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Trés espécies do género Gossypium ocorrem no Brasil, todas
alotetrapl6ides, perenes e sexualmente compativeis: G. hirsutum, G.
mustelinum e G. barbadense (Freire et al., 2002). A espécie mais difundida é
G. hirsutum, com a existéncia de duas variedades botanicas: a variedade
latifolium ou algodoeiro herbaceo responsavel pela quase totalidade da
producdo comercial de fibra de algodéo no Brasil, e a variedade marie galante
ou algodoeiro Mocé, encontrado principalmente no semi-arido nordestino, na
forma de variedades cultivadas, populagbes ferais e de fundo de quintal. A
espécie G. mustelinum é a mais restrita das trés espécies, ocorrendo apenas
no semi-arido nordestino. Ja a espécie G. barbadense € amplamente
distribuida, sendo encontrada em quase todo territério nacional. Embora nao
seja nativa do pais, o Brasil é considerado um importante centro de diversidade
da espécie.

Duas variedades boténicas de G. barbadense s&o encontradas no
Brasil, ambas na forma semi-domesticada, porém sem qualquer esforgo
continuo de melhoramento genético. O rim-de-Boi (G. barbadense var.
brasiliense) possui sementes sem linter, fortemente coladas em forma de rim,
enquanto que a outra variedade é comumente conhecida como “Quebradinho”
ou “Maranhéo”, possuindo sementes sem linter, deslocadas, facetadas ou nao.
Ambas sdo arboreas e de ciclo perene e muito similar geneticamente (Freire,
2000).

Acredita-se que grande parte da variabilidade genética de G.
barbadense presente no Brasil esteja sendo perdida. Os fatores responsaveis
por esta redugao estdo associados a atividades agricolas, alteragdes e habitos
culturais e problemas econémicos. Em algumas regides em que variedades
locais de G. barbadense eram cultivadas, a expansao da fronteira agricola
resultou em substituicdo de praticas agricolas tradicionais pela chamada
agricultura moderna. Isto resultou no abandono do cultivo de rogas, em cujas
bordaduras G. barbadense era plantado, por pastagens e lavouras (Barroso et
al.,, 2005a). Parte das areas em que ocorrem estdo sendo aos poucos
ocupadas pelo plantio de algodao herbaceo, principalmente nos cerrados, na
regido Norte do pais e parte da Amazoénia legal. Esta expansédo do algodoeiro

herbaceo pode comprometer a manutencdo da variabilidade existente
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principalmente devido aos efeitos do fluxo génico, seja de variedades
convencionais ou transgénicas (Freire et al., 2002).

Ainda ha muito ha fazer para que a variabilidade genética de algodoeiros
presente no Brasil esteja adequadamente representada nos bancos de
germoplasma. Embora os esforgos de coleta tenham aumentado nos ultimos
anos, sua ampla distribuicdo geografica e a grande variabilidade presente
tornam a tarefa dificil e dispendiosa.

Um amplo conhecimento das caracteristicas demograficas, morfolégicas
e genéticas da espécie é fundamental para a conservagcdo e manejo
sustentavel, destacando-se a intensidade do fluxo génico, o sistema
reprodutivo e a diversidade entre e dentro das populacdes. Estas informacgdes
fornecem subsidios para delinear estratégias adequadas de conservagao in situ
e ex situ, que podem prevenir ou reduzir possiveis perdas genéticas. Com base
nas informagdes pode-se, por exemplo, estabelecer areas que contenham
maior variabilidade, prioritarias para efeitos de coletas e preservagao.

O principal objetivo deste trabalho foi caracterizar a diversidade genética
de populagbes de Gossypium barbadense com vistas em definir estratégias
para a conservagédo desses algodoeiros em dois estados da regidao Norte do

Brasil, Para e Amapa, utilizando Marcadores SSR.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 — O género Gossypium

O algodoeiro € uma dicotiledénea pertencente ao género Gossypium, da
familia Malvaceae. Todas as espécies desse género possuem flores
completas, com sementes recobertas por fibra, das quais se prepara fio para
tecidos. As sementes, que sdo oleaginosas, séo fontes de 6leo comestivel e de
torta para gado (JOLY, 1991).

E uma espécie que apresenta um sistema misto de reproducéo, isto &,
que pratica fecundagéo cruzada em freqiéncia entre 5% e 95% (MORESCO,
2003), valores limites para autogamia e alogamia. No entanto essa taxa de
fecundacdo cruzada dependerd da presenga e numero de polinizadores,
podendo variar muito em relagcao aos fatores biéticos, abiéticos e o manejo da
cultura.

O género Gossypium possui 50 espécies, sendo 45 diploides (2n = 26) e
cinco alotetrapléides (2n = 52). Os diploides podem ser divididos em dois
grupos: dipléides originarias da Africa, Asia e Oceania, e dipléides da América.
As espécies da América possuem cromossomos relativamente pequenos,
enquanto as demais espécies dipléides possuem cromossomos maiores. Os
alotetraploides sado todos originarios das Américas e foram formados pela
hibridacdo, seguida de duplicagdo cromossdémica, entre espécies de
cromossomo pequeno e grande (Freire, 2000).

Wendel e Cronn (2003) relataram que n&o €& de surpreender a
disseminagédo do género Gossypium mundialmente, com varios centros
primarios de diversidade nos tropicos, em regides aridas ou semi-aridas. Os
grupos gendmicos das espécies dipldides sdo comercialmente denominados A,
B, C, D, E, F, G e K. As cinco espécies alotetrapléides sao anfidipldides
formados a partir da duplicagdo de cromossomos em cruzamentos entre os
genomas A e D.

Apenas quatro espécies sao cultivadas, apresentando fibras com valor

comercial. Duas s&o dipléides (G. arboreum L. e G. herbaceum L.) e duas
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alotetraploides (G. hirsutum L. e G. barbadense L). As demais espécies sao

silvestres (Freire, 2000).
No Brasil sdo encontradas trés espécies, todas alotetrapldides: G.

hirsutum, G. barbadense e G. mustelinum.

2.1.1 — A espécie Gossypium barbadense

Gossypium barbadense é uma planta endémica na América do sul, cujo
centro de origem é o Norte do Peru e o Sul do Equador (Brubaker et al., 1999).
No Brasil, a espécie € encontrada na forma domesticada, presente em areas
indigenas e em fundos de quintais (Barroso et al., 2005a). Duas variedades
estdo presentes no Brasil: G. barbadense var. brasiliense, conhecida como
Rim-de-boi, e G. barbadense var. barbadense, comumente denominada
Quebradinho ou Maranhdo (Freire, 2000). A variedade brasiliense foi
domesticada na Amazobnia, possui sementes sem linter, fortemente coladas
umas as outras, conferindo um aspecto de um rim e mostra evidéncias de
melhoramento. A outra variedade, G. barbadense var. barbadense possui
sementes sem linter e descoladas. Seu centro de domesticagdo € o norte do
Peru e o sul do Equador e deve ter sido introduzida no Brasil por populacdes
indigenas, cujos descendentes até hoje utilizam sua fibra na confecgdo de
téxteis artesanais, pavios para lamparinas e como planta medicinal (Barroso et
al., 2005b).

Ambas as variedades sao arbéreas, perenes e muito similares
geneticamente, diferindo, basicamente, na caracteristica sementes em forma
de rim. Como a presenca de sementes em forma de rim € determinada por um
gene de efeito principal e de heranga recessiva, ha tendéncia de se considerar
a existéncia de apenas uma variedade botéanica (Brubaker et al., 1999). A
variedade botanica brasiliense é mais apropriadamente classificada como uma
forma domesticada local. Porém, enquanto uma nova classificagcdo taxonémica
ndo for realizada, continua-se considerando materiais com sementes
agrupadas como G. barbadense var. brasiliense.

A distribuicdo da espécie no Brasil € ampla, sendo encontrada em quase

todos os estados do pais (Barroso et al.,, 2005b). A dispersao das duas
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variedades de G. barbadense pelos diferentes locais ocorreu devido a praticas
de agricultura (Boulanger & Pinheiro, 1972). Na atualidade, sdo mantidas a
muitas geracdes, principalmente na forma de variedades locais, cultivadas em
pequenas lavouras ndo comerciais e em fundos de quintais (Barroso et al.,
2005b).

2.2 — Conservagao genética de populagdes naturais

Conservacao é definida como o manejo pelo homem da biosfera para
que possa produzir o maior beneficio sustentavel as atuais geracoes,
mantendo seu potencial de satisfazer as necessidades e aspiragbes das
geracOes futuras. Nesse sentido, a conservagado é positiva e compreende a
preservagao, manutencédo, utilizacdo sustentavel, restauracdo e melhoria do
ambiente natural (Nass, 2001).

A conservacdo e o manejo da biodiversidade, mesmo em areas
protegidas, constituem-se em desafios complexos que requerem conhecimento
basico sobre a distribuicdo e abundéncia de espécies, suas interacdes
mutualisticas, sua biologia reprodutiva e a estrutura genética de suas
populacdes (Mittermeier et al., 1992).

De acordo com Querol (1993), do ponto de vista etimoldgico,
germoplasma é uma palavra de duas raizes: germo, do latim germen, que
significa “principio rudimentar de um novo ser organico”; e plasma, do grego
plasma, que significa “a formacdo” e, em sentido geral, “a matéria nao
definida”. Portanto, germoplasma significa a matéria onde se encontra um
principio que pode crescer e se desenvolver, sendo definido por Allard (1960)
como a soma total dos materiais hereditarios de uma espécie.

Por ocasido da coleta de germoplasma faz-se necessario o registro da
maior quantidade de informagdes disponiveis. Tais informagdes constituem os
chamados dados de passaporte, os quais devem ser os mais completos
possiveis. Cada instituicdo pode desenvolver seu proprio modelo de
passaporte, entretanto, dados basicos como a exata localizagédo geografica e
uma descricdo pormenorizada do ambiente € imprescindivel para trabalhos

futuros, onde o potencial de utilizagdo do acesso sera avaliado (Nass, 2001).
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Considerando que o germoplasma esteja disponivel, seja por acdes de

coleta, de introdugdo ou intercambio, a sequéncia dos trabalhos exige
procedimentos no sentido da sua caracterizagcao e avaliagdo. Querol (1993)
definiu a caracterizagdo como sendo a coleta de dados, sobretudo qualitativos,
para descrever, e com isso diferenciar, acessos de uma mesma espécie. Em
termos gerais, a caracterizacdo pode ser morfologica, reprodutiva, agronémica,
bioquimica, citogenética e molecular; baseando-se na classificagcdo dos
acessos por seus caracteres qualitativos, enquanto que a avaliagdo considera
os caracteres quantitativos (Vilela-Morales, 1988; Valois et al., 2001).
Basicamente, existem duas estratégias de conservacao denominadas in
situ e ex situ. E importante enfatizar que essas estratégias ndo sao

excludentes, devendo ser consideradas complementares (Nass, 2001).

2.2.1 — Conservagao genética in situ

Na conservacdo genética in situ, amostras de populacbes de uma
espécie sdo mantidas em seu ecossistema natural, com condi¢cdes de
diversidade genética que permitam o seu desenvolvimento, a preservagao de
suas populagdes e a continuidade de evolugcédo (Kageyama et al, 2001) Essa
conservagao permite, em teoria, manter espécies cultivadas e silvestres sem
necessidade de grandes gastos, dependendo apenas de decisbes politicas das
autoridades (Querol, 1993).

Essa estratégia € mais indicada para parentes silvestres das plantas
cultivadas, forrageiras, fruteiras e espécies florestais. Hoyt (1992) ressaltou que
somente as espécies silvestres podem ser candidatas a conservagao in situ,

uma vez que somente elas vivem em comunidades naturais.

2.2.2 — Conservacéao genética ex situ

A conservagéo ex situ de germoplasma pode ser definida como aquela

em que o germoplasma é conservado fora de seu ambiente natural, por estar

sofrendo pressdes que podem leva-lo a extingdo ou para estar mais facilmente
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disponivel. Na medida do possivel esta conservacéo é feita sob condigbes de

armazenamento que propiciem o aumento do periodo de sobrevivéncia e
garantam a estabilidade genética do material conservado (Valois et al., 2001).
Basicamente existem trés formas de conservagao ex situ, que

dependem de caracteristicas reprodutivas do germoplasma que se quer
conservar:

a) Conservagcdo de sementes, indicada para conservar espécies que

produzem sementes ortodoxas e propagadas sexualmente;

b) Conservacéo in vitro, para plantas de propagacédo vegetativa e/ou que

produzem sementes recalcitrantes ou intermediarias;

c) Conservagédo no campo, para espécies produtoras de sementes

recalcitrantes ou intermediarias, de propagacao vegetativa ou perene.

Segundo Valois et al., (2001) muitas sao as vantagens da conservagao
ex situ, com destaque para as seguintes: mantém o material em um espaco
pequeno sob cuidado intensivo, facilitando a aquisicdo pelos usuarios do
sistema, garante a sobrevivéncia de germoplasma que foi substituido, da
grande seguranga ao germoplasma, independe da agéo antropica, evita erosao
genética e disponibiliza a diversidade maxima do germoplasma. Além disso, o
fato de reunir muitos acessos em um sé local facilita a caracterizagdo e
avaliacdo das cole¢cdes de campo; as colegbes in vitro mantém material
indexado e livre de patdgenos dispensando a quarentena na sua entrada ou
saida do pais ou da regido. No entanto, dependendo da forma de conservacgao,
existem algumas desvantagens como a interrup¢ado da evolugdo quando sao
usadas técnicas que reduzem drasticamente as atividades vitais do
germoplasma por longos periodos; o risco de instabilidade genética nas
colecdes de sementes ortodoxas e in vitro; o alto custo de algumas técnicas
como a regeneracgao no campo de colegcbes de sementes ortodoxas ou aquelas
que requerem mao-de-obra especializada; o alto consumo de eletricidade e
equipamentos sofisticados ou o uso de grandes areas de campo de boa
fertilidade por longos periodos. Outras desvantagens sdo a deriva genética,
perda aleatéria de alelos devido a amostragem ou a multiplicagdo de amostras
muito pequenas, e a presenca de pressdo de selegcdo, pois o material

geralmente é multiplicado em areas com condi¢gbes edafoclimaticas distinta do
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seu local de coleta.

2.3 — Marcadores moleculares no estudo de plantas

Um marcador molecular pode ser definido como todo e qualquer fenotipo
molecular oriundo de um polimorfismo especifico na seqiéncia de DNA,
conhecido ou anénimo, que pode corresponder ou Ndo a um gene expresso
(Ferreira & Grattapaglia, 1998). Eles possuem heran¢ca mendeliana simples,
facilmente reconhecidas e cuja expressao € menos influenciada pelo ambiente.

Os primeiros marcadores genéticos utilizados foram caracteristicas
morfolégicas. Os marcadores morfolégicos freqlientemente sao controlados por
genes dominantes, ndo permitindo distinguir plantas heterozigotas. O numero
de marcadores morfoldégicos que se tém a disposicao é geralmente baixo, o
que limita a sua aplicacdo e dificulta a estimativa de diversos parametros
importantes para o estudo de populagdes naturais (Ferreira & Grattapaglia,
1998).

Com o desenvolvimento dos marcadores isoenzimaticos, seguido pelo
uso de técnicas de biologia molecular, ocorreu o surgimento de métodos para a
detecgéo de polimorfismo genético diretamente no DNA; assim, o numero de
marcadores genéticos disponiveis aumentou significativamente (Ferreira &
Grattapaglia, 1998).

A introdugdo da técnica de eletroforese de isoenzimas no inicio da
década de 1960, além de iniciar a era dos marcadores moleculares, ampliou
em pelo menos uma ordem de magnitude o numero de marcadores que
poderiam ser utilizados e a aplicabilidade da técnica passou a incluir
potencialmente todas as espécies de plantas. A literatura sobre estudos de
isoenzimas em plantas é muito extensa, o que mostra sua utilidade em
diversas investigagbes, como: caracterizacdo da variabilidade genética de
populagdes naturais e de espécies cultivadas, estudos de evolugao e dispersao
de espécies e analises filogenéticas (Caixeta et al.,, 2006). O nivel de
polimorfismo dos marcadores isoenzimaticos & baixo para varias espécies,
devido a isso, estes foram gradualmente substituidos pelos marcadores de
DNA.
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O desenvolvimento de marcadores moleculares veio dar um impulso

maior a pesquisa genética, propiciando a detecg¢do de polimorfismo de DNA
com comportamento Mendeliano, passivel de ser utilizado em diferentes areas
da genética e do melhoramento de plantas (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

O primeiro marcador molecular, denominado RFLP (Restriction
Fragment Length Polimorphism) surgiu na década de 70, e baseia-se na agéao
de enzimas de restricdo, as quais reconhecem uma seqiéncia de DNA, e
clivam a molécula nestes sitios especificos (Grodzicker et al., 1974). As
variagbes detectadas por esta técnica, decorrem da criagcdo ou eliminagao de
sitios de restricdo, mutacdes, delecbes, insercoes, inversdes ou translocacdes
ocorridas nas fitas de DNA. Apesar de ser um tipo de marcador muito robusto
para analises genéticas e uso em programas de melhoramento, as limitagdes e
dificuldades impostas pela técnica tem dificultado o emprego rotineiro dos
marcadores RFLP em muitos laboratérios (Caixeta et al., 2006).

Na década de 80, surgiram os marcadores minissatélites ou VNTR
(Variable Number of Tandem Repeats), que sao regides dispersas no genoma
constituidas por um numero variavel de sequéncias idénticas repetidas lado a
lado (tandem). Essas sequéncias repetitivas possuem de 15 a 100 pares de
bases e sao repetidas até 50 vezes em cada loco hipervariavel (Ferreira &
Grattapaglia, 1998).

A tecnologia da reacdo da polimerase em cadeia (PCR — Polymerase
Chain Reaction) foi desenvolvida por Mullis & Faloona (1987) em meados da
década de 80 e causou uma verdadeira revolugcdo nos estudos de biologia
molecular. Esta técnica permite a sintese enzimatica in vitro de milhdes de
copias de um segmento especifico de DNA na presenca da enzima DNA
polimerase. RAPD, AFLP e SSR sédo algumas das muitas técnicas baseadas
em PCR.

O marcador RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), desenvolvido
por Welsh & McClelland (1990) e Williams et al., (1990), destaca-se por sua
simplicidade. Ele tem como base a amplificacdo de um segmento de DNA,
delimitado por dois iniciadores (primers), comumente com 10 pares de bases,
que sdo complementares a dois sitios de nucleotideos, um em cada fita do
DNA, posicionados inversamente a uma distdncia menor que 4Kb (Conte,
2004).
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Os marcadores AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)

resultam do uso combinado de enzimas de restrigdo e da ag&o da polimerase
em cadeia; apresentam especificidade, resolu¢cdo e poder de amostragem
(Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Os microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeats) sdo constituidos
por sequUéncias curtas de DNA de até seis pares de bases repetidas varias
vezes em tandem. Eles s&o considerados marcadores com elevado conteudo
de informacao genética por loco (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Os dados oriundos dos marcadores moleculares, entre outras
aplicacdes, podem fornecer uma estimativa de distancias ou similaridades
genéticas que quantificam o grau de diferenciagéo entre dois taxons (conjunto
de organismos). Portanto, permitem a transformagdo de toda a informacao
genética disponivel sobre as relagbes entre dois taxons em um unico numero
que pode ser utilizado para proporcionar uma classificacéo objetiva e estavel,
tanto quanto possivel, dos itens sob estudo (Mota, 2003).

A seguir serao apresentados mais detalhes sobre o marcador SSR, o
qual foi empregado na caracterizagdo genética das amostras do presente

trabalho.

2.3.1 — Marcadores SSR

Os genomas eucariotos sdo densamente povoados por seqiiéncias
simples repetidas, com um a seis nucleotideos repetidos em tandem. Essas
regides sao denominadas microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeats).

Um microssatélite é, geralmente, flanqueado por sequéncias
conservadas, a partir do qual séo sintetizados primers especificos para reagdes
PCR. Quando individualmente amplificado, quase que invariavelmente
apresenta extensivo polimorfismo para tamanho de bandas. A variagdo do
tamanho dos produtos de PCR, geralmente, resulta da ocorréncia de diferentes
numeros de unidades repetidas dentro da estrutura do microssatélite (Caixeta
et al., 2006; Souza, 2001).

De modo geral, observa-se que as classes de dinucleétideos mais

abundantes em plantas sdo AT/TA e AG/TC. Dentre os trinucleotideos, existe
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uma variagdo maior entre os trabalhos, sendo o TAT/ATA, na maioria deles, o

mais abundante. Em algodoeiros, Lacape et al. (2006) encontrou que
microssatélites com a presenca da repeticdo GA apresentam mais alelos do
que microssatélites com a repeticio CA. Em trigo, Thuillet et al. (2004)
encontrou que microssatélites CA tem significativamente mais alelos do que
microsssatélites GA.

Independentemente da origem da variagdo e do elemento repetitivo,
cada microssatélite constitui um loco genético altamente variavel, multialélico,
de grande conteudo informativo e suficientemente estaveis para serem
utilizados em analises genéticas e evolucédo de populagdes naturais, além de
serem codominantes, isto &€, ambos os alelos de um individuo sao visualizados
no gel. Essa natureza altamente informativa, combinada com a especificidade e
rapidez da tecnologia do PCR, faz desses marcadores uma eficiente
ferramenta para estudos de genes eucariotos (Caixeta et al., 2006).

Um dos grandes entraves para a utilizacdo desses marcadores € o
grande trabalho necessario para o desenvolvimento de primers especificos
para os locos microssatélites de cada espécie. Porém, tem sido observado que
ocorre conservagéo de sitios microssatélites entre espécies relacionadas. E
possivel, portanto, aproveitar primers denominados heterdlogos, que foram
desenvolvidos para uma espécie e emprega-los nas demais espécies do
género (Ferreira & Grattapaglia, 1998). Para o caso do algodoeiro, ha grande

quantidade de primers ja desenvolvidos (Nguyen et al., 2004; Liu et al., 2000).

2.4 — Diversidade genética em populacdes de plantas

A variabilidade genética manifesta-se em individuos dentro de
populacdes e em populagbdes dentro da espécie e o conhecimento do nivel de
variagcdo genética e de sua distribuicdo entre e dentro de populagbes €
importante para dar suporte as estratégias de domesticagdo, manejo e
conservacgao das espécies (Carthew, 1993; Alves, 2002).

O conhecimento do padrdo de variagdo genética entre e dentro de
populacdes remete ao conceito de estrutura genética de populagdes, que,

segundo Hamrick (1982) refere-se a distribuicdo heterogénea (ndo aleatéria)
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dos alelos e gendtipos no espago e no tempo resultante da acédo de forgas

evolutivas, como variagdo no conjunto génico, sistema de reprodugao,
mutacao, migragdo, selecdo e deriva genética. Tais fatores atuam dentro de
cada espécie e populagdo, ou ainda, determinando a forma como a
variabilidade genética é distribuida entre e dentro dos niveis hierarquicos de
subdivisdo de uma espécie (Brown, 1978; Alves, 2002).

O estudo da variagdo genética em populagdes naturais de uma espécie
envolve basicamente duas questbes: quantificar os niveis de variabilidade
dentro das populag¢des e caracterizar o nivel de estruturagdo genética entre
populacdes (Hamrick, 1983).

As medidas de variabilidade mais utilizadas sao: percentagem de locos
polimérficos (P), numero de alelos por loco (A), nUmero médio de alelos
observados, incluindo-se todos os locos examinados, a heterozigosidade (H) e
o indice de fixagao de alelos na populagao (F) (Robinsom, 1998).

A estrutura genética entre populagdes a partir de dados de marcadores
genéticos codominantes pode ser realizada por trés metodologias basicas:

1. estatistica F de Wright, a qual fornece os indices de fixagdo dos alelos para
o total das populagdes, com base em medidas de probabilidade de identidade
por descendéncia (Wright, 1965 e Nei, 1977).

2. anadlise de variancia das frequéncias génicas, que fornece a distribuicdo da
variabilidade genética em diversos niveis hierarquicos (Cockerham, 1969).

3. a diversidade genética de Nei, que fornece a proporcao da variabilidade
genética contida entre e dentro de populagdes e os niveis de heterozigosidade
esperados para o total e média das populacdes (Nei, 1973,1977, 1987).

O parametro utilizado para medir o grau de fixagdo génica resultante da
endogamia biparental s&o as estatisticas F (Wright, 1965). Ela foi inicialmente
utilizada para descrever a endogamia sob diferentes esquemas de cruzamento
e, posteriormente, estendida para quantificar a diferenciacdo genética de
populac¢des segundo niveis hierarquicos de endogamia (Robinson, 1998).

Assim, conforme Wright (1965):
1-Fir= (1-Fis)(1-Fs7)
onde,
Fr = indice de fixacao ou coeficiente de endogamia para o conjunto das

populacdes (devido ao sistema reprodutivo e subdivis&o),
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Fi;s = indice de fixagdo ou coeficiente de endogamia intrapopulacional

(devido ao sistema reprodutivo).
Fst = indice de fixagcdo ou divergéncia genética entre populac¢des (devido
a subdivis&do populacional).

Para analise das frequéncias génicas, assume-se que as tais
populag¢des sao oriundas de uma unica populacao ancestral e que, na auséncia
de forgcas perturbadoras, todas as populagbes teriam as mesmas frequéncias
alélicas (Dias, 1998), permitindo assim a estimativa do coeficiente de
parentesco (coancestralidade) e endogamia. As analises de frequéncias
génicas também fornecem os niveis de fixagdo médios dentro das populagbes
(f), do conjunto das populagdes (F) e da divergéncia genética entre populagdes
ou o coeficiente de parentesco entre dois individuos dentro de populagbes (ep)
(Conte, 2004), parametros relacionado por:

f=(F-ep)/(1-6p)

A estatistica F e a variancia de freqiéncias génicas admite que todos os
desvios de panmixia ocorrem devido aos efeitos da deriva genética e do
sistema de reproducao (Conte, 2004).

A heterozigosidade (H) € uma medida de diversidade genética elaborada
por Nei (1973) que é independente de freqiéncias genotipicas, adequando-se
igualmente para espécies autdgamas e alégamas. A estatistica de Nei é mais
facilmente estendida para locos multialélicos do que a estatistica de Wright.
Entretanto, ambos os procedimentos levam ao mesmo resultado (Robinson,
1998).

O grau de diferenciacao entre subpopulagdes é estimado decompondo-
se a heterozigosidade total (Hr), referente ao conjunto das populacdes, em
seus componentes:

Hr=Hs + Dst
Onde,
Hs = a média ponderada dos valores de H calculados para subpopulacdes e
representa a parte atribuida a variabilidade genética dentro de populagdes.
Dsr = componente de variabilidade atribuivel a diferenciacdo entre
subpopulagdes e é calculado como Dst = Hr - Hs.

A razado entre Dsr e Hr expressa a propor¢cdo da variabilidade total
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explicada por diferengas genética entre as subdivisbes da populagéo:

Gst = Ds7/ Hr

As estatisticas de Wright e de Nei tem correspondéncia entre si.
Considerando, por exemplo, trés niveis de subdivisdo hierarquica, como
coloénias (C), dentro de subpopulacbées (S) e subpopulagcdes dentro da
populacao total (T), tem-se:

segundo Nei: Hcr + Hes + Dst =1
Hr
segundo Wright: (1 = Fir) = (1 = Fic)(1 = Fes)(1 = Fst)

em que os seguintes termos séo equivalentes:

He/Hr = (1 - Fer) Des/Hr = (Fer — Fsr) Dst/Hr = Fsr
chegando-se, assim, a seguinte igualdade de importancia pratica:
Gsr = Fsr

Quando se usa a estatistica de Nei, o interesse se concentra
especificamente nas populagbes examinadas. Ao usar a estatistica de Wright,
visa-se fazer inferéncias sobre a distribuicdo teodrica da variabilidade genética
(Robinson, 1998).
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3. OBJETIVOS

3.1 - Objetivo Geral:

e Definir uma estratégia para conservagéo in situ e ex situ dos algodoeiros

G. barbadense em dois estados da regiao Norte do Brasil.

3.2 - Objetivos especificos;

® Determinar como G. barbadense &€ mantido in situ nos estados do Para e

do Amap3;

e Estimar a diversidade genética dentro e entre populagdes de G.

barbadense originarias dos estados do Para e do Amapa.
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RESUMO

O Brasil é considerado um dos centros de diversidade da espécie Gossypium
barbadense. Acredita-se que grande parte da variabilidade genética de G.
barbadense esteja sendo perdida, em virtude de problemas econdémicos, culturais e
agricolas. O primeiro passo para reduzir a perda de diversidade e estabelecer
estratégias de conservacao in situ é realizar um diagnostico de como a espécie se
encontra nos locais em que ocorre. Os objetivos deste trabalho foram identificar
populacdes de Gossypium presentes no estado do Para e Amapa, caracteriza-las,
determinar os principais riscos e coletar acessos para armazenamento em bancos
de germoplasma. Foram realizadas expedicdes em Novembro de 2004, e a
caracterizagao in situ de G. barbadense foi realizada por entrevista do proprietario
da planta e da analise do ambiente em que as plantas estavam inseridas. Foram
coletadas 179 plantas em 22 municipios no estado do Para e 117 plantas em nove
municipios no estado do Amapa. A maioria das plantas pertence a espécie G.
barbadense (98% no Amapa e 94% no Para). As plantas ocorrem em fundo de
quintal, beira de estrada e de modo espontaneo, sendo as de fundo de quintal bem
mais abundantes (97% no Amapa e 95% no Para) e mantidas com a finalidade
principal de serem usadas como plantas medicinais. Os moradores ndo possuem o
habito de armazenar e beneficiar as sementes, no Para apenas 1% dos proprietarios
relatou armazenar as sementes e no Amapa esse indice foi de 11%. A maioria das
plantas coletadas tinha de dois a trés anos de idade (58% no Amapa e 93% no
Para). Conclui-se entdo que G. barbadense & a espécie mais difundida nos dois
estados e que sao encontradas em fundo de quintal. No estado do Amapa
predomina a variedade botanica barbadense ou Quebradinho, enquanto que no Para
predomina a variedade brasiliense ou Rim-de-boi. Nao foram encontradas plantas
em ambientes naturais nos dois estados, portanto a criagdo de reservas e o
emprego de outros métodos convencionais de manutencéo in situ ndo parecem ser
aplicaveis a G. barbadense em ambos os estados. A adequada conservacao dessas
espécies deve ser realizada em coleg¢des de germoplasma mantidas ex situ.

ABSTRACT

Brazil has been considered one of the diversity centers of Gossypium
barbadense species. It is believed that a relatively big erosion genetic process occurs
with the species, due to economic, cultural and agricultural problems. A local
diagnostic about species situation is the first step for reducing the diversity loss and
establishing conservation strategies in situ. This research aimed the identification of
the presence of Gossypium populations, characterization, determination of the main
risks and collection of the accesses to store in germoplam banks, in Para and Amapa
States. Expeditions were conducted in November 2004. An interview was carried out
with the plant proprietor for characterizing in situ of G. barbadense species and of the
environment where the plants were inserted. On hundred seventy nine plants in 22
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municipal districts were collected in Para State and 117 plants in nine municipal
districts in Amapa State. The maijority of plants belong to G. barbadense species
(98% in Amapa and 94% in Para). Plants occur in back yards, beside roads and
spontaneously. That ones from back yards were more abundant (97% in Amapa and
95% in Para) and maintained as medicinal plants as the principal reason. Plants in
natural environments in both states evaluated were not found, therefore, the creation
of reserves and the application of others conventional methods of maintenance in
situ are not applicable. The plant proprietors do not use to store or process seeds.
Seed storage was reported as a practice by only 1% of the plant proprietors from
Para and 11% from Amapa. The most plants collected were from two to three years
of age (58% in Amapa and 93% in Para). As conclusions G. barbadense is the
species most spread in the two studied states and are found in back yards. In Amapa
State the botanical variety barbadense or Quebradinho is predominant, whereas in
Para State the predominant variety is brasiliense or Rim-de-boi. Adequate
conservation of the studied species must be carried out in germoplasm collections
maintained ex situ.
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4.1 - INTRODUCAO

Atualmente, estdo identificadas cinqlenta espécies de algodao do género
Gossypium, distribuidas na Asia, Africa, Australia e América. Cinco dessas espécies
sdo alotetrapldides (2n = 4x = 52) e quarenta e cinco dipléides (2n = 2x = 26).
Apenas quatro sdo cultivadas comercialmente, sendo duas diploides (G. arboreum e
G. herbaceum) e duas alotetrapléides (G.hirsutum e G. barbadense). As espécies
mais importantes cultivadas séo G. hirsutum e G. barbadense. O Brasil é centro de
origem da espécie alotetraploide G. mustelinum, endémica do semi-arido
Nordestino. O pais também é centro de variabilidade secundaria de G. barbadense
L. e de G. hirsutum var. marie galante, nativos do norte do Peru e sul do Equador e
da América Central, respectivamente.

O uso de G. barbadense no pais € muito antigo, sendo cultivada por
indigenas antes da chegada de Cabral ao Brasil. Embora n&o seja nativa do pais,
sua origem é atribuida ao sul do Equador e norte do Peru (BRUBAKER et al., 1999).
Acredita-se que um processo de perda de diversidade relativamente grande esteja
ocorrendo com a espécie, em virtude de problemas econdmicos, culturais e
agricolas (Barroso et al.,, 2005b). Além disso, parte das areas em que este
algodoeiro ocorre esta sendo, aos poucos, ocupada pelo plantio do algodoeiro
herbaceo. Esta expansdo do algodoeiro herbaceo pode comprometer a manutencéo
da variabilidade existente, principalmente devido aos efeitos de fluxo génico, seja
entre variedades convencionais ou transgénicas (Freire et al., 2002).

Na atualidade, a regiao Norte do Pais é responsavel pelo plantio de, apenas,
1344 hectares com algodao herbaceo, produzindo 2847 toneladas de algodao
(IBGE, 2005). Com a expansao da cultura algodoeira para o cerrado essa area
tende a aumentar nos préximos anos. Esse crescimento pode ser acompanhado por
alteragbes em costumes e tradigbes locais, alguns dos quais provavelmente
associados ao uso e manutencédo de G. barbadense, fato que segundo Barroso et
al., (2005a), aconteceu no Mato Grosso. O primeiro passo para reduzir a perda de
diversidade e estabelecer estratégias de conservacado in situ € realizar um
diagnéstico de como a espécie se encontra nos locais em que ocorre (Barroso et al.,
2005b).
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Face aos problemas descritos, este trabalho teve por objetivos identificar
populacdes de Gossypium presentes nos estados do Para e do Amapa, caracteriza-
las, determinar os principais riscos e coletar acessos para armazenamento em

bancos de germoplasma.
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4.2 - MATERIAL E METODOS
4.2.1 — Expedicoes

Foram realizadas expedi¢gdes em Novembro de 2004, visando caracterizar as
populacbes de G. barbadense e de outros tipos de algodoeiros ocorrentes nos
estados do Para e Amapa. A caracterizacao in situ de G. barbadense foi realizada
por meio de entrevista ao proprietario da planta e da analise do ambiente em que as
plantas estavam inseridas (Anexo 1). Foram levantados os dados descritos abaixo,

que foram tabulados e sistematizados em gréficos.

4.2.1.1) Dados Geograficos:
a) Localizagao geografica
b) Tipo de propriedade

c) Numero de plantas por ponto de coleta

4.2.1.2) Dados da populagao:
a) Espécie
b) Tipo de populacéo
c) Origem declarada
d) Mancha na flor
e) Forma das sementes
f) Presenca de linter nas sementes
g) Cor da folha

4.2.1.3) Dados culturais:
a) Armazenamento das sementes
b) Adubacéao

c) beneficiamento
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4.2.1.4) Dados fenolégicos:
a) Epoca de florescimento

b) Altura das plantas
c) ldade da plantas
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4.3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 — Dados Geograficos

No estado do Para as plantas foram coletadas em 21 municipios: Castanhas
do Para, Terra Alta, Sdo Caetano de Odivelas, Santa Maria do Para, Sdo Miguel do
Guama, Irituia, Capitdo Pocgo, Ourém, Garrafdao do Norte, Bonito, Capanema,
Tracuateua, Braganga, Mae do Rio, Aurora do Para, Ipixuna, Paragominas, Moju,
Abaetetuba, Marituba e Benevides (Figura 1). O maior numero de plantas foi
coletado no municipio de Capitdo Pogo com 33 plantas. Apenas uma planta foi
encontrada nos municipios de Castanhas do Para, Sdo Caetano de Odivelas e

Aurora do Para (Figura 2).
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Figura 1: Municipios e localizacao das areas de coleta de G. barbadense no estado
do Para

No estado do Amapa as plantas coletadas estavam distribuidas em nove

municipios: Macapa, Porto Grande, Ferreira Gomes, Amapa, Calcoene, Pracuuba,
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Tartarugalzinho, Pedra Branca do Amapari e Serra do Navio (Figura 3). O maior
numero de plantas foi encontrada no municipio de Macapa (26 plantas) e o menor
em Serra do Navio (2 plantas) (Figura 4). As coordenadas (latitude e longitude)

foram estabelecidas utilizando-se o Sistema de Posicionamento Global (GPS).
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Figura 2: Numero de plantas amostradas segundo o municipio no estado do Para
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Figura 3: Municipios e localizagao das areas de coleta de G. barbadense no estado
do Amapa
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Figura 4: Numero de plantas amostradas segundo o municipio no estado do Amapa

De acordo com a Figura 5, um maior numero de plantas foi coletado no
estado do Para (179) do que no estado do Amapa (117). Entretanto, as plantas do
Amapa abrangeram todas as mesorregides (duas) do estado, enquanto as plantas
coletadas no Para abrangeram trés das seis mesorregides. A amostragem em
apenas 50% das regides do Para deve-se ao grande tamanho do estado e da maior
dificuldade em acessar algumas localidades. Por isso € possivel que a expedigcéao
realizada nao tenha sido capaz de coletar toda a variabilidade existente no estado,
sendo recomendavel realizar uma nova expedi¢cao que abranja as mesorregidées nao

visitadas.

o Para

m Amapa

179

Figura 5: NUumero de plantas amostradas segundo o estado.
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As plantas coletadas foram encontradas em residéncias urbanas e rurais, na
beira de estradas, em pequenas e médias propriedades, em terrenos nas cidades e
em escolas.

Tanto no Para como no Amapa, a grande maioria das plantas foi encontrada
em propriedades urbanas, 82% e 68%, respectivamente. Poucas plantas foram
encontradas em residéncia rural e apenas algumas em beira de estrada e em
pequenas propriedades. Apenas no estado do Amapa foram encontradas plantas em
média propriedade, em terrenos abandonados e em escolas (Figura 6).

A freqiéncia de domicilios e de habitantes em zonas urbanas é de 68,4 e
66,5% no Para (IBGE, 2000), respectivamente. No Amapa, 88,9% dos domicilios e
89,0% dos habitantes estdo na zona urbana (IBGE, 2000). Portanto, para ambos os
estados, a frequiéncia de plantas coletadas em domicilios na zona urbana é similar a
populacao e a frequiéncia de residéncias nestes locais. Sendo assim, a proporc¢éao de

residéncias na zona urbana e rural que contém plantas de G. barbadense é similar.
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Figura 6: Percentagem de plantas segundo o tipo de propriedade.

4.3.2 — Dados da populagéo

A grande maioria das plantas coletadas nos dois estados é da espécie G.
barbadense, com frequéncia de 98% no Amapa e 94% no Para. Algumas plantas

pertencem a espécie G. hirsutum com freqiiéncia de 2% e 6% para o Amapa e Para,
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respectivamente (Figura 7). As duas unicas plantas de G. hirsutum coletadas no
Amapa foram encontradas em uma sé localidade. Elas foram trazidas do Maranhao
por imigrantes e suas caracteristicas coincidem com as plantas de porte arbéreo
coletadas neste estado (Barroso, comunicacao pessoal). No Para foram encontradas
quatro plantas no municipio de Tracuateua, uma em Castanhas do Para e uma em
Braganca.
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Figura 7: Percentual de plantas coletadas segundo a espécie.

Verificou-se que as plantas coletadas ocorrem em fundo de quintal, na beira
de estrada e de modo esponténeo (Figura 8). As plantas de fundo de quintal
aparecem com freqiéncia bem mais elevada do que os demais tipos, 97% no
Amapa e 95% no Para, e sdo mantidas com a finalidade principal de serem usadas
como plantas medicinais. Apenas uma planta foi encontrada em beira de estrada no
estado do Amapa e oito no estado do Para. A predominancia de plantas G.
barbadense em fundo de quintais também foi observada por Barroso et al., (2005a)
no estado do Mato Grosso e por Ulloa et al. (2006) no México. Em outros 22 estados
do Brasil ndo foram encontradas plantas fora de ambientes antrépicos, sendo muito
mais frequiente as plantas de fundo de quintal (Barroso, comunicagao pessoal).

Duas plantas no estado do Amapa foram coletadas em situagcbes que
permitiram classifica-las como espontaneas. A primeira estava localizada no
municipio de Tartarugalzinho e a outra em Pracuuba, ambas em terrenos baldios.

Apesar de, aparentemente, ndo terem sido plantadas, as duas plantas ocorriam em
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locais que haviam sido capinados recentemente, pratica que, segundo informacéao
das pessoas do local, era comum em ambos os terrenos. A agédo antrépica parece
ser essencial para que plantas de G. barbadense estabelegcam-se.

Nao se observaram plantas de algoddo em ambientes naturais nos dois
estados. Todas as buscas nestes locais resultaram em insucesso e os relatos de
moradores dos dois estados sempre concordavam na auséncia de plantas em
ambientes naturais. Portanto a criacdo de reservas e o emprego de outros métodos
convencionais de manutengdo in situ ndo sao aplicaveis. Devido a redugdo do
numero de plantas mantidas pela populagcdo, a conservagdo da diversidade em

bancos de germoplasma (ex situ) € a maior e melhor garantia de preservagdo em

longo prazo dos recursos genéticos existentes.

100

80

60

40

@ Amapa
m Para

20

Frequéncia relativa (%)

————

Fundo quintal

Beira estrada

Tipo de Populagéao

Espontanea

Figura 8: Percentual de plantas segundo o tipo de populagéo.

Grande parte das plantas no estado do Para nao apresentava flores (42%).
Entre as plantas que tinham flores, 31% n&o possuiam mancha vermelha nas

pétalas, 16% tinham mancha forte, 5% apresentavam mancha média e 6% mancha

fraca nas flores (Figura 9).
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Figura 9: Flores de Gossypium com e sem mancha nas pétalas

No estado do Amapa, a maioria das plantas apresentava manchas nas flores,
sendo 45% das plantas com mancha forte, 13% com mancha média e 8% com
mancha fraca. Apenas 8% tinham flores sem mancha e 26% das plantas n&o
possuiam flor (Figura 10). Embora a presenga de manchas nas pétalas seja
predominante em G. barbadense, a auséncia € bem documentada na literatura
(Barroso et al., 2005a). Portanto, o fato de manchas ndo ocorrerem nas pétalas néo

indica, necessariamente, que tenha ocorrido fluxo génico com algodoeiros
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herbaceos cultivados.
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Figura 10: Percentual de plantas coletadas segundo a presenca de mancha

na flor.
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A avaliagdo do tipo de semente remete a variedade botanica de G.
barbadense. No estado do Amapa predomina sementes separadas ou soltas o que
caracteriza a variedade barbadense ou Quebradinho (Figura 11). No estado do Para
predomina as sementes do tipo rim firme, caracteristica da variedade botanica
brasiliense, cujas sementes sdo aderidas umas as outras formando uma figura
similar a um rim, razdo pela qual € chamada rim-de-boi. A predominancia da
variedade brasiliense no Para em relacdo a barbadense deve ter origem histérica,
visto que indigenas e caboclos sempre cultivaram de modo mais intenso a primeira.
Adicionalmente, hd uma crencga que as propriedades medicinais de algodoeiros rim-
de-boi sdo mais intensas e sua fibra apresenta melhor qualidade (Barroso et al.,
2005a).
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Figura 11: Plantas amostradas segundo a presenca e o tipo de semente.

A presenca de linter nas sementes foi verificada quase que exclusivamente
nas plantas do Para (Figura 12), que apresenta predominancia da variedade rim-de-
boi. Apenas 3,4% das plantas do Amapa apresentaram linter nas sementes, os
quais apresentava coloracdo esverdeada e aspecto aveludado. Em 96,6% das

plantas do Amapa o linter estava ausente.
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Figura 12: Plantas amostradas segundo a presenca e o tipo de linter.

Quanto a cor da folha, a coloragéo verde & predominante nos dois estados
(Figura 13). No estado do Amapa, plantas com folhas verdes sdo bem mais
abundantes com percentual de 93%, em relagéo as roxas (7%). Para o estado do
Para, a freqiiéncia das duas coloragbes de folha sdo mais similares, apresentando
59% de folhas verdes e 41% de folhas roxas. No Parda, atribui-se propriedades
medicinais mais acentuadas aos algodoeiros de folha roxa, fato menos evidente no
Amapa. Esta associagao entre a cor da folha e as caracteristicas terapéuticas deve

ter ocasionado a maior conservagao de algodoeiros de folhas roxas no Para.

A Cor da Folha - Amapa B Cor da folha - Para

@ Verde @ Verde
m Roxa m Roxa

Figura 13: Plantas amostradas segundo a cor da folha no estado do Amapa (A) e no
estado do Para (B).
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4.3.3 — Dados culturais

Tanto no Pard quanto no Amapa poucos moradores tém o habito de
armazenar as sementes (Figura 14). No Para, apenas em trés locais (1%) os
proprietarios relataram realizar o armazenamento, uma no municipio de Sao
Caetano de Odivelas, em uma pequena propriedade localizada na zona rural; outra
dentro do perimetro urbano de Moju; e a terceira uma pequena propriedade na zona
urbana de lIrituia. No estado do Amapa 11% dos proprietarios realiza o
armazenamento. O armazenamento € feito em sacos plasticos ou em vidros com a

finalidade de realizar o replantio ou para fornecer para outras pessoas.

A Armazenamento - Amapa B Armazenamento - Para

@ Néo realiza @ Néo realiza

B Realiza B Realiza

Figura 14: Plantas amostradas segundo o armazenamento das sementes no estado
do Amapa (A) e do Para (B).

Fato similar é observado quanto ao beneficiamento (Figura 15). No estado do
Para apenas dois proprietarios realizavam o beneficiamento, os mesmos que
armazenavam as sementes em Moju e em Irituia. No estado do Amapa 17% dos
proprietarios realizam o beneficiamento, que é feito exclusivamente de forma manual
e para fins doméstico da fibra, em assepsias de ferimentos e em limpezas de modo

geral.
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Figura 15: Plantas amostradas segundo o beneficiamento das sementes nos
estados do Amapa (A) e Para (B).

4.3.4 — Dados fenoldgicos

A maioria das plantas do estado do Para apresentava dois a trés metros de

altura (Figura 16). As plantas do Amapa tendem a ser mais altas, com valor modal
acima de trés metros.
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Figura 16: Plantas amostradas segundo a altura em metros.

A maior parte das plantas tinha de dois a trés anos, correspondendo a 58% e
93% do total das plantas amostradas no Amapa e Para, respectivamente (Figura
17). A planta mais velha foi encontrada no estado do Amapa, com seis anos

segundo os proprietarios. No Amapa também foi encontrado o maior numero de
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plantas jovens, com até um ano (35%). Pela idade das plantas, é possivel presumir
que a renovacdo das plantas ocorre rapidamente, sendo a grande maioria

substituida entre um e trés anos apos o plantio.
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Figura 17: Plantas amostradas segundo a idade.

Gossypium barbadense é mantido nos estados da regido Norte quase que
exclusivamente na forma de plantas de fundo de quintal e muito associado as
propriedades medicinais atribuidas a espécie. Plantas destinadas a outros fins foram
encontradas em pequenas quantidades e mantidas por pessoas que conservavam
as tradi¢des culturais de modo mais forte.

Os proprietarios das plantas nessas localidades as usam exclusivamente para
fins caseiros, ndo sendo detectado nenhum uso téxtil da fibra. O uso medicinal é
hoje, sem duvida, o principal motivo para que G. barbadense esteja sendo
conservado no Para e Amapa. As plantas sdo mantidas pela camada mais pobre da
populacdo de ambos os estados, aquela que tem maior dificuldade para ter acessos
a médicos e medicamentos. Embora ndao quantificado, também foi possivel perceber
que o uso medicinal do algodoeiro vem sendo, lenta e paulatinamente, substituido
pelo emprego de medicamentos adquiridos em farmacias. Caso o0 acesso a
assisténcia médica e a medicamentos industrializados seja ampliado, o algodoeiro
perdera a funcado e deve ter o numero de plantas reduzido.

Diferente de outros parentes de espécies cultivadas, G. barbadense nao

ocorre em ambientes naturais nas cidades visitadas do Para e Amapa. Portanto, a
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criacao de reservas e o emprego de outros métodos convencionais de manutengao
in situ ndo parecem ser aplicaveis a G. barbadense em ambos os estados. Para que
a manutencdo in situ seja realizada adequadamente é necessario que o
conhecimento popular associado aos algodoeiros e os produtos gerados a partir de
G. barbadense sejam valorizados sob o ponto de vista econémico e cultural.

Diante das evidéncias de acentuada perda de diversidade genética em G.
barbadense em ambos os estados, a conservacédo da diversidade em bancos de
germoplasma (ex situ) é a maior e melhor garantia da preservacao a longo prazo
dos recursos genéticos existentes, sendo necessario intensificar as agdes de coleta

e avaliacao.
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4.4 - CONCLUSOES

e Gossypium barbadense é a espécie mais difundida nos dois estados;

¢ A grande maioria das plantas é encontrada em fundo de quintal;

¢ No estado do Amapa predomina a variedade botanica barbadense ou
quebradinho, enquanto no estado do Para predomina a variedade brasiliense ou

rim-de-boi;

e A manutencéo in situ de G. barbadense esta intimamente ligada ao uso
caseiro de diferentes partes da planta, particularmente no preparo de

medicamentos.

e Mantidas as condi¢cbes atuais, a apropriada conservagcdo dos recursos
genéticos de Gossypium presentes nos dois estados deve ser realizada em

colecbes ex situ de germoplasma.
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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo estimar a diversidade e a
estrutura genética das populagdes de G. barbadense no estado do Para e
Amapa, visando definir estratégias de conservacao ex situ. Foram utilizados
141 gendtipos, sendo 84 coletados no estado do Parad e 57 no estado do
Amapa. Os 12 pares de primers SSR utilizados amplificaram 15 locos e um
total de 39 alelos com média de 2,53 alelos por loco. Os alelos variaram entre 1
e 3 alelos por loco para o estado do Amapa e entre 1 e 4 para o estado do
Para. O estado do Para apresentou cinco alelos exclusivos e o estado do
Amapa obteve 3 alelos exclusivos. O total de alelos exclusivos nas duas
populacdes foi igual a 8 (20,5% do total de alelos amplificados). A endogamia
intrapopulacional obteve um valor bastante elevado (G;s = 1,00) o que mostra
que as populacdes nado estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg. A raz&do mais
provavel para a auséncia de heterozigotos deve ser o isolamento ao qual a
planta € mantida in situ. A propor¢cdo da variabilidade presente entre os
acessos coletados nos dois estados € considerada muito alta (Gst = 0,37). Na
analise do agrupamento observou-se que 0s municipios pertencentes ao
estado do Para e os do estado do Amapa formam dois grupos bem distintos,
confimando as diferengas existentes entre os algodoeiros dos dois estados.
Conclui-se entdo que G. barbadense se reproduzem basicamente por
autofecundacdo e que existe grandes diferengas genéticas entre os
algodoeiros presentes no Para e no Amapa, sendo necessaria a preservacao
em bancos de germoplasma de acessos provenientes de cada estado.

ABSTRACT

The present work had as objective to estimate the diversity and the
genetic structure of G. barbadense populations in Para and Amapa States,
aiming to define conservation strategies ex situ. On hundred forty one
genotypes were used in this research, with 84 and 57 collected in Para and
Amapa States, respectively. The 12 pairs of primers SSR used amplified 15 loci
and a total of 39 alleles with an average of 2.53 alleles per loci. The alleles
varied between 1 and 3 alleles per loci to Para State and between 1 and 4 to
Amapa State. Para State presented five exclusive alleles and Amapa State
obtained three. The total of exclusive alleles in the two populations was equal to
eight (20.5% of the total amplified alleles). The population inbreeding obtained a
very high value (G;s = 1.00) showing that the populations are not in Hardy-
Weinberg equilibrium. The most probable reason for heterozygous absence
may be the isolation in what the plant is kept in situ. The variability proportion
present among the collected accesses in the two studied States is considered



Capitule 2 — Caracterizacio genética de §. barliadense 40
nos estades de Pard e Amapd
cam marcadores SSR

very high (Gst = 0.37). In the clustering analyses was observed that the
municipal districts belonged to Para and Amapa State formed two distinct
groups, confirming the existing difference among the cottons from the two
States. It was concluded that G. barbadense reproduce basically via self
pollination and exist high genetic differences between the cottons present in

Para and Amapa States. The preservation in germoplam banks of accesses
collected from each State is needed.
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5.1 - INTRODUGAO

A espécie G. barbadense, arborea e perene, era cultivada por indigenas
de diversas etnias quando da chegada dos colonizadores, sendo difundida
entre estes. Porém, foi paulatinamente substituida por algodoeiros da espécie
G. hirsutum. Atualmente, sua manutencgao in situ é devida, principalmente, ao
uso como planta medicinal (Barroso et al., 2005b) e a variabilidade existente
nao esta adequadamente representada nos bancos de germoplasma. Para que
a conservagdo genética desta espécie seja feita de modo adequado é
importante conhecer a estrutura genética e a variabilidade presente.

O procedimento basico para determinar como uma dada espécie esta
geneticamente estruturada € a analise das populagcbes com marcadores
moleculares. O desenvolvimento dos marcadores moleculares possibilitou a
ampliacdo dos conhecimentos sobre espécies nativas ou naturalizadas.
Marcadores microssatélites (SSRs) sdo os mais utilizados em estudos de
populagdes naturais (Collevatti et al., 1999; Dayanadan et al., 1999; Gaiotto,
2001 e Zucchi, 2002), pois sdo codominantes e altamente polimérficos quando
comparados com outras classes de marcadores. Os marcadores SSR tem sido
muito utilizado para responder a diversas questbes sobre a genética de
populacdes, fluxo génico e analise de paternidade (Wright & Bentzen, 1994).

O presente trabalho teve como objetivo estimar a diversidade e a
estrutura genética das populagdes de G. barbadense no estado do Para e

Amapa, visando definir estratégias de conservacéao ex situ.
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5.2 - MATERIAL E METODOS

5.2.1 - Material vegetal

O material usado neste estudo constituiu-se de folhas de individuos
adultos de algodoeiros da espécie G. barbadense, coletadas em dois estados
da regido Norte do Brasil: Para e Amapa. No estado do Para foram coletadas
179 plantas das quais 84 foram utilizadas no estudo; no Amapa coletou-se 117
plantas e o estudo foi feito com 57 gendtipos. Os municipios amostrados
durante as expedi¢gbes estdo relacionados nas tabelas 1 e 2. As amostras
foram coletadas em viagens de prospeccao e coleta realizadas durante o més
de Novembro de 2004.

As folhas coletadas in situ foram postas em tubos de ensaio contendo
tampéo TE (10mM Tris; 1mM EDTA), acondicionadas em gelo e transportadas
para o Laboratorio de Biotecnologia da Embrapa Algoddo, onde foram

armazenadas a -20°C até o momento de extragdo de DNA.

5.2.2 — Extracdo do DNA gendmico

As folhas foram retiradas do TE e secas em papel toalha e empregadas
na extragéo e purificagdo do DNA genémico. O método empregado foi descrito
por Ferreira & Grattapaglia (1998), com modificagdes. O protocolo apresenta os

seguintes passos:

1. Colocou-se aproximadamente 100mg de tecido em tubos de
microcentrifuga de 1,5mL, congelando a amostra em nitrogénio liquido;
2. Macerou-se o tecido vegetal, com o auxilio de um pistilo de vidro

previamente resfriado, até se obter um pd bem fino;
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Genétipo Municipio Genétipo Municipio Genétipo Municipio
PA-04-02 Terra Alta PA-04-45 Ourém PA-04-108 Braganca
PA-04-03 Terra Alta PA-04-47 Ourém PA-04-119 Braganca
PA-04-04 Sao Caetano PA-04-49 Ourém PA-04-112 Braganca

de Odivelas
PA-04-06 Santa Maria PA-04-50 Capitdo Poco PA-04-73 Bonito
PA-04-08 Sao miguel PA-04-51 Capitéo Pogo PA-04-75 Bonito
do Guama
PA-04-10 Sao miguel PA-04-52 Capitédo Pogo PA-04-77 Capanema
do Guama
PA-04-11 Irituia PA-04-53 Capitao Poco PA-04-83 Tracuateua
PA-04-13 Irituia PA-04-54 Capitdo Poco PA-04-86 Tracuateua
PA-04-14 Irituia PA-04-55 Capitdo Poco PA-04-87 Tracuateua
PA-04-15 Irituia PA-04-56 Capitéo Poco PA-04-92 Tracuateua
PA-04-19 Capitado Pocgo PA-04-57 Capitado Pocgo PA-04-98 Tracuateua
PA-04-20 Capitéo Pogo PA-04-66 Garrafédo do PA-04-31 Capitéo Pocgo
Norte
PA-04-21 Capitao Poco PA-04-67 Garrafédo do PA-04-121 Capanema
Norte
PA-04-22 Capitao Pogo PA-04-68 Garraféo do PA-04-123 Capanema
Norte
PA-04-23 Capitéo Pocgo PA-04-69 Garrafao do PA-04-125 Capanema
Norte
PA-04-25 Capitéo Pocgo PA-04-70 Garrafédo do PA-04-136 Méae do Rio
Norte
PA-04-26 Capitdo Poco PA-04-72 Bonito PA-04-137 Mé&e do Rio
PA-04-27 Capitdo Pocgo PA-04-76 Capanema PA-04-138 Aurora de
Para
PA-04-28 Capitéo Pocgo PA-04-82 Tracuateua PA-04-140 Ipixuna
PA-04-33 Capitao Poco PA-04-88 Tracuateua PA-04-141 Ipixuna
PA-04-34 Capitdo Poco PA-04-90 Tracuateua PA-04-146 Paragominas
PA-04-35 Capitdo Poco PA-04-94 Tracuateua PA-04-147 Paragominas
PA-04-37 Capitado Pogo PA-04-95 Tracuateua PA-04-149 Paragominas
PA-04-39 Capitéo Pocgo PA-04-96 Tracuateua PA-04-169 Moju

PA-04-41 Capitéo Pocgo PA-04-97 Tracuateua PA-04-174 Marituba
PA-04-42 Ourém PA-04-99 Tracuateua PA-04-175 Marituba
PA-04-43 Ourém PA-04-100 Tracuateua PA-04-176 Marituba
PA-04-44 Ourém PA-04-103 Tracuateua PA-04-179 Benevides
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Tabela 2: Gendtipos amostrados no estado do Amapa

Genotipo Municipio Genotipo Municipio Genotipo Municipio
AP-04-01 Macapa AP-04-63  Tartarugalzinho  AP-04-73 Pedra Branca
AP-04-02 Macapa AP-04-85 Pedra Branca AP-04-21 Amapa
AP-04-03 Porto Grande AP-04-70 Porto Grande AP-04-78 Serra do Navio
AP-04-06 Porto Grande AP-04-75 Pedra Branca AP-04-79 Serra do Navio
AP-04-07 Porto Grande AP-04-87 Pedra Branca AP-04-69 Porto Grande
AP-04-08 Porto Grande AP-04-93 Porto Grande AP-04-55  Tartarugalzinho
AP-04-09 Porto Grande AP-04-98 Macapa AP-04-44 Pracuuba
AP-04-10 Porto Grande AP-04-101 Macapa AP-04-45 Pracuuba
AP-04-11 Porto Grande AP-04-103 Macapa AP-04-47 Pracuuba
AP-04-13  Ferreira Gomes AP-04-110 Macapa AP-04-50  Tartarugalzinho
AP-04-14  Ferreira Gomes AP-04-111 Macapa AP-04-51  Tartarugalzinho
AP-04-17 Amapa AP-04-113 Macapa AP-04-54  Tartarugalzinho
AP-04-19 Amapa AP-04-117 Macapa AP-04-28 Calgoene
AP-04-22 Amapa AP-04-97 Macapa AP-04-12  Ferreira Gomes
AP-04-34 Calgoene AP-04-72 Pedra Branca AP-04-49 Pracuuba
AP-04-38 Calgoene AP-04-96 Macapa AP-04-53  Tartarugalzinho
AP-04-43 Pracuuba AP-04-65  Tartarugalzinho  AP-04-46 Pracuuba
AP-04-57  Tartarugalzinho  AP-04-20 Amapa AP-04-66 Porto Grande
AP-04-61  Tartarugalzinho  AP-04-42 Pracuuba AP-04-71 Porto Grande
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3. Em capela de exaustéo foi adicionado 600uL de tampao de extracao (2%

CTAB; 1,4M de NaCl; 0,2M de EDTA; 0,1M de Tris HCI pH 8,0; 2% de PVP e

0,2% p-mercaptoetanol), agitado em vortex por 30 segundos, ou até que todo

o tecido vegetal macerado entrasse em contato com o tampao de extragao;

4. Incubou-se os tubos em banho-maria por 30 minutos a 60°C, agitando-os a

cada 5 minutos;

5. Retirou-se os tubos do banho-maria, deixando-os esfriar até temperatura

ambiente. Ainda em capela de exaustao, adicionou-se 600uL de cloroférmio-

alcool isoamilico na proporcdo de 24:1 (v/v). Os tubos foram agitados por

inversao durante cinco minutos, ou até se obter uma emulsdo homogénea;

6. Centrifugou-se a 12000rpm por 10 minutos a 4°C;

7. A fase aquosa (superior) foi transferida para novo tubo, ao qual se
adicionou um volume de isopropanol gelado (-20°C);

8. Misturou-se a solugao por inversao dos tubos para a precipitagdo de acidos
nucléicos;

9. O DNA precipitado foi sedimentado por centrifugacdo a 12000rpm por 10
minutos a 4°C;

10.0Os pellets foram lavados duas vezes com 500uL de etanol 70% gelado e
uma vez com etanol absoluto e secos ao ar por 5 a 10 minutos

11. O DNA foi ressuspenso 100 -200uL (dependendo do tamanho do pellet) em

agua bidestilada ou TE (10mM Tris; TmM EDTA).

5.2.3 — Quantificacao do DNA

A quantificagdo do DNA purificado foi realizada em géis de agarose
0,8% (p/v) submetidos a eletroforese . Aliquotas da solu¢do de DNA de cada
planta foram aplicadas nos pogos do gel ao lado de uma série de DNA do fago
lambda com concentragcdes conhecidas (50 a 300ng). Apo6s eletroforese e
coloracédo com 10uL de brometo de etideo (10mg/mL) diluido em 100mL de
tampéo TBE (89 mM de Tris, 2 mM de EDTA, 89 mM de borato de sédio pH

8,3), a concentracao de DNA nas amostras foi estimada por comparagao visual



Capitule 2 — Caracterizagie genética de §. barliadense 46
nos estades de Pard e Amapd
com mancadaores SSR
_______________________________________________________________________________________________________________|

da intensidade de fluorescéncia das bandas do DNA do fago A. Posteriormente

o DNA foi diluido (10ng/pL) em agua bidestilada para as reac¢des de SSR.

5.2.4 — Condic¢des de Amplificacao

Apoés a quantificacdo do DNA, as reagdes de amplificagdo foram feitas
num volume de 20uL contendo: tamp&o PCR (10mM de Tris-HCI, pH 8,3,
50mM de Kcl e 0,1% de Triton X-100), 0,2mM dNTP, 1 unidade Tag DNA
polimerase, 4mM de cada par de primer e 20 a 25ng de DNA genémico. As
reacdes também foi adicionado cloreto de magnésio em quantidade adequada
ao par de primer, sempre entre 2mM e 4mM. Os primers foram desenvolvidos
especificamente para algodoeiro e sdo denominados Cir (Nguyen et. al., 2004)
e BNL (Liu et. al.,2000).

Para amplificacdo dos fragmentos por PCR usando os primers Cir
utilizou-se o seguinte programa: desnaturacdo inicial a 94°C por 5 minutos,
seguido de 35 ciclos compostos por uma desnaturacdo a 94°C por 30
segundos, temperatura de anelamento de acordo com cada par de primer
(46°C a 55°C) por 1 minuto e uma extensdo a 72°C por 1 minuto. Seguiu-se

uma extensao final a 72°C por 8 minutos.

Para amplificacdo dos marcadores gerados com os primers BNL utilizou-
se o0 seguinte programa: desnaturacédo inicial a 95°C por 12 minutos, seguido
de 30 ciclos de temperatura, sendo cada ciclo composto por 93°C por 1
minuto, 55°C por 2 minutos e 72°C por 3 minutos, com uma extenséo final de
72°C por 7 min.

Apo6s a reagédo foram adicionados 10uL de solugdo formamida 95%
contendo 0,05% de azul de bromofenol, 10mM de EDTA. OS produtos de
amplificagdo foram desnaturados a 95°C por 5 minutos no termociclador e

transferidos imediatamente para gelo.
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5.2.5 — Deteccéo dos Marcadores SSR

Os produtos de amplificacdo (marcadores microssatélites) foram
submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida 6% contendo 7M de uréia.
Os géis foram preparados utilizando tampédo TBE (89mM de Tris, 2mM de
EDTA, 89mM de borato de sédio pH 8,3).

Géis de acrilamida foram corados com nitrato de prata, de acordo com

procedimento descrito por Creste et al., (2001).

5.2.6 — Selec¢ao de Primers

Foram testados 156 pares de primers Cir e BNL. Para verificagdo do
perfil de amplificacdo de cada primer foram utilizados dois acessos de G.

barbadense coletados no Para e Amapa e a cultivar Deltaopal.

5.2.7 — Analise dos dados

Para cada loco SSR, os individuos foram genotipados de acordo com os
alelos que possuiam. Os dados da genotipagem foram empregados para
estimar as frequéncias alélicas para os acessos agrupados de acordo com a

microrregido do estado em que foi coletado.

A diversidade genética e estatisticas G foram estimadas sob modelo fixo
de acordo com Nei (1973a). As freqiéncias alélicas, o numero de alelos por
loco (A), a heterozigozidade observada (H,) e esperada (H,) e as estatisticas G
de Nei (Hr, Hs, Dst, Gir e Gsr), foram estimadas utilizando os programas GDA
(Lewis & Zaykin, 2000) e FSTAT (Goudet, 2001).
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A estruturacdo da variabilidade dentro de cada municipio, entre
municipios de cada estado e entre estados foi determinada segundo o indice

de diversidade de Nei e pela analise de agrupamento, usando a distancia de
Nei (1978) e UPGMA.
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5.3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 — Selec¢ao de primers

Os 156 pares de primers utilizados amplificaram 163 locos, dos quais 96
foram polimérficos entre G. barbadense e Deltaopal (G. hirsutum). Entre os
acessos de G. barbadense, apenas 11 locos foram polimérficos. O
polimorfismo relativamente elevado observado entre G. barbadense e
Deltaopal reflete as diferencas existentes entre as duas espécies de algodéo, e
deve tornar facil a realizagéo de estudos de fluxo génico entre cultivares e as
populacdes de G. barbadense. Ja o baixo nivel de polimorfismo entre os
acessos de G. barbadense é fungao da menor diversidade dentro da espécie e
do reduzido numero de individuos usados no teste. Doze pares de primers SSR
(Tabela 3) foram escolhidos para a avaliagdo da estrutura das populagbes de
G. barbadense. Eles foram selecionados devido ao polimorfismo, a localizagéo
no genoma e pelo padrdao de amplificagdo que permitia a inequivoca

genotipagem.

Tabela 3:Descri¢gdo de Pares de Primers usado para Amplificar Marcadores em

Algodao

Primer Cromossomo Motivo Primer Cromossomo Motivo
Cir169 C, AT5GT7 Cir222 D08 e C, GT14
Cir148 C12 TGS Cir272 C12 e C16 CA8
Cir246 Cus TG6 Cir187 Cxo TG6
Cir372 Cio GT12 Cir203 Cs CA16
Cir381 C2 e C14 AC7 BNL1414 C23 e Cg AG16
Cir228 C;eCys TG12N3T BNL3103 Cos GA13e TC14

GTA11

5.3.2 — Caracterizagéo dos locos microssatélites

Foram genotipadas 141 plantas, sendo 84 do estado do Para e 57 do
Amapa (Tabela 1 e 2). Os 12 pares de primers utilizados amplificaram 15 locos,

sendo 13 polimérficos e dois monomorficos. Dois exemplos da amplificacao
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obtida podem ser observados na figura 18. Inicialmente um numero maior de
plantas foi usado para realizar as analises. Porém, logo apds as primeiras
reacbes PCR uma parte deixou de amplificar, embora a qualidade e a
quantidade de DNA fossem, aparentemente, adequadas. Fato similar é citado
por (Koonjul et al., 1999), que atribuiu a ineficacia do DNA das amostras de
algodao como molde a excessiva quantidade de compostos fendlicos.

O marcador mais polimorficos para G. barbadense, tendo como base as
duas populagbes, foi o Cir203 com quatro alelos. J&4 os marcadores Cir169 e

Cir246 foram monoméorficos, portanto nao informativos.

Bllil||!;uh.“l m..'m “';'m'. PPUTLALAL

Figura 18: Géis de poliacrilamida mostrando locos microssatélites em G.
barbadense. A) BNL3103; B) CIR148

5.3.3 — Diversidade genética

A amplificagdo do DNA gendmico com os 12 oligonucleotideos gerou 38
alelos (Tabela 4), sendo observados 35 alelos no Para e 33 alelos no Amapa.
O numero de alelos por loco variou de 1 a 4 na populagédo do Para e entre 1 e 3
na populacao do Amapa (Tabela 4). A quantidade de alelos por loco depende
do numero de acessos e da diversidade do conjunto de gendétipos avaliados.
Os resultados obtidos sao similares aqueles encontrados por Bertini et al.
(2005), que obtiveram 65 alelos a partir da andlise de 30 cultivares de
algodoeiro herbaceo com 31 pares de primers. Porém, s&o inferiores aos
observados por outros autores. Lacape et al. (2006) reportam que um conjunto
de 201 primers microssatélites amplificou de 2 a 17 alelos por loco em 47

acessos de algodoeiros tetrapldides; Liu et al., (2000) relatam a obtencao de 2



Capitule 2 — Caracterizacio genética de §. barliadense 51
nos estades de Pard e Amapd
com mancadaores SSR
_______________________________________________________________________________________________________________|

a 11 alelos por loco em 97 acessos tetrapléides; Liu et al., (2005) encontraram

entre 1 e 8 alelos em algodoeiros diploides da espécie G. arboreum.

Tabela 4: Numero de alelos por loco, segundo as populagdes de G.

barbadense
Loco Para Amapa Total
Cir169 1 1 1
Cir148 3 3
Cir246 1 1 1
Cir372 2 3 3
Cir381 2 2 2
Cir228a 3 2 3
Cir228b 3 2 3
Cir222 2 2 2
BNL1414a 2 2 3
BNL1414b 2 2 3
Cir272a 2 2 2
Cir272b 3 3 3
BNL3103 3 3 3
Cir187 2 2 2
Cir203 4 3 4
Alelos por populagao 35 33 38

Verificou-se que os primers Cir372, Cir228, Cir203 e BNL1414
amplificaram oito alelos presentes em uma populagdo mais ausentes na outra,
como descritos na Tabela 5. O estado com maior numero de alelos exclusivos
foi o Para com 5 alelos, o estado do Amapa apresentou apenas 3 alelos
exclusivos. A soma dos alelos exclusivos nas duas populagdes foi igual a 8
(20,5% do total de alelos amplificados). Elevado numero de alelos exclusivos
também foi observado em G. mustelinum (Batista, 2005), sendo possivel
realizar uma discriminagao relativamente facil das populagbes por meio dos
primers que amplificam os alelos exclusivos.

As frequéncias dos alelos exclusivos apresentam grande amplitude de
variagdo no estado do Para, cujas freqiéncias maximas e minimas foram de
95% e 1,7%, respectivamente. No estado do Amapa a variagéo foi bem menor
com freqliéncias maximas e minimas de 23% e 5,6%, respectivamente. As
maiores freqUéncias dos alelos exclusivos foram observadas no primer

BNL1414, que amplificou dois locos. No primeiro loco (BNL1414a), o terceiro
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alelo estava presente em 94,7% nos individuos do Para; no segundo
(BNL1414b), 94,8% dos individuos do Para continham o alelo 3. E provavel que
o isolamento genético dos algodoeiros dos dois estados e a origem diferente do
material tenham contribuido para a presenca dos alelos exclusivos. Fato que
corrobora a origem diferenciada dos algodoeiros de ambos os estados sao: a
coloragdo das folhas, roxa na maioria dos acessos coletados no Para e
predominantemente verde nas plantas do Amapa; o tipo de semente,
predominantemente separada no Amapa e agrupada no Para; e a presenca de
linter na grande maioria das plantas do Para e sua auséncia nas plantas do

Amapa.

Tabela 5: Alelos exclusivos segundo o loco e a populacéo de G. barbadense

Locos N° do alelo Freqléncia Populagao
Cir372 3 0,0566 Amapa
Cir228a 3 0,259 Para
Cir228b 3 0,155 Para
BNL1414a 1 0,230 Amapa
BNL1414a 3 0,947 Para
BNL1414b 1 0,117 Amapa
BNL1414b 3 0,948 Para
Cir203 1 0,017 Para

As duas populagbes apresentaram pequeno numero de alelos por loco
(Tabela 6), com média geral de 2,53 alelos. O numero de alelos amplificados
nas plantas de cada estado foi similar, sendo ligeiramente superior no estado
do Para, com 2,33, em relagdo ao Amapa, 2,20. De modo geral, a analise
intraespecifica de algodoeiros gera um pequeno numero de alelos por loco. Os
valores obtidos neste estudo foram substancialmente maiores do que o
verificado em G. mustelinum, em que apenas 1,59 alelos por loco foram
amplificados (Batista, 2005). Resultado similar foi obtido por Bertini et al.,
(2005) e Gutiérrez et al., (2000), que obtiveram uma média de 2,13 e dois
alelos por loco microssatélite em algodoeiros herbaceos, respectivamente. Por
outro lado, Lacape et al., (2006) e Liu et al., (2000) obtiveram uma média de
5,6 e cinco alelos por loco microssatélite, respectivamente. O valor mais
elevado encontrado por estes autores deve-se a um maior nimero de espécies

incluidas nas analises.
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Tabela 6: Resumo das analises das populagbes com marcadores SSR. Em
que: (H,) heterozigosidade observada e (F;s) coeficiente de endogamia
intrapopulacional

N° médio % locos Alelos . Ale!os
Popul. . ... . e polimérficos por Ho Fis
individuos® polimérficos por loco loco™
Para 73,26 87 2,33 2,53 0,0 1,0
Amapa 51,86 87 2,20 2,38 0,0 1,0
Total 125,12 87 2,53 2,77 0,0 1,0

* Média de genotipos amplificados
** Considera apenas os locos polimoérficos

O percentual médio de locos polimorficos verificado nas populagdes de
G. barbadense foi de 87%. As duas populagdes apresentaram percentuais
iguais de locos polimorficos. Observa-se na tabela 6 que a média total de alelos
polimérficos por loco foi de 2,77. O estado que apresentou maior numero de
alelos polimérficos por loco foi o Para com 2,53, a populagcdo do Amapa
apresentou 2,38.

A heterozigosidade observada (H,) foi zero nos dois estados (Tabela 6),
o que refletiu no indice de fixagdo ou de endogamia (Fs), que obteve o valor
maximo. A auséncia de heterozigotos mostra que as plantas se reproduzem,
basicamente, por autofecundacgbes. Considerando que a flor do algodoeiro é
grande, com cores chamativas para os polinizadores, particularmente abelhas,
e que nao existe sistemas que favoregcam a autofecundacgéo, tal resultado nao
pode ser explicado pelo sistema reprodutivo da espécie.

A razdo mais provavel para a auséncia de heterozigotos deve ser o
isolamento ao qual a planta é mantida in situ. A presenca de poucas plantas,
uma a duas em cada local de coleta, o distanciamento entre os pontos de
ocorréncia e a presenca de barreiras fisicas que dificultam a locomogao dos
polinizadores, como muros, deve fazer com que a taxa de fecundacgéo cruzada
seja zero ou muito préxima a zero. A reproducdo por autofecundagao deve
estar ocorrendo a diversas geragdes, pois um isolamento genético recente
resultaria em desvios menores da panmixia. Por exemplo, se um loco contém

apenas dois alelos, cada um com freqliéncia de 0,5, o coeficiente de
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endogamia esperado seria de 0,25, 0,125 e 0,0675 ap6s uma, duas e trés
geracbes de autofecundacéo, respectivamente. Estes valores seriam passiveis
de serem detectados com os tamanhos de amostras usados no presente
estudo.

O coeficiente de endogamia verificado poderia, também, ser causado
pelo cruzamento entre individuos aparentados. Porém, os valores da
diversidade dentro de cada municipio ndo sdo muito baixos, particularmente no
Amapa, tornando improvavel que o cruzamento entre parentes seja a principal

causa da presencga exclusiva de homozigotos.

5.3.4 — Estrutura da populacao

Considerando as duas populagdes, os indices de diversidade de Nei
(1973) revelaram que a endogamia intrapopulacional (Gss) foi igual a um,
refletindo a completa auséncia de heterozigotos para todos os locos estudados
(Tabela 7). A diversidade genética total foi elevada (H7=0,477), indicando haver
grande variabilidade nas populag¢des. A particado da diversidade mostrou que a
maior parte da diversidade estd dentro das populagdes (Hs=0,307), mas a
quantidade de diversidade presente entre os estados (Ds7=0,170) é bastante
expressiva. Ela representa 36,9% da diversidade total, podendo ser
classificada como muito alta. Novamente, este elevado valor da diversidade
entre populagdes pode ser confirmado pelos marcadores morfoldgicos tipo de
semente, coloracédo da folha e presenca de linter, bastante distintos entre os
dois estados. Tal resultado ja era esperado uma vez que espécies com
pequenas populagdes, que se reproduzem basicamente por autofecundacgéo e
com limitada dispersao de pdlen e sementes deverao mostrar uma elevada
variabilidade entre populagdes (Lovelless & Hamrick, 1984; Hamrick & Lovelles,
1986 e Alves, 2002).



Capitule 2 — Caracterizacio genética de §. barliadense 55
nos estades de Pard e Amapd
com mancadaores SSR

Tabela 7: Diversidade Total (H7), divergéncia genética dentro dos estados (HSs),
Diversidade entre estados (Dst), propor¢ao da diversidade total que esta entre
os estados (Gst) e coeficiente de endogamia intrapopulacional (Gjs) em
analises considerando todos os estados e para cada um dos estados
separadamente.

Populacao Hr Hs Dst Gsr Gis
Todos 0,477 0,307 0,170 0,369 1,000
Para 0,293 0,222 0,071 0,243 1,000
Amapa 0,357 0,328 0,029 0,082 1,000

Os algodoeiros de ambos os estados apresentaram diversidade genética
de magnitude similar (Tabela 7), sendo um pouco maior no Amapa (Hr = 0,357)
do que no Para (Hr= 0,293). A decomposicao da diversidade mostrou que a
proporcao entre os municipios do Para é alta (Gsr = 0,242) e no Amapa é
apenas moderada (Gsr = 0,082). Analisando a diversidade genética dentro dos
municipios do estado do Amapa (Tabela 8), verifica-se que o municipio com
maior diversidade foi Amapa com 0,406 e o de menor diversidade foi Macapa
(0,244). Ja no estado do Para o municipio com a maior diversidade foi
Braganga, com 0,466 e o de menor diversidade foi Garrafao do Norte com 0,08
(Tabela 8).

Tabela 8: Média da diversidade genética dentro de cada municipio amostrado,
segundo o estado

Estado Municipios
. . . Tartaru Ferreira . Pedra Porto
Amapa Amapa Pracuuba galzinho Calgoene Gomes Macapa Branca Grande
0,406 0,368 0,388 0,333 0,355 0,244 0,257 0,292
. Capitao . . . Garrafao
Para Tracuateua Capanema Pogo Braganga Bonito  Ourém lIrituia do Norte
0,360 0,200 0,193 0,466 0,150 0,193 0,133 0,080

Na analise do agrupamento (figura 19) observa-se que 0s acessos
coletados em cada municipio formam dois grupos distintos. Os municipios do
Para formam o primeiro grupo e os municipios do Amapa formam o segundo
grupo. Este dendrograma mostra que geneticamente o agrupamento seguiu as
diferencas morfoldgicas e também geograficas entre os algodoeiros dos dois

estados.
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Irituia PA

— Gar Norte PA

— Cap Poco PA

—— Ourem PA

—— Bonito PA

—— Capanema PA

—— Tracuateua PA

—— Braganca PA

Ferreira Gomes AP

Calcoene AP

Pedra Branco AP

Macapa AP

Porto Grande AP

Amapa AP

Pracuuba AP

Tartarugalzinho AP

Figura 19: Padrdo de divergéncia genética entre os municipios do Para e

Amapa, baseado no agrupamento de UPGMA utilizando as distancias
genéticas de Nei (1978).

Os valores relativamente elevados de diversidade entre os estados tém
consequUéncias diretas no planejamento das estratégias de conservacdo. Para
que a variabilidade presente esteja adequadamente conservada n&o é possivel
priorizar a conservagao dos algodoeiros de um estado em detrimento do outro.
A manutencdo deve ser realizada de modo que os algodoeiros presentes no
Pard e no Amapa estejam devidamente representados em bancos de
germoplasma.

A diversidade apenas moderada dos algodoeiros entre os municipios do
Amapa e elevada entre os municipios do Para conduz a estratégias diferentes
de coleta e conservagao ex situ de algodoeiros dos dois estados. Em ambos o
numero a ser coletado e armazenado pode ser similar, visto que a diversidade

presente em cada um é relativamente semelhante. Para o Para, que possui
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elevada diversidade entre municipios, a estratégia devera envolver a coleta e
armazenamento de algodoeiros provenientes do maior numero de cidades
possivel, sendo necessario um pequeno numero de individuos de cada
localidade. A maior homogeneidade entre os algodoeiros presentes nos
municipios do Amapa permite que as coletas sejam realizadas em um menor
numero de pontos amostrais.

A magnitude da diversidade entre populagbes é também um indicativo
da intensidade de fluxo génico entre populagbes. Desta maneira, o elevado
valor do Gsr entre os dois estados sugere que o fluxo génico de um estado
para outro € pequeno. Como a taxa de alogamia foi zero e ha um grande
obstaculo natural separando os dois estados, o Rio Amazonas, é quase certo
que a pequena comunicagao entre os algodoeiros do Amapa e do Para ocorra
via sementes transportada por pessoas.

Usando o mesmo raciocinio para interpretar a diversidade dentro de
cada estado, a maior homogeneidade genética entre os algodoeiros do Amapa
permite inferir que o fluxo génico é muito mais intenso do que no Para. Da
mesma forma que entre os estados, o fluxo génico deve decorrer do transito de
sementes.

O conhecimento dos niveis de variacdo genética em plantas tem
implicagbes imediatas sobre as estratégias Otimas de amostragem de
individuos ou populagdes, na conservagdao e manutencdo da diversidade
genética do germoplasma tanto in situ quanto ex situ. Isto € particularmente
verdadeiro para a espécie G. barbadense naturalizada no Brasil, considerando
que as informacdes em torno de sua diversidade e estrutura genética sao
poucas e insuficientes. Estudos similares aos realizados neste trabalho devem
ser repetidos em outros locais no intuito de aumentar os conhecimentos sobre

a espécie e para determinar a melhor abordagem de coleta e de conservagéo.
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5.4 - CONCLUSOES

® (. barbadense presentes nos estados do Para e do Amapa se

reproduzem, basicamente, por autofecundacgdes;

® Ha grandes diferencas genéticas entre os algodoeiros presentes nos
dois estados, sendo necessario a preservagdo em bancos de

germoplasma (ex situ) de acessos provenientes de cada estado.
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Questionario usado nas expedic¢des in situ
1) Dados geograficos e do proprietario/mantenedor

a) Municipio b) Estado

c) Lat. d) Long. e) Altit.

f) Proprietario

g) Propriedade

h) Atividade do mantenedor
() Agricultor familiar () Agricultor empresarial () Dona de casa

() Outra atividade

2) Dados da populacio
Espécie
Tipo de Populacdo ( ) Selvagem () Feral () Fundo de quintal
() Variedade local () Espontanea
() Outra
Uso

Numero de individuos adultos

Numero de individuos jovens

Area aproximada

Origem

g) Excicata ( ) Ndo ( ) Sim Identificagdo

h) Riscos possiveis () Pastejo de animais () Depredacdo do ambiente
() Fluxo génico () Expansao de lavouras () Abandono

( )Obrascivis () Outros
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Dados culturais
a) Plantio

b) Controle de doencas/pragas

¢) Adubacao

d) Colheita

e) Armazenamento e beneficiamento

f) Comercializacio

1) Doencas
( )Ramularia ( )Ramulose ( ) Mosaicocomum ( ) Doencga azul

() Bacteriose () Outra

j) Pragas
( )Bicudo ( ) Lagartas que atacam magas ( ) Lagartas desfolhadoras

() Pulgdes ( ) Outros

k) Polinizadores () Nao coletados () Coletados (amostra n°® )

3) Dados do ambiente e fenologicos

Vegetacio predominante

e Espécies associadas

e Epoca de florescimento

o Epoca de frutificaciio

e Altura média
( )<05m ( )05alm ( )la2m ( )2a3m ( )acimade3m

e Ocorre perda de folhas durante periodo seco
( )Sim ( )Nao

¢ Idade média aproximada das plantas
( )lano ( )2a3anos ( )4 aS5anos () acimade 5 anos
4) Outras observacdes
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