). Foram

“IV Aproximag¢do do Estado de Minas

Gerais” (Comissdo de fertili

semeadas cinco sementes de cada genotipo por Vaso, sen
10 dias contados a partir do aparecimento dos primordios

do que trés plantas tiveram suas

folhas jovens (aproximadamente

foliares) amostradas (uma por planta) em “hulk” para extragdo do DNA.



15

Tabela 1 - Lista dos 24 genotipos de algodoeiro utilizados e seus respectivos paises de

origem.

N* Identificacfio Gendtipos Pais de Origem (Abreviagao)
01 IAC-13-1 BRASIL (BR)
02 IAC-RM4-SM5 BRASIL (BR)
03 Minas Dona Beja BRASIL (BR)
04 SU 0450/8909 BRASIL (BR)
05 4959 BULGARIA (BU)
06 6396 BULGARIA (BU)
07 4F PAQUISTAO (PQ)
08 Del Cerro PERU (PE)

09 SK 14 TAILANDIA (TH)

10 CA(68)41 UGANDA (UG)

11 Acala SJ-5 EUA (EU)

12 Coker 5110 EUA (EU)

13 Deltapine Land 16 EUA (EU)

14 Lankart LX 571 EUA (EU)

15 Paymaster 303 EUA (EU)

16 Stoneville 213 EUA(EU)

17 Westburn M EUA(EU)

18 149-F ex-URSS (UR)

19 153-F ex-URSS (UR)

20 2421 ex-URSS (UR)

21 C-4727 ex-URSS (UR)

22 Tashkent-1 ex-URSS (UR)

23 Tashkent-2 ex-URSS (UR)
Tashkent-3 ex-URSS (UR)
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3.2. Extracio de DNA

Das trés folhas jovens colhidas, 300 mg foram maceradas em nitrogénio liquido
imediatamente apos a colheita e a extragdo do DNA procedeu-se de acordo com o
protocolo modificado de DOYLE, DOYLE (1990) pela adigdo de polivinilpirrolidone

(PVP-40). O macerado foi transferido para tubos de eppendorf de 2 ml e imediatamente
foram adicionaddos 600 ul do tampdo de extragdo (CTAB 2%, NaCl 1.4 M, EDTA 20
mM, Tris HCl 100 mM pH 8.0, PVP-40 1% e de B mercaptoetanol 0.2%). Em seguida os
tubos foram incubados a 65°C por 30 minutos. Apds incubagéo foi adicionado igual volume
de cloroformio:alcool isoamilico (24:1) sendo o produto centrifugado a 12.000 rpm por 5
minutos. Nesta etapa proteinas e fragmentos celulares foram separados na parte inferior do
tubo e o0 DNA ficou na fragdo sobrenadante, sendo esta transferida para outro tubo. Esta
etapa foi repetida para se apurar a qualidade do DNA. A precipitagdo do DNA foi feita com
isopropanol & -20°C e o “pellet” recolhido foi lavado com etanol 70%. Apés a secagem do
“pellet”, o DNA foi ressuspendido em TE (Tris HCI 10 mM, EDTA 0.01 mM, pH 8.0) com
10 pg/ml de RNase e incubado a 37°C por 30 minutos. O DNA extraido foi quantificado em
espectrofotdmetro a 260 nm (leitura do DNA) e 280 nm (leitura de proteinas) e corrido em
gel de agarose 1,2% para comprova¢do da qualidade do DNA. Em seguida foi armazenado

em refrigerador a -80°C. Na época da amplificagdo o DNA foi diluido em 4gua ultrapura

para uma concentragio final de 10 ng/pl.

3.3. Amplificaciio de DNA

3.3.1. Otimizag¢iio da PCR

Um experimento preliminar foi instalado para avaliagdo de cinco programas para

amplificagio em um termociclador PTC-100 MJ Research, Inc. com os seguintes
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tratamentos: (1) 5 min a 94°C, 45 ciclos de 1 mina 94°C, 2 min a37°C, 2 mina 72° C e
término com 7 min a 72° C; (2) 5 min a 94° C, 10 ciclos de 40 seg a 94° C, 90 seg a 30° C,
90 seg a 72° C e 30 ciclos de 40 seg a 94° C, 60 seg a 55° C, 70 seg a 72° C; (3) 5 min a 94°
C, 45 ciclos de 1 min a 94° C, 2 min a 45° C, 2 min a 72° C e para finalizar 7 min a 72° C;
(4) 5 min a 94° C, 45 ciclos de 15 seg a 94° C, 15 seg a 36° C, 30 seg a 72° C e para
finalizar 2 min a 72°C) e (5) similar ao quarto com aumento no tempo de extensdo a 72°C
para 60 seg. As diferentes temperaturas utilizadas em cada programa s3o responsaveis pelas
etapas envolvidas na amplificagdo do DNA, na seguinte ordem: desnaturagdo do DNA
(94°C), anelamento do “primer” a0 DNA (36°C a 55°C) e extensfo da fita complementar
de DNA (72°C). As concentragdes dos reagentes foram as seguintes: 30 ng de DNA da
cultivar Acala SJ-5, 1 U de Taq polimerase, 0.200 mM de cada ANTP, 2 mM de MgCL, 0.2
UM de primer (OP L12), sendo o volume completado com agua ultrapura para 25 ul. Estas
condigdes estdo de acordo com TATINENI ef al. (1996) com modifica¢do na concentragdo
de MgCl, de 4 mM para 2 mM.

Para otimizagdo da reagdo de amplificagdo um outro experimento foi montado
utilizando o “primer” L12 da “Operon Technologies” nas seguintes condigdes: trés
concentragdes de “primer” (0,24; 0,32 e 0,4 uM), quatro concentragdes de Mg™ (1,125;
1,500; 2,000 e 2,250 mM), trés quantidades de Taq polimerase por reagdo (0,75; 1,00 e
1,50 U), cinco concentragdes de dNTPs ( 0,05; 0,10; 0,20; 0,40 e 0,80 mM de cada dNTP)
e duas quantidades de DNA (25 e 50 ng por reagdo). O volume de cada reagdo foi

completado com 4gua ultrapura para 25 pl. Utilizou-se para este ensaio, o quinto programa

descrito acima e o mesmo termociclador.

3.3.2. Amplifica¢iio com primers curtos

Vinte e quatro “primers” de 10 bases da “Operon Technologies” (OP) foram

avaliados (AO1 a A15, L04, L11, L13, L15, 002, 005, 006, 008 e O18). Para a avaliagio
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destes “primers” foram utilizados DNAs extraidos dos genétipos Acala SJ-5 ¢ IAC-RM4-
SM5. Cada reagdo contou com um volume total de 25 pl, com os seguintes componentes:
25 ng de DNA gendmico, 1 U Taq polimerase, 2 mM de MgCl,, 0,05 mM de cada dNTP,

0,32 uM de “primer” € o volume foi completado com dgua ultrapura. Foi utilizado o mesmo

programa (5) usado para otimizagdo da reagao.

Dos 25 “primers” avaliados, 11 (Tabela 2) foram utilizados para amplificar os DNAs
dos 24 genotipos, seguindo as mesmas condigGes descritas acima. A reagdo de amplificagdo

foi repetida para cada cultivar. Portanto, cada cultivar teve seu DNA amplificado duas

veEzes.

Tabela 2 . Lista dos 11 “primers” curtos utilizados para amplificar o DNA dos 24

gendtipos e suas respectivas sequéncias de nucleotideos.

“Primer” Sequéncia

OPA-01 5’-CAGGCCCTTC-3’
OPA-02 5>-TGCCGAGCTG-3’
OPA-03 5’-AGTCAGCCAC-3’
OPA-09 5’-GGGTAACGCC-3’
OPA-10 5’-GTGATCGCAG-3’
OPA-15 5’-TTCCGAACCC-3’
OPL-04 5’-GACTGCACAC-3’
OPL-11 5’-ACGATGAGCC-3’
OPL-15 5’-AAGAGAGGGG-3’
OPO-02 5’-ACGTAGCGTC-3’

OPO-06 5’-CCACGGGAAG-3’
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3.3.3. Amplificacio com primers longos

Foram avaliadas trés combinagbes de “primers” desenvolvidos no laboratério de

Genética Molecular da Universidade Federal de Uberlandia: GOU01/GOU07

GOU03/GOU10 e GOUS/GOUY (Tabela 3). As condi¢bes da reagfio de amplificagdo foram

as mesmas descritas para a amplificagdo com primers curtos.A tnica alteragfo foi feita no

programa, e foi utilizado o primeiro programa (1).

Tabela 3 . Lista de “primers” longos utilizados para amplificar o DNA dos 24 genotipos e

suas respectivas sequéncias de nucleotideos.

“Primer” Sequéncia

GOU-01 5-CTTTAATTCCATATGCCTAAGCGGG-3°
GOU-03 5’-GCATCTGCAGGCCCACATYGTCTTYCCNGT-3
GOU-07 5’-AACGCGGCACACATAGTTTT-3’
GOU-08 5’-CGAAAGTCTTAGTAACATAT-3’
GOU-09 5’-TAAATAAAGGTTACACTGGT-3
GOU-10 5’-CTCGAACCTTCCCATTTCAA-3’

Obs: Y=C,T; N=A,C,G,T

3.4. Visualizaciio dos produtos amplificados

Os fragmentos oriundos da amplificagdo foram separados em géis de poliacrilamida
(PAGE) 6% a 100 V por 4 horas e entio corados em uma solugdo com brometo de etideo
(5 ug/ml). Os padrdes de bandas foram visualizados e fotografados em um transiluminador
UV. RAPDs foram registrados como presenga ou auséncia de bandas. Somente foram

considerados os polimorfismos mais intensos presentes nas duas reagdes executadas.
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Toda etapa laboratorial foi realizada no Laboratorio de Genética Molecular da

Universidade Federal de Uberlandia.

3.5. Analise dos dados

Uma matriz foi montada de acordo com a presenca (1) e auséncia (0) de bandas

reproduziveis e mais intensas. Esta matriz foi usada para calcular as seguintes distancias

genéticas:

e Porcentagem de Desacordo (PD) = N’as/ Nr (PUTERKA et al., 1993)

e Distancia de Jacard (D) (%) = {1 -[a/(n-d) ]} x 100 (SNEATH, SOKAL apud

KAGA et al., 1996);

e Complemento de Nei e Li (CNL) (%) =[1 -2 Nas / (Na+Np)] x 100 (NEL LI,

1979)
onde, N’43 & o nimero total de bandas polimorficas entre os dois genotipos comparados,

Ny é o namero total de bandas, a € 0 nimero de bandas presentes nos dois genotipos

comparados, n € 0 nuMero total de bandas, d é o niimero de bandas ausentes nos dois
gendtipos, Nap € O nUmMero de bandas comuns aos dois gendtipos, Ny € o numero de
bandas presentes no gendtipo A e Np €0 numero de bandas presentes no genotipo B.

O programa STATISTICA foi utilizado para calcular porcentagem de desacordo

entre todos os possiveis pares de entradas e o programa CALC - DIST foi usado para

calcular Distancia de Jacard e Complemento de Nei e Li. De acordo com as porcentagens
de desacordos o mesmo programa utilizou o método UPGMA (“unweighted pair-group
method using arithmetic averages’) para agrupar 0s gendtipos e construir os dendrogramas.

Este mesmo programa foi utilizado para estimar o coeficiente de correlagdo simples (r)

entre distAncias genéticas comparando duas a duas, sendo que, o quadrado deste coeficiente

é a correlacdo entre estas duas distancias.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a obtengdo de DNA de alta qualidade, foi de extrema importancia a adigio de
polivinilpirrolidone (PVP-40) no tampdo de extragdo. Varias tentativas de extragbes foram
realizadas sem PVP-40 e resultaram em DNA de baixa qualidade e quantidade. Isto se
deveu ao fato de que células do algodoeiro contém alto teor de terpendides fendlicos e
tanino. Estes compostos ligam-se ao DNA ap6s a ruptura celular e ndo podem ser
removidos por métodos convencionais de extragdo. O PVP (soluvel) complexando com os
polifenois impede que eles se liguem ao DNA, sendo posteriormente removidos da solugdo

10 momento da centrifugagio (JOHN, 1992). As leituras espectrofotométricas e

eletroforese dos DNAs extraidos comprovaram a boa qualidade do DNA.

Na amplificagdo com “primers” curtos, tanto o programa com etapas demoradas (1)
quanto o programa rapido (5) foram eficientes. Trabalhando com o programa rapido
obteve-se uma economia de 2 horas em cada reagdo. Entretanto, quando “primers” longos
foram utilizados, programas rapidos ndo funcionaram, exigindo etapas mais longas,

principalmente na etapa de anelamento, sendo neste caso o programa 1 o mais eficiente.

Quanto aos componentes da reagao, as concentragdes que revelaram bandas mais
consistentes foram: 0,32 tM de “primer”; 2 mM de MgCly; 0,05 mM de cada dNTP; 1 U de

Tag DNA polimerase € 25 ng de DNA por reagdo. Reagdes com 0,4 e 0,8 mM de cada

dNTP ndo tiveram fragmentos amplificados e a concentragio de 0,05 mM nio se

diferenciou de 0.10 mM deste mesmo reagente, quanto aos resultados obtidos.



" Dos 24 “primers” curtos (10 bases de comprimento) avaliados, 11 geraram maior

nimero de bandas e produtos com melhor definicdo e por isto foram utilizados para
amplificar 0 DNA dos 24 gendtipos. Estes 11 “primers” geraram 68 bandas, o que
representa uma média de 6,18 bandas por “primer” . Estas bandas, apresentaram tamanhos
estimados na faixa de 300 a 2600 pb e 30 delas foram polimorficas, ou seja, foi obtido

44.12% de polimorfismos (Tabela 4). A Figura 1 representa o padrdo obtido com o

“primer” OPO-06 para 12 gendtipos € € apresentada como ilustragdo.

Tabela 4 . Lista de “primers” curtos utilizados, numero de bandas obtidas, tamanho

estimado das bandas e ntimero de bandas polimorficas

Bandas amplificadas

Primer
Total de bandas Tamanho (pb) Bandas Polimorficas
OPA-01 3 1550-2000 1
OPA-02 5 800-1600 2
OPA-03 5 520-1400 3
OPA-09 5 600-1100 1
OPA-10 8 480-1070 3
OPA-15 5 580-1500 2
OPL-04 8 450-930 4
OPL-11 8 620-1950 4
OPL-15 3 300-630 1
OP0-02 5 600-1150 3
450-2600 6

OP0-06 13

22



Figura | Padrio de amplificacio de fragmentos de DNA (RAPDs) obtido com ¢
“primer” OPO-06 para 12 gendtipos analisados. A seqiiéncia de genodtipos

partindo da esquerda ¢ a seguinte: (a) Stoneville 213, (b) Westbum M, (c) 149-

F, (d) I53-F, (e) 2421, (f) C-4727, (g) Tashkent 1, (h) Tashkent 2, (i) Tashkent

3, () TAC-13-1, (k) 4F, (1) Lankart LX 571 ¢ m (DNA marcador de peso

molecular I kb “Ladder”). As setas indicam polimorfismos mais evidentes

A matriz de distincias genéticas entre os gendtipos, construida com base na

Presenca e auséncia das bandas e calculada por meio do método de porcentagem de

desaCordo, estd apresentada no Anexo I. Estas distancias variaram entre 1% (entre og
8enotipos Coker 5110 e Lankart LX 571) e 18% (entre os genotipos 153-F e IAC-13-] ou
2421 ¢ IAC-13-1, dentre outros pares). As distincias genéticas baseadas nos complementos
de Nei e Lj variaram entre 1% (Coker 5110 e Lankart LX 571) € 12% (2421 e IAC-13-1.
Minas Dona Beja e 4959, Deltapine Land 10 e 153-F) (Anexo 2). Encontrou-se alta
Correlacio (r=0.95) entre as matrizes obtidas por meio da porcentagem de desacordo e dos

“Omplementos de Nei ¢ Li.
A anélise de agrupamento baseada nas porcentagens de desacordo utilizando ¢
o

Metodo UPGMA ao nivel de 12% de distancia genética (Figura 2), definiu dois grupos, o
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grupo A com 23 gendtipos e o grupo B com um genotipo (C-4727). Considerando um
limite de 10% de dissimilaridade genética, o grupo A foi dividido em 6 subgrupos: o
subgrupo Al com os genotipos IAC-13-1, 4959 e Tashkent 1; o subgrupo A2 com 6396
Paymaster 303, SK 14 e Stoneville 213; 0 subgrupo A3 com IAC-RM4-SM5, 149-F, 153-7
F, Minas Dona Beja, 2421, SU 0450/8909, Del Cerro, CA(68)41, Coker 5110, Lankart LX

571, Acala-SJ-5 e 4F; o subgrupo A4 com Deltapine Land 16; o subgrupo A5 com

Westburn e Tashkent 2 & o subgrupo A6 com Tashkent 3. Portanto, C-4727 foi o gendtipo

mais divergente e os pares de genotipos com divergéncia inferior a 4% foram: Coker 5110 e

Lankart LX 571, 6396 ¢ Paymaster 303, SU 0450/8909 e Del Cerro. Analisando a tabela

com as distancias e o dendrograma vé-se que 0s 24 gendtipos estdo relativamente proximos
>

Indicando possivelmente uma base genética nao muito ampla.

As trés combinacdes de “primers” longos geraram 14 bandas que variaram entre 150
ela 5). A média de bandas por combinagéo foi 4.67, portanto

€ 520 bp de comprimento (Tab
ers” curtos. Das 14 bandas, cinco foram

uma média menor que aquela obtida por “prim

polimérficas o que representa 35,71%.

Tabela 5 - Lista de “primers” longos utilizados, nimero de bandas obtidas, tamanho

estimado das bandas e numero de bandas polimdrficas

Bandas amplificadas

Combinagdo
__de “primers” Total Tamanho (pb) Bandas polimoérficas
GOU 01/07 6 160-520 2
GOU 03/10 4 150-360 2
160-480 1

GOU 08/09 4

24



Figura 2 Dendrograma representando distancias genéticas estimadas entre 24 g
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A Figura 3 mostra o padrdo de bandas obtido com a combina¢do GOUOI/GOUQ7

m

Para 8 genotipos ¢ é apresentada como ilustra¢io.

ab C de

-

Figura 3 . padrio de amplificacio de fragmentos de DNA (RAPDs) obtido pela
combinacio GOUI/GOU7 para oito genétipos analisados. A sequiéncia de

genotipos da esquerda para a direita ¢ a seguinte: (a) [AC-RM4-SM5, (b) Su
0450/8909, (c¢) Paymaster 303, (d) C-4727 (e) Tashkent 2, (B IAC-13-1, (2)

4F, (h) Lankart LX 571 e m (DNA marcador de peso molecular I kb

“Ladder”). As setas indicam polimorfismos.

As dissimilaridades estimadas entre 0s genotipos e baseadas na presenca e auséncia

das bandas obtidas utilizando-se os “primers” longos apresentaram valores entre 0 e 29% A
Matriz de dissimilaridades entre todos os genotipos € apresentada no Anexo 3.

Neste caso a analise de agrupamento (Figura 4) mostrou poucos conjuntos de
genotipos. A 19% de distdncia genética estimada, os gendtipos foram divididos em dois
grupos, o grupo A com 22 genotipos e o grupo B com dois (2421 e C-4727). Considerando
um limite de 1 1%, verifica-se que o grupo A foi dividido em dois subgrupos, Al com 5
genotipos (IAC-13-1, Lankart LX 571, 4F, Paymaster 303 e Tashkent 2) e A2 com 17

(IAC-RM4-SM5, Minas Dona Beja, Del Cerro, CA(68)41, Acala SJ-5, Coker 5110,
Deltapine Land 16, Stoneville 213, Westburn M, 153-F, 4959, SK 14, SU 0450/8909
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6396, 149-F, Tashkent 1 e Tashkent 3). O grupo B também foi dividido em dois grupos sob
0 mesmo nivel de distancia genética, subgrupos B1 com o genétipo 2421 e B2 com C-4727.
Estes “primers” foram hébeis na identificagio dos grupos, porém, nio conseguiram mostrar
as diferengas entre os genétipos, diferentemente dos “primers” curtos que foram mais
eficientes na diferenciagdo dos genotipos.

Quando reunimos os dados obtidos com “primers” curtos e longos obtivemos um
total de 82 bandas, uma média de 5.86 bandas por “primer”, das quais 35 foram
polimérficas (42,68%). As porcentagens de desacordo entre os gendtipos (Anexo 4)
variaram entre 2% (Acala SJ-5 e Coker 5110; Coker 5110 e Lankart LX 571) € 20% (IAC-
13-1 € 2421). Os complementos de Nei e Li (Anexo 5) variaram entre 2% (Del Cerro e SU
0450/8909, CA(68)41 e Coker 5110, Acala SJ-5 e Coker 5110, CA(68)41 e Lankart LX
571, Coker 5110 e Lankart LX 571) e 13% (IAC-13-1 e 2421). As distancias de Jacard
resultaram nas distincias genéticas do Anexo 6 que variaram entre 3% (Acala SJ-5 e Coker
5110, Coker 5110 e Lankart LX 571) e 22% (IAC-13-1 e 2421). Os resultados obtidos por
meio das porcentagens de desacordo foram mais coerentes com as distancias de Jacard do
que com os complementos de Nei e Li, isto foi confirmado pelos coeficientes de correlagio:
entre porcentagens de desacordo ¢ distancias de Jacard (r=0.96) e entre porcentagens de
desacordos e complementos de Nei e Li (r=0.95).

O dendrograma baseado nas porcentagens de desacordo (Figura 5) mostra que a
nivel de 14% de distancia genética os genotipos foram divididos em dois grupos: A com 23
gendtipos e B com um genotipo (C-4727). Considerando um limite de 11%, o grupo A foi
dividido em quatro subgrupos: Al com trés genotipos (IAC-13-1, 4959 e SK 14); A2 com
17 (SU 0450/8909, Del Cerro, CA(68)41, Lankart LX 571, Acala SJ-5, Coker 5110, 4F,
149-F, 153-F, 2421, 6396, Paymaster 303, Stoneville 213, Tashkent 1, Deltapine Land 16,
Westburn M, e Tashkent 2,); A3 com um (Tashkent 3) e A4 com dois (IAC-RM4-SM5 e
Minas Dona Beja). Os genotipos brasileiros ficaram dentro de um mesmo grupo, no entanto

apenas dois (Minas Dona Beja e IAC-RM4-SM5) em um mesmo subgrupo. Os pares de
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genodtipos Acala SJ-5 e Coker 5110, SU 0450/8909 e Del Cerro, 6396 e Paymaster 303

tiveram dissimilaridades menores que 4%.
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Figura 4 . Dendrograma representando distdncias genéticas estimadas entre 24 genotipos

de algodoeiro oriundos de 8 paises e baseadas em 14 marcadores RAPD gerados

por “primers” longos.
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Figura 5 = Dendrograma representando distincias genéticas entre 24 genotipos de

algodoeiro oriundos de 8 paises baseadas em 82 marcadores RAPD gerados

por “primers” curtos € longos.

O dendrograma construido a partir das porcentagens de desacordo entre os cinco

el . (13 . 2 ra
genotipos Sul Americanos baseadas nas 68 bandas geradas por “primers” curtos, most
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que o genotipo mais divergente foi IAC-13-1 e os gendtipos mais proximos foram SU

0450/8909 e Del Cerro (Figura 6).

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12 0.14

IAC-13-1 (BR)

IAC-RM4-SM5 (BR)
[7¢]
o)
<9
55

5 Minas D.Beja (BR)
O

SU 0450/8909 (BR)

Del Cerro (PE)

Distancia genética
Figura 6 . Dendrograma representando distdncias genéticas entre 5 genétipos Sul

Americanos baseadas em 68 marcadores RAPD gerados por “primers”

curtos.

Quando 19 genotipos sdo considerados, ou seja, dos 24 genotipos sao excluidos os

cinco Sul Americanos. nio houve separagdo de grupos de acordo com a origem dos

genotipos ( Figura 7).
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Figura 7 Dendrograma representando disténcias genéticas entre 19 gendtipos dos Estados

Unidos e Velho Mundo baseadas em 68 bandas RAPD geradas por “primers”

curtos.

O dendrograma da Ficura 8 mostra o agrupamento de 12 genotipos da Europa, Asia
endrog g
¢ Aftica, a partir de porcentagens de desacordo baseadas em marcadores RAPD gerados

' oti 41
POT “primers” curtos. Considerando um limite de 10%, os genotipos 4F, SK 14, CA(68)
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¢ Tashkent 3 fazem parte de um mesmo grupo, com destaque para 4F e SK 14 que se

Mostram muito proximas (6% de dissimilaridade).
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Figura 8 Dendrograma representando distancias genéticas entre 12 genotipos da Europa,

Asia e Africa baseadas em 68 bandas RAPD geradas por “primers” curtos.

O dendrograma baseado nas porcentagens de desacordo (Figura 9) a nivel de 10%
de distancia genética divide os gendtipos dos Estados Unidos em trés grupos, o grupo A
Com trés genoétipos (Acala SJ-5, Coker 5110 e Lankart LX 571), o grupo B com dois
(Deltapine Land 16 e Westburn M) e C com dois (Paymaster 303 e Stonevile 213). Os

1 - .
gendtipos Coker 5110 e Lankart LX 571 possuem divergéncia inferior a 2%,
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Figura 9 Dendrograma representando distancias genéticas entre 7 genotipos dos Estados

Unidos baseadas em 68 bandas RAPD geradas por “primers” curtos.

Penna (1980) trabalhou com os mesmos genodtipos e estimou distancias Euclidianas
ntre eles a partir de marcadores fenotipicos (52 caracteristicas incluindo qualitativas e
(Quantitativas) e utilizando taxonomia numeérica. A correlagdo entre as distancias Euclidianas
€ distincias genéticas obtidas pelas porcentagens de desacordo determinadas por
Marcadores moleculares gerados por “primers” curtos, embora significativa a 1%, foi
Moderada e negativa (r=-0.43) (Figura 10). Genotipos como Del Cerro ¢ SU 0450/8909
que estiveram distantes na analise com caracteres fenotipicos, mostraram-se muito proximos
Na analise com marcadores moleculares.

Correlacionando-se as distincias genéticas baseadas nos complementos de Nei e Li

com as distancias Euclidianas obtidas por PENNA (1980), encontrou-se também correlagdo

Negativa (r=-0.39) (Figura 11).
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Figura 10 . Correlagdo entre distancias Euclidianas baseadas em marcadores fenotipicos e

porcentagens de desacordo baseadas em marcadores RAPD gerados por

“primers” curtos.
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Figura 11 . Correlagdo entre complementos de Nei e Li baseados em marcadores RAPD

gerados por “primers” curtos e distancias Euclidianas baseadas em marcadores

fenotipicos.

Comparando as distancias genéticas calculadas pelos trés métodos com base nos
marcadores moleculares gerados por “primers’ curtos e longos com as distancias

Euclidianas obtidas pela taxonomia numérica verifica-se que o método que melhor
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Correlacionoy foi a porcentagem de desacordo (r=-0.4) (Figura 12), em seguida a distancia

de Jacard (r=-0.37) e complemento de Nei e Li (r=-0.36).

% desacordo = 16002 - 0053 * distancia Euclidiana
Correlagdo; r =-4001
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Figura 12 . Correlagdo entre porcentagens de desacordo obtidas pela analise de marcadores

RAPD gerados por “primers” curtos e longos e distancias Euclidianas obtidas da

analise de marcadores fenotipicos.
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Na comparagfo dos resultados obtidos pelas analises molecular e fenotipica para 05

CinCO yenoti . . :
genotipos Sul Americos verificou-se 0 oposto, Pois, de acordo com as caracteristicas

fenoting . . . g
enotipicas SU 0450/8909 foi o genotipo mais divergente, Minas Dona Beja e IAC-13-1

f() e . ;e
ram os genotipos mais proximos.

Na analise dos 19 gendtipos dos Estados Unidos e Velho Mundo por meio das

cara fati ;e o
cteristicas fenotipicas, OS genotipos foram claramente separados em dois grupos, um

' P .
grupo com os genotipos dos Estados Unidos e o outro com os genotipos do Velho Mundo.

Um M 4 . .
a hipotese para explicar esteS resultados discrepantes entre analise molecular €

fenotipi .y )
notipica pode residir no fato de que caracteres quantitativos, muito influenciados pelo

mel : o1s ,13 cox ~
o ambiente, foram utilizados na analise € sua variagao pode néo representar a variagdo

genética devido as interagdes genotipo X ambiente. Os gendtipos dos Estados Unidos néo

divergiram tanto geneticamente de gendtipos do Velho Mundo a ponto de fazerem parte de

grupos diferentes.

Considerando 0S resultados obtidos com caracteres fenotipicos, para 0S 11

genodtipos da Europa, Asia e Africa, 08 genotipos 4F, CA(68)41 € SK 14 foram os que mais

divergi . ‘1

vergiram, o que ndo foi observado na analise molecular, novamente demonstrando a
diveraanc: .

ivergéncia entre as duas analises.

As distancias obtidas de dados fenotipicos mostraram uma base genética maior do

que a que foi inferida por dados moleculares (divergéncia méxima de 18%). Uma hipotese

que poderia explicar tal diferenga s baseia no fato de que diferencas detectadas por dados

fonoting i . . ~ " .
enotipicos podem estar superestlmadas devido a interagoes genotipo X ambiente para
o fenotipica representa varia¢ao

c e o~
aracteres quantitativos. Isto porque, nem toda variaga

cteres fenotipicos S€j

genético deste carater. A correlagdo

genética, portanto, para que cara am usados para estimar distancias

mento do controle
lise molecular € fenotipica mostra que 03

e r . .
genéticas deve-se ter conhecl

ancias obtidas da ana

negati :
egativa encontrada entre dist
es sio opostos aos obtidos por dados

r :
esultados obtidos com marcadores molecular

este trabalho produtos de um processo de

fenotipicos. Sendo, os gendtipos utilizados n

selegdio humana, variagdes de caracteres quantitativos podem ndo representar de maneira



' 4

ppep et 4

fided; - % .
dedigna a variagdo genética, a ndo ser aqueles que tenham

culti
ultivar, portanto, nem todos oS caracteres devem SeT usados para

genéticas.

ligagdo evolutiva com 2

determinar distancias
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5. CONCLUSOES

Os “primers” curtos OPA-01, OPA-02, OPA-03, OPA-09, OPA-10. OPA-15. OPL.
04, OPL-11, OPL-15, OPO-02, OPO-06 e as combinagdes de “primers” | ongos GOU-

01/GOU-07, GOU-03/GOU-10 e GOU-08/GOU-(9 geraram pelo menos uma banda

polimérfica entre os 24 gendtipos de algodoeiro avaliados.
Os “primers” curtos foram eficientes na diferenciagdo dos gendtipos enquanto que
’ bl

: ~ (13 . 2%
as combinagdes de “primers” longos foram capazes de separar os genotipos em grandes

grupos e ndo conseguiram mostrar diferengas entre os genotipos

De acordo com as distdncias genéticas obtidas pelas porcentagens de desacordo

determinadas por marcadores moleculares gerados por “primers” curtos, a divergéncia

méxima foi 18%, indicando possivelmente uma base genética néo tdo ampla quanto revelada

por caracteres fenotipicos.

O método para célculo das distancias genéficas que melhor correlacionou com as

distancias Euclidianas obtidas de dados fenotipicos foi a porcentagem de desacordo. A
distancia de Jacard concordou em 93% e o complemento de Nei e Li em 91% com a

porcentagem de desacordo.

As distancias genéticas obtidas pelas porcentagens de desacordo determinadas por
marcadores moleculares gerados por “primers” curtos correlacionoy negativamente (r=-

0.43) com as distancias Euclidianas obtidas de dados fenotipicos.

2 ) A
< LR i e
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Anexo 1 Matriz de distdncias genéticas expressas em porcentagens de desacordo e obtidas para 24 genotipos de algodoeiro baseadas em 68

marcadores RAPD, gerados por “primers” curtos.

Genotipos 01 02 03 04
IAC-13-1 .00

IAC-RM4-SM5 .15 .00
MinasD.Beja .16 .13 .00

SU 0450/8909 .10 .07 .09 .00

05 06 07 08 09 10 11 12 13

4 15 16 17 18 19 20 21 22 21 24

4939 07 10 18 09 .00

6396 A2 09 10 .07 .07 .00

4F A2 12 13 .07 .10 .09 .00

Del Cerro A3 10 06 03 12 07 07 .00

SK 14 A0 13 12 09 09 07 07 06 .00

CA(68)41 Jd0 10 12 06 12 .10 07 06 06 .00

Acala §J-5 A2 12 10 .04 13 09 06 07 .10 07 .00

Coker 5110 A2 12 13 04 13 .12 W06 07 .10 .04 03 .00
DPL 16 J2 13 16 10 .13 .12 12 .10 10 .10 .09 .09 .00

Lankart LX 571 .10 .10 .12 03 .12 10 07 .06 09 .03 .04 .01 .10 .00
Paymaster 303 .09 .12 .10 .10 .10 03 09 .10 07 .10 .09 .12 .12 .10 .00
Stoneville 213 A3 013 12 .12 15 07 13 .12 .09 12 10 13 13 12 .07

.00
Westburn M A2 12 13 07 10 06 12 07 07 .10 .12 12 .09 .10 .09 .10 .00
149-F A5 06 10 07 10 06 09 07 10 07 09 .12 .15 .10 09 .13 .12 .00
153-F A8 12 .10 07 13 09 09 07 13 10 09 .12 .18 .10 .12 .16 .12 .06 .00
2421 A8 12 07 07 16 09 09 .04 10 10 06 .09 .12 .10 .12 .13 .12 06 .09 .00
C-4727 A2 13 10 07 13 12 15 07 13 13 12 12 12 10 12 16 .12 .15 15 12 .00
Tashkent-1 A0 13 15 09 09 07 13 12 09 12 .10 .13 .13 12 10 .12 .10 .10 13 13 16 .00
Tashkent-2 18 12 16 10 13 09 .15 10 13 13 15 15 12 13 12 16 06 12 12 15 15 .16 .00
Tashkent-3 A2 15 16 .10 13 12 .09 .10 .07 07 .12 .12 .12 10 .12 13 09 .12 15 15 18 13 .15 .00




Anexo 2 . Matriz de distincias genéticas expressas em complementos de Nei e Li e obtidas para 24 gendtipos de algodoeiro baseadas em 68
marcadores RAPD, gerados por “primers” curtos.

Genotipos ol 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 21 24
IAC-13-1 0

TAC-RM4-SM35 10 0

Minas D. Beja 10 9 0

SU 0450/8909 7 5 6 0

4959 5 7 12 6 0

6396 8 6 7 3 5 0

iF s 8§ 9 5 7 6 0

Del Cerro 8 7 ) 2 ¥ 5 5 0

SK 14 7 9 3 6 6 5 5 4 0

CA(63)41 7 7 8 4 8 7 5 4 4 0

Acala SJ-5 8 8 7 3 9 6 4 5 7 5 0

Coker 5110 8 8 9 3 9 8 4 5 7 3 2 0

DPL 16 7 10 10 7 9 8 3 7 7 7 6 6 0

Lankart LX 571 7 7 8 2 8 7 5 4 6 2. 3 1 7 0

Paymaster 303 6 8 7 7 7 2 6 7 5 7 6 8 8 7 0

Stoneville 213 8 8 7 7 9 4 8 7 3 7 6 8 8 7 4 0

Westburn M 8 8 9 5 7 4 8 5 5 7 8 8 6 7 6 6 0

149-F 9 4 7 5 7 4 6 5 7 5 6 8 10 7 6 8 8 0

153-F 11 8 7 5 9 6 6 5 9 7 6 8 12 7 8 10 8 4 0

2421 12 8 7 5 11 6 6 3 7 7 +4 6 8 7 8 8 8 4 6 0

C-4727 7 10 7 5 8 8 9 5 8 8 8 8 7 7 7 9 8 9 9 8 0

Tashkent-1 7 8 4 6 3 7 6 6 6 5 7 7 6 5 5 5 5 7 7 9 0
Tashkent-2 11 8 10 7 9 6 10 7 9 9 16 10 8 9 8 10 4 8 8 10 9 9 0
Tashkent-3 7 10 10 7 8 8 6 7 5 5 8 8 7 7 7 8 6 3 9 10 11 7 9 0




th
N

Anexo 4 . Matriz de distancias genéticas expressas em pelas porcentagens desacordo e obtidas para 24 cultivares de algodoeiro baseadas em 82

marcadores RAPD originados de “primers’ longos e curtos.

Genotipos 0l 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
IAC-13-1 00.

IAC-RM4-SM5 15 00

MinasD.Beja .16 .11 .00

SU 0450/8909 A1 09 10 .00

4959 09 11 17 106 .00

6396 120 .10 11 .06 .09 .00

4iF A1 13 15 07 .12 .09 .00

Del Cerro A2 010 06 04 11 07 09 .00

SK 14 A1 .13 .12 1600 07 09 .10 .06 .00

CA(68)41 Jo .10 11 06 11 .10 09 05 .06 .00

Acala SJ-3 Jd1 .11 10 .05 12 09 07 06 .10 06 .00

Coker 5110 A1 .11 12 .05 12 11 .07 .06 .10 .04 .02 .00

DPL 16 A1 .13 15 10 .12 11 12 09 10 .09 07 07 .00

Lankart LX571 09 .11 .12 05 .12 .11 07 .06 .10 .04 .05 .02 .10 .00

Paymaster 303 09 .13 .12 10 .12 04 07 .11 10 .11 .10 .12 .12 .10 00

Stoneville 213 Jd20 12 .11 .11 13 .07 13 100 .09 .10 .09 .11 .11 .11 .09 .00

Westburn M A1 11 12 07 10 06 12 06 07 .09 .10 .10 .07 .10 .10 .09 .00

149-F A5 .07 11 06 .11 05 .09 .07 .11 07 .09 .11 .13 .11 .09 .12 .11 .00

133-F Jde 11 .10 07 .12 09 .10 .06 .12 .09 .07 .10 .15 .10 .12 .13 .10 06 .00

2421 20 .15 .11 .09 16 .10 .11 .07 .11 .12 .09 .11 .13 .13 .13 .15 13 07 .11 .00

C-4727 A21v7 13 .11 13 15 16 .10 .13 15 .13 .13 3 .11 13 .17 13 17 16 .12 .00
Tashkent-1 A113 .15 07 10 06 .12 .11 10 11 10 12 12 12 10 11 .10 09 12 13 .18 .00
Tashkent-2 Jde 13 .17 .10 .15 .09 12 11 15 13 15 .15 .12 .12 .10 .16 07 .11 .12 16 .16 .15 .00
Tashkent-3 Jd3 16 17 10 15 11 .10 11 10 .09 12 12 12 12 12 13 .10 11 15 13 18 .12 15 .00
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Anexo 5 Matriz de distdncias genéticas expressas em complementos de Nej e Li e obtida

marcadores RAPD originados de “primers’ longos e curtos.

Gendtipos 1 2 3 15 6 7 8 9 10 12 13 14 15 15 17 18 19 20 21 22 23 o4

IAC-13-1 0

IAC-RM4-SM5 9 ¢

Minas D.Beja 10 7 0

SU0450/8909 7 6 ¢ ¢

4959 5.7 11 6 ¢

6396 8 7 7 4+ 6

4F 79 9 5 g 5

Del Cerro 8 7 4 2 7 3 5 0

SK 14 79 8 6 5 6 6 4 o

CA(68)41 6 7 7 1 7 6 5 3 4 0

Acala SJ-5 TT 7T 3 8 6 5 4 g 0

Coker 5110 77T 8 3 8 7 5 4 g 4 20

DPL 16 79 9 6 8 7 § 5 ¢ 5.5 5 9 |
Lankart LX571 5 7 8 3 g 7 6 2 3 2 ¢ g i
Paymaster303 5 9§ ¢ g 5, 5 4 7 6 8 8 6 o {
Stoneville 213 7 7 6 6 0§ 4 g ¢ 5.6 5 7 6 6 5 1
Westburn M 77 8 5 6 4§ 4 s 6 7 7 5 6 ¢ 5 g !
149-F > 5 7 47 3 5 5 4 6 7 9 7 5 7 7 f
153-F 07 6 5 8 6 ¢ 4 g ¢ 37 9 6 8 8 6 4 o
2421 3107 6 17 7 5 7 4 6 7 9 9 9 9 o9 5 4 0 :
C-4727 8 11 9 7 9 9 19 g ¢ g 29 8 7 8 10 9 11 10 8 0
Tashkent-1 77T 8 3 7 2 ¢ ¢ 7 ¢ S7 6 7 5 5 5 4 o 7 10 0 :
Tashkent-2 09 11 6 9 5 g 7 .4 8 9 9 8 8 6 9 5 4 8 10 10 8 o

Tashkent-3 8 10 11 6 9 7 6 7 ¢ s 8 8 8 8 8 8 6 7 o 9 11 6 9 g




Anexo 6 . Matriz de distancias

genéticas

CXpressas em distancias de Jacard e obtid
marcadores RAPD originados de “primers’ longos e curtos.

Genotipos 1 2 3 + 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 o5 23 24
IAC-13-1 0

IAC-RM4-SM5 17 ¢

Minas D.Beja 18 14 o

SU0450/8909 13 11 12 o

4959 10 14 20 12 o

6396 4 12 13 3 10 0

4F 13 16 17 9 15 10 o

Del Cerro 4 12 3 5 13 9 10 0

SK 14 13 16 15 12 9 10 12 8 9

CA(6R)41 11 12 13 g 13 12 10 6 § o

Acala SJ-3 1314 12 ¢ 15 11 9 g 12 8 o

Coker 5110 B3 14 15 ¢ 15 13 9 g 125 3 ¢

DPL 16 B3 16 17 12 15 13 14 1012 10 9 9

Lankart LX 371 10 14 15 ¢ 1513 9 8 13 5 4 3 12 0

Paymaster303 10 16 14 19 s 9 13 1 13 g 15 14 12 ¢

Stoneville 213 13 14 12 12 15 8 1510 9 10 o 12 12 12 9 ¢

Westburn M 1314 15 9 12 8 158 9 10 12 12 ¢ 1212 9

149-F 179 13 8 13 ¢ 10 9 13 9 113 16 13 10 15 13 0

153-F B 4 12 9 15 10 1o 8 15 10 9 12 17 12 14 15 1»p 3 0

2421 2218 4 11 19 12 13 9 H 15 11 14 16 165 16 16 16 9 14 ¢

C-4727 420 16 13 16 17 13 1216 17 16 16 16 13 I5 18 16 19 18 15 o
Tashkent-1 I3 14 15 ¢ 12 5 1211 12 11 o9 212 12 9 9 ¢ g 1214 19 o
Tashkent-2 B 16 19 12 17 10 14 B 17 16 17 17 13 un 1117 9 13 14 19 13 15 0
Tashkent-3 15 19 19 12 17 13 11 13_12 10 15 15 14 14 4 14 12 13 17 16 20 1 16




