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RESUMO

Gossypium mustelinum Miers ex Watt é a Unica espécie de algoddo nativa do Brasil.
E uma espécie endémica do semi-arido nordestino do pais, ocorrendo proximo a
fontes de &gua mais duradouras. Os riscos para conservacgao in situ das populacées
estdo associados a interferéncia humana em seu habitat, principalmente devido ao
excessivo pastejo por bovinos e caprinos, além do desmatamento em matas ciliares.
Estabelecer estratégias eficazes de conservacao in situ depende da realizagdo de
um diagnoéstico da espécie em seu ambiente natural, e do conhecimento acerca da
estrutura genética das populacdes. Os objetivos deste trabalho foram: i) determinar
as condi¢des in situ de duas populacdes presentes em rios da bacia do Rio
Paraguacu no estado da Bahia, ii) avaliar a estrutura e variabilidade genética
presente em ambas as populacdes, iii) e estabelecer estratégias de conservacéo in
situ e ex situ. Foram realizadas coletas em novembro de 2007, quando foi realizada
a caracterizagdo in situ de G. mustelinum. Marcadores SSR foram usados para
analisar 218 gendtipos de duas populagdes, localizadas nos rios Toco e Capivara.
As frequéncias alélicas, a heterozigozidade e as estatisticas F foram estimadas.
Todas as plantas foram classificadas como selvagens e nativas, e nenhuma
evidencia de exploracdo antropica foi observada. As popula¢gbes apresentavam
diferentes condi¢des de conservacao in situ. Poucas plantas foram encontradas em
locais onde havia pratica de pecuéaria extensiva, um indicio de que os danos
causados a plantas jovens sejam maiores, comprometendo a renovacdo das
populacdes. Em contraste, populacdes foram encontradas em adequadas condi¢des
de preservagcdo quando os danos causados pela acdo antrGpica eram pequenos ou
inexistentes. Os 14 pares de primers SSR amplificaram 17 locos com namero médio
de 5 alelos por loco (85 alelos no total). O alto indice de endogamia estimado
(Fis=0,808) e a baixa quantidade de heterozigotos (H,=0,093) indicam que as
populacdes propagam-se preferencialmente por autofecundacédo, geitonogamia e
cruzamentos entre individuos aparentados. A diversidade genética total foi alta
(He=0,482) e a diferenciacao entre as populacdes foi muito elevada (Fst=0,328). No
minimo duas sub-populacdes devem ser preservadas em cada rio para uma
adequada conservacao in situ. Acbes de preservacdo das matas ciliares e que
impecam o0 acesso do gado as populacdes devem ser implementadas, erguendo
cercas proximas as plantas. Nao é possivel prever se as sugestdes propostas para
preservagao in situ serdo implementadas. Coletas devem ser intensificadas e acoes
para preservagdo ex situ devem ser realizadas para conservagdo da diversidade
genética presente nesta espécie nativa do Brasil.
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ABSTRACT

Gossypium mustelinum Miers ex Watt is the only cotton species native from Brazil. It
is endemic of the semi-arid region from North-east of the country, where it occur near
from resilient water sources. The threats to the in situ conservation of the populations
are caused by human interference in its habitat, mainly by excessive cattle graze and
deforestation. Establish efficient strategies of in situ conservation depend on the
accomplishment of a diagnosis of how the specie is found in its natural environment,
and the knowledge about the genetic structure of the populations. The objectives of
this work were i) to determine the in situ conditions of two populations present in
rivers from basin of Rio Paraguacgu at the Bahia State, ii) to evaluate the structure
and genetic variability presented in both populations, iii) to establish in situ and ex
situ conservation strategies. It were realized collection in november 2007, when was
realized in situ characterization of G. mustelinum. SSR markers were used for
analyze 218 genotypes deriving from two populations of the G. mustelinum, localized
at Tocé river and the Capivara river. The allelic frequencies, the heterozigosity and
the F statics were estimated. All the plants were classified as wild and natives, and
there was no evidence of the use the plants or its parts. The populations showed
different conservation conditions in situ. Few plantlets were found in sites with
excessive cattle feed, an indication that the damages in young plants should be high
enough to compromise the renovation of the populations. On the other hand,
populations were well preserved when the anthropic damages was low or inexistent.
The 14 SSR primer pairs amplified 17 loci with a medium number of 5 alleles per
locus (a total of 85 alleles). The high level of endogamy estimated (Fs=0,808) and
the low observed heterozygosity (Ho=0,093) were indicatives that the populations
reproduce mainly by selfing, geitonogamy and crosses between related individuals.
The genetic diversity was high (Hg=0,482) and the differentiation between the
populations was very high (Fst=0,328). At least two sites from both populations of G.
mustelinum must be preserved to achieve suitable in situ conservation. Actions that
preserve the gallery forest and keep the cattle away should implemented, and could
be as simple as erecting a fence. It is not possible anticipated if the in situ
preservation will be possible. Therefore collections and ex situ preservation of
representative specimens are essential to conserve the genetic diversity of native G.
mustelinum.
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1. INTRODUCAO

Apesar do avanco tecnoldgico contemporaneo, algumas barreiras persistem
no que diz respeito aos progressos geneticos dentro de programas de
melhoramento. A maioria dos cultivares obtidos a partir desses programas resulta de
selecdo em populacdes sintetizadas usando variedades que ja apresentavam
caracteristicas agronémicas superiores. No caso do algodéo, estudos de diversidade
genética com espécies cultivadas mostram que as mesmas apresentam limitada
diversidade. Isso ocorre por que a maioria das variedades de algoddo Gossypium
hirsutum L., espécie que contribui com a maioria das fibras produzidas
mundialmente, foram desenvolvidas a partir de cruzamentos entre ancestrais
proximos, o0 que acarreta menor ganho genético dentro dos programas de
melhoramento.

A presséo exercida pelo mercado para se obter alta produtividade no cultivo
do algoddo tem estimulado pesquisas no sentido de reduzir a vulnerabilidade
genética de cultivares, introduzindo germoplasma mais diversificado para aumentar
a variabilidade genética. Nesse sentido Gossypium mustelinum Miers ex Watt pode
representar uma valiosa fonte de alelos que poderiam conferir resisténcia a insetos,
patégenos, adversidades ambientais, entre outras.

Até o inicio de 2006, apenas quatro populacdes naturais de G. mustelinum
eram conhecidas. Elas estéo localizadas nos municipios de Caic6 no Rio Grande do
Norte, e Macururé e Jaguarari no estado da Bahia. Apenas no final de 2006 novos
sitios de ocorréncia foram encontrados em bacias de alguns rios do Estado da
Bahia.

Esta espécie ocorre préximo a fonte de agua mais duradouras, sendo
encontrada, principalmente, na mata ciliar de lagos e rios temporarios. O principal
problema para sua manutencdo in situ, além do desmatamento, € a pecuaria
extensiva, particularmente de caprinos. Os animais se alimentam de brotos, folhas,
frutos, sementes e da casca do caule, prejudicando o desenvolvimento e, em casos
extremos, eliminando as plantas adultas. Desse modo, a renovacgéo das populacdes
também é comprometida, pois o pastejo em individuos jovens pode ocasionar sua
completa destruicdo. Além disso, pouco se conhece a cerca da variabilidade

genética das populacdes existentes.
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E necessario estabelecer estratégias para conservar adequadamente as
populacdes de G. mustelinum in situ e ex situ. Para elaborar tais estratégias é
imprescindivel conhecer a estrutura genética das populacoes.

Genomas eucariotos sdo densamente povoados por pequenas sequéncias
com um a seis nucleotideos de comprimento, repetidas uma ap6s a outra,
denominadas de microssatélites. Estas regides de DNA repetitivo apresentam alta
mutabilidade, desempenhando um papel significante na evolucdo do genoma,
criando e mantendo variagbes genéticas quantitativas. Tomando por base esse
conhecimento, um marcador molecular baseado em PCR foi desenvolvido visando a
amplificac@o destas sequéncias. Ele foi denominado microssatélite ou simplesmente
SSR (Simples Sequence Repeats). Estes marcadores, por possibilitarem a analise
de varios alelos e a distincdo entre individuos homozigotos e heterozigotos, sédo os
marcadores mais utilizados em estudos de diversidade genética atualmente. Para os
algodoeiros, mais de 1500 locos microssatélites ja foram isolados de bibliotecas de
DNA.

Conhecimentos gerados acerca das condigbes in situ, da diversidade e
estrutura genética de populacdes de G. mustelinum poderéo fornecer subsidios que
permitam a implementagéo racional de medidas para a conservacao in situ e ex situ

deste importante recurso genético.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. O Género Gossypium

Pertencente a ordem Malvales, a familia Malvaceae e a tribo Gossypieae, o
género Gossypium (algodoeiros) apresenta uma grande variagdo morfolégica, sendo
descrito desde arbustos perenes a pequenas arvores. Sua distribuicdo ocorre nos
tropicos e subtropicos onde € caracteristicamente encontrado em regifes aridas ou
semi-aridas (FRYXELL, 1965). O algoddo € considerado a mais importante das
fibras téxteis, naturais ou artificiais, sendo a planta de aproveitamento mais completo
e que oferece 0s mais variados produtos. Sua utilizacdo concentra-se na industria de
fiacdo e tecelagem e na industria de alimentagdo animal (farelo) e humano (6leo),
além de amplo numero de produtos secundarios, apresentando grande importancia
socioeconO6mica (RIGON et al., 2008).

De acordo com Fryxell (1965), a origem e diferenciagéo do género Gossypium
ocorreu no periodo Mesozéico, entre 5 e 15 milhdes de anos, tendo como centro de
origem a Africa Central (VALICEK, 1978). Desde entdo evoluiu em oito grupos de
espécies diploides (n=13), denominados grupos gendmicos diploides (A, B, C, D, E,
F, G e K) e um grupo de espécies alotetrapldides (Figura 1). Este dltimo grupo
emergiu da hibridizacdo entre duas espécies dipléides, uma espécie cultivada no
Velho Mundo pertencente ao genoma A, com uma espécie selvagem do genoma D,
nativo da América (VALICEK, 1978). O evento que deu origem ao genoma AD
ocorreu a aproximadamente 1,5 milh6es de anos, provavelmente no México
(WENDEL e CRONN, 2003; LIU et al, 2001). As espécies dipldides que realizaram
essa hibridizacdo estdo extintas (ADAMS e WENDEL, 2004). Entre as espécies
atuais, G. raimondii € considerado o ancestral mais proximo do doador do genoma
D, e G. herbaceum e G. arboreum os descendentes mais préximos do genoma A
(ADAMS e WENDEL, 2004) (Figura 1).

Atualmente estdo identificadas quarenta e nove espécies no género
Gossypium, dentre as quais apenas cinco sao tetraploides (2n=52). Destas espécies
trés sdo selvagens, G. darwinii nativa da ilha de Galapagos, G. tomentosum de ilhas

do Havai e G. mustelinum que tém como centro de origem o Nordeste do Brasil. As
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outras duas espécies tetraploides sao as mais importantes cultivadas, G. hirsutum e
G. barbadense (ADAMS e WENDEL, 2004). Todas essas espécies sdo sexualmente
compativeis (FREIRE et al. 2002).

As espécies tetrapldides cultivadas tiveram origens em centros de
domesticacdo independentes. G. hirsutum € originaria da regido que compreende a
Guatemala e o México, na Ameérica Central, e G. barbadense entre o Peru e o
Equador, na América do Sul (STHEPHENS, 1967). Um dos primeiros relatos de
cultivo de algodoeiros data de 3500 A.C., periodo a que pertencem os fragmentos
macrobotanicos encontrados em uma floresta tropical durante escavagdes no Vale

de Nanchoc préximos ao Andes, no norte do Peru (DILLEHAY et al., 2007).

i barbadense
&, hirsufum G, darwrml ;
. femeniosum (i, musielingm

Genoma AD alotetraplide
f 5 espécies, Novo Mundo

il
Genoma D dipldide Genoma A diplaide
13 espécies, Hn'.'n Mundo| | 2 espécies, Africa

GenomaF diplaide
1 espbcie, Alrica

#"
Hgfﬁff 'y

&&&ﬁ@
O ey O Oy OOl Org oy vy ; ; Genama E diplide
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3 Australia

emoma K diplbide
12 espécies, Australia

Figura 1. Histéria evolucionaria dos grupos gendmicos dipléides e tetrapléides do género
Gossypium, determinado por dados nucleares e cloroplastiais. Adaptado a partir de Wendel
e Cronn (2003).

A espécie G. hirsutum r. latifolium Hutch, denominada algodoeiro herbaceo, é
encontrada quase que exclusivamente na forma de cultivares, sendo responsavel
por mais de 90% da producédo mundial de algoddo (WENDEL e CRONN, 2003). De
acordo com o ICAC (International Cotton Advisory Committee) a area cultivada no

mundo vem aumentando progressivamente, crescendo 32% em pouco mais de 50
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anos, nos mais de 100 paises onde é cultivado. Na safra de 2007/2008 foram
produzidos 26,6 milhdes de toneladas de algod&o, sendo que China, india, Estados
Unidos e Paquistdo somam 72,7% da producdo mundial (COSTA et al., 2008).

Ao decorrer de 10 anos, entre 1998 e 2008, o Brasil passou de importador
para exportador, consumindo 3,6% da producdo mundial e ocupando a quinta
colocacao dentre os paises que mais produzem algoddo no mundo, respondendo
por 5,7% da producéo (COSTA et al., 2008). Mato Grosso e Bahia sao os principais
produtores, sendo responsaveis por 81,1% da producdo nacional (RIGON et al.,
2008). O 12° levantamento de graos da Companhia Nacional de Abastecimento
(CONAB) aponta que na safra 2007/2008 a producdo nacional de algodao foi a
maior de todos os tempos, com 2,5 milhdes de toneladas de algoddo em caroco e
1,6 milhdo de toneladas de algoddo em pluma.

Com a expansao da cultura alastraram-se também as pragas e doencas. De
acordo com Paiva (2007), o cultivo convencional de algodao depende fortemente da
utilizacdo de defensivos quimicos para controlar pragas e doencas, consumindo
cerca de 20% dos defensivos utilizados em todo o mundo. Dentre as pragas que
apresentam importancia econdmica, uma das principais é a lagarta rosada
(Pectinophora gossypiella). A mariposa pde seus ovos entre as bracteas e a macé,
local onde as lagartas penetram apdés a eclosdo dos ovos. Estas lagartas
apresentam coloracdo branco-leitosa quando pequenas e rosadas quando crescidas
(MIRANDA e SUASSUNA, 2004). Segundo os mesmos autores, as plantas
danificadas por esta praga apresentam flores em aspecto de roseta, murcha e queda
dos botdes florais, macas destruidas total ou parcialmente, e fibras e sementes
danificadas.

O desenvolvimento de cultivares visa atender as demandas de cadeia
produtiva das culturas. Segundo Rigon et al. (2008), uma importante base da
cotonicultura brasileira é a pesquisa, pois € 0 conhecimento, traduzido em
tecnologias, que impulsionam a lavoura e toda a cadeia produtiva. Para que 0s
ganhos genéticos permanecam elevados, é essencial introduzir novas variedades a
cada ciclo. A exploracdo de espécies selvagens tetrapldides de algoddo, como G.
tomentosum, G. darwini e G. mustelinum, podem constituir adicdo de alelos
associados a diversas caracteristicas de interesse agronémico (HASENKAMPF e
MENZEL, 1980; JIANG et al., 1998; SARANGA et al., 2001).
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2.2. Gossypium mustelinum Miers ex Watt

A Unica espécie de Gossypium endémica do Brasil foi originalmente descrita
por Watt em 1907, baseado em material vegetal coletado por Gardner em 1838.
Gossypium mustelinum Miers ex Watt € uma espécie selvagem, ou seja, ocorre
espontaneamente no semi-arido, em pequenas populacdes proximas a fontes de
agua mais duradouras como margem de rios e lagoas temporarias (FREIRE et al.,
1990; PICKERSGILL et al., 1975). Uma ambigluidade na denominacédo da espécie
ocorreu quando Aranha e Leitdo (1969) descreveram uma espécie de algodoeiro
encontrado na serra da Formiga no municipio de Caic6, que apresentava frutos
pequenos, fibras escassas, curtas e coloridas, classificando-a com Gossypium
caicoense. Relatos de que esta classificacdo ndo seria adequada foi evidenciada por
Pickersgill et al. (1975), demonstrando que ela poderia ser a mesma forma descrita
por Pearse em 1921. De fato, G. caicoense e G. mustelinum eram a mesma espécie,
conforme foi verificado apds coletas realizadas na mesma regido, estudos de
comparacgdes morfolégicas e analise de modelos de bandeamento cromossémico
(VALICEK 1977; FRYXELL, 1984; FREIRE et al., 1990).

As primeiras plantas da espécie foram localizadas no municipio do Crato no
Ceara. Contudo nenhum outro material semelhante foi encontrado na regido pelas
expedicOes realizadas por Neves et al. (1965), Freire et al. (1990) e Vidal Neto et al.
(2005). Estes autores relatam que a devastacdo e a exploracédo agricola da regiao
(cariri cearense) nao possibilitaram a preservacao desta espécie de algodao. Assim
até o inicio de 2006, apenas quatro popula¢des naturais de G. mustelinum eram
conhecidas nos municipios de Caic6 no Rio Grande do Norte, e Macururé e
Jaguarari na Bahia. Apenas no final de 2006 novos sitios de ocorréncia foram
localizados (P. A. V. Barroso, Comunicacdo pessoal). Novas populacfes também
foram identificadas na Bahia, em bacias de alguns rios nos municipios de Nova
Fatima, lacu, Milagres, Jequié, Boa Nova e Manoel Vitorino (ALVES et al., 2008a e
2008D).

Freire et al. (2003) ressaltam que no passado G. mustelinum aparentemente
foi uma importante espécie das matas ciliares em algumas localidades do semi-arido
Nordestino. Sdo plantas arbéreas, com folhas pequenas e bastante pubescentes,

flores amarelas com mancha, polen amarelo-claro, capulho pequeno, e cénico bem
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espacado e sementes com linter curto e marrom (PICKERSGILL et al., 1975) (Figura
2). Aranha e Leitdo (1969) demonstram ainda que a espécie apresenta pubescéncia
nas linhas de sutura dos lobulos dos capulhos, fibras bastante aderentes a semente
e pouco torcidas.

Foi, até recentemente, a espécie alotetrapldide menos conhecida do género
(WENDEL, et al., 1994), por ndo apresentar, ou ndo ter sido avaliada, quanto a
caracteristicas de interesse agrondmico, nunca foi melhorada ou explorada
comercialmente (FREIRE et al., 2003).

Esta espécie selvagem apresenta diferencas tanto morfoldgicas (SANTOS,
1985) quanto cromossémicas (HASENKAMPF e MENZEL, 1980) de G. hirsutum. As
distincdes sao evidenciadas pela posicao filogenética da espécie dentro do grupo
tetraploide, descrita por Wendel e Cronn (2003). Nesta classificacdo ha formacéo de
dois ramos, um conduzindo a G. mustelinum, e outro contendo as outras quatro
espécies com G. hirsutum e G. tomentosum formando um grupo irmédo de G.
barbadense e G. darwinii (Figura 1).

G. mustelinum pode representar uma fonte de variabilidade genética que
pode ser utilizada em programas de melhoramento (HASENKAMPF e MENZEL,
1980). Do mesmo modo, Santos (1985) descreveu que cruzamentos entre
Gossypium mustelinum e algodoeiro herbaceo podem contribuir para a melhoria das
caracteristicas da fibra dos cultivares.

O principal problema para a manutengdo in situ desta espécie, além do
desmatamento, é a pecuaria extensiva, particularmente de caprinos. Os animais se
alimentam de brotos, folhas, frutos, sementes e da casca do caule, prejudicando o
desenvolvimento e, em casos extremos, eliminando as plantas adultas. A renovacéo
das populacbes também é comprometida, pois o pastejo em individuos jovens pode
ocasionar sua completa destruicdo, reduzindo o numero de individuos das
populacdes (BARROSO et al., 2005b). Além disso, pouco se conhece a cerca da
variabilidade genética das populacdes existentes. Batista (2005) demonstra que nas
populacbes de G. mustelinum dos municipios de Macururé, Jaguarari e Caico
verifica-se significativo nimero de alelos exclusivos e elevada diferenca entre as

populacdes.
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Figura 2. Caracteristicas morfolégicas da espécie Gossypium mustelinum. (A) Espécie em
seu ambiente natural. (B) Folha. (C) Macga. (D) Capulho. (E) Semente. (F) Flor.

2.3. Conservacédo do Germoplasma

A preocupacao com as consequéncias da degradacdo dos ecossistemas vem
sendo objeto de discusséo e estudos nos ultimos anos (AZEVEDO, 2007). Segundo
Medeiros (2003), a América Latina € a regido com a maior diversidade biologica e
com o maior numero de espécies endémicas do planeta, sendo o Brasil o quarto na
lista dos paises com o0 maior nimero de espécies.

A wvulnerabilidade de ecossistemas a mudancas bruscas, causadas,
sobretudo, pela aceleracdo na modernizacdo da agricultura, especialmente
manifesta apés a metade do século passado, tem por consequéncia a reducdo do
tamanho de populagcdes naturais ou mesmo o seu desaparecimento (ZUCCHI,
2002). Além disso, a substituicdo das espécies selvagens por variedades que
apresentam caracteristicas adaptativas mais favoraveis as condicbes ambientais
pode conduzir a perda de biodiversidade das populacdes selvagens, antes mesmo

gue o seu potencial seja conhecido. Desse modo, a conservagdo € um aspecto de
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fundamental importancia, devido ao potencial que espécies ainda ndo exploradas
apresentam.

A conservacao in situ, ou seja, em seu habitat natural, permite que as
espécies continuem com seu processo evolutivo natural, representando, assim, a
forma mais eficaz de conservagao. Entretanto, segundo Ulloa et al. (2006) esse tipo
de conservacdo é ameacado pelo aumento da populacdo humana, modernizacdo da
agricultura e urbanizacdo. Outro tipo de conservacdo, denominada ex situ, é
amplamente utilizado, onde condicdes adequadas s&o fornecidas para a
manutencdo da composicdo genética do material coletado que pode ser em forma
de pdlen, sementes, tecidos, entre outros, estando, dessa forma, menos sujeita a
acao de forcas seletivas. Geralmente essas cole¢cbes sdo denominadas bancos de
germoplasma, que segundo Ramalho et al. (2008) armazenam diferentes alelos que
caracterizam a existéncia de diversidade genética.

Uma vez disponivel o germoplasma, torna-se necessario o desenvolvimento
de procedimentos de caracterizacdo e avaliacdo do mesmo, para definicdo de
estratégias que permitam sua adequada utilizacdo e conservacao. Essa avaliacao

pode ser feita através de marcadores genéticos.

2.4. Marcadores Genéticos

De acordo com Borém (2001), marcadores genéticos sao quaisquer
caracteristicas, processos bioquimicos ou fragmentos de DNA que permitem a
distingdo de individuos geneticamente diferentes. Para Freitas e Bered (2003) estes,
ainda, sdo caracteres qualitativos que se expressam através de heranca mendeliana
simples. Varias classes de marcadores genéticos tém sido utilizados em plantas:

Marcadores morfologicos sdo fenotipos de féacil identificagdo, normalmente
identificados por um unico loco e geralmente apresenta herdabilidade igual a 1,0
(RAMALHO et al., 2008). Representam os primeiros marcadores a serem utilizados
nos estudos de genética e melhoramento de plantas, por estarem ligados a
caracteristicas morfologicas de facil identificagdo visual. Entretanto, esses
marcadores apresentam uma serie de limitagdes, pois nem sempre possuem

herdabilidade igual e 1 e estdo sujeitos a variagdes ambientais. Alguns apenas sao
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observaveis nas plantas adultas, sdo, frequentemente, controlados por genes
dominantes (FREITAS e BERED, 2003), e principalmente ocorrem em ndamero
reduzido ndo sendo possivel observar alelos de interesse para varios genes
(RAMALHO et al., 2008). Em alguns casos, uma simples avaliacdo fenotipica néo
permite encontrar associacdes entre estes marcadores e caracteres de importancia
econOmica.

Os marcadores bioquimicos mais utilizados em andlises genéticas e no
melhoramento vegetal sdo as isoenzimas (FREITAS e BERED, 2003). De acordo
com Ferreira e Grattapaglia (1998) isoenzimas € um grupo de mdltiplas formas da
mesma enzima que ocorrem em uma espécie. Como estes marcadores possibilitam
a analise da variacdo do produto dos genes, basta identifica-los para selecionar o
individuo com o fenétipo desejado (RAMALHO et al., 2008). Entretanto, como o
namero de isoenzimas é relativamente pequeno e possuem reduzida variabilidade, a
probabilidade de encontrar uma delas ligada a um gene de importancia é reduzida
(BOREM, 2001).

Fragmentos de DNA gque permitem a distingdo de individuos diferentes sao
tidos como marcadores moleculares (BOREM e SANTOS, 2004). Comecaram a ser
utilizados na década de 80 e sua maior vantagem reside na grande variabilidade que
se observa entre individuos de uma espécie (RAMALHO et al, 2008). Baseiam-se
em polimofismos de regides expressas ou ndo do genoma, nao refletindo a
diversidade de genes, sendo que a estimagdo é, na verdade, uma diversidade
genética molecular (AZEVEDO, 2007). Pelo fato destes marcadores revelarem
informacdes a nivel de DNA, sua expressdo nao € influenciada pelo ambiente. Essa
ferramenta da biotecnologia permite a obtencdo de um grande numero de marcas
moleculares com heranca dominante ou codominante, que apresentam ampla
cobertura genbémica.

Vérias técnicas foram desenvolvidas para estas analises, baseadas na
variabilidade genética existente entre e dentro das espécies de interesse (BOREM e
SANTOS, 2004). Elas oferecem diversos subsidios que auxiliam nos procedimentos
de analise de diversidade genética (RIBEIRO, 2008; BERTINI et al, 2006; RANA et
al., 2005; LACAPE et al., 2007), estrutura de populacdes (WESTENGEN et al, 2005;
AZEVEDO, 2007; ZUCCHI, 2002), manutencdo e enriguecimento de colecdes de
germoplasma (ALMEIDA, 2007; ULLOA et al., 2006), estudos de filogenia (KHAN et
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al., 2000) desenvolvimento de mapa genéticos (GUO et al., 2007; SHAPPLEY et. al.,
1998; ZHANG et. al., 2002; RONG et. al., 2004), entre outros.

O RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), que significa
polimorfismo de fragmentos de restricdo, foi a primeira técnica desenvolvida. Como
0 nome sugere, é baseado na digestdo do DNA gendmico com enzimas de restrigao.
Contudo, atualmente as técnicas mais difundidas e utilizadas sdo baseadas na
reacdo da polimerase em cadeia (PCR — Polymerase Chain Reaction). Esta técnica
foi concebia em meados da década de 80 por Kary Mullis (MULLIS e FALOONA,
1987), e revolucionou a biologia. Possibilita realizar estudos genético-moleculares
envolvendo grande nimero de individuos em qualquer fase do seu desenvolvimento,
desde que haja quantidade suficiente de DNA para andlise. Ela envolve a sintese in
vitro de milhdes de copias de um fragmento sintético de DNA de tamanho definido a
partir do DNA de amostras biolégicas, também chamado DNA molde (BOREM e
SANTOS, 2004). Os fragmentos amplificados sédo delimitados por um par de
pequenas moléculas de DNA de fita simples, denominadas de oligonucleotideos
(primers). Os primers sdo complementares a sequéncias do DNA molde e servem de
iniciadores para extensdo enzimatica.

A PCR serviu de embasamento para o desenvolvimento de novas classes de
marcadores. A primeira delas foi denominada RAPD (Random Amplified Polymorfic
DNA), DNA polimorfico amplificado randomicamente. Nesta técnica, regides
codificadoras ou ndo do genoma séo avaliadas por meio da presenca ou auséncia
do fragmento amplificado por um iniciador curto (10 pares de bases) e aleat6rio. O
polimorfismo € detectado pela mutacdo, insercbes e dele¢cdes no sitio de
anelamento do iniciador, que por apresentar pequeno comprimento, possibilita a
amplificagédo de diversos fragmentos ao mesmo tempo. Desse modo, muita
informacéo € gerada em pouco tempo, além de possibilitar a utilizacdo em diferentes
espécies. A principal caracteristica desses marcadores é a dominancia, ou seja, nao
€ possivel distinguir individuos homozigotos de heterozigotos. Assim a auséncia da
banda no gel é atribuida a genétipo homozigoto, enquanto genétipos em que a
banda esta presente podem ser homozigotos ou heterozigotos.

A técnica baseada em PCR mais usada atualmente, é fundamentada em
sequéncias repetitivas de nucleotideos existentes em grande quantidade em
genomas eucariotos (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998). Pequenas sequéncias

com um a seis nucleotideos de comprimento, repetidas em tandem (uma apos a
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outra) foram denominadas microssatélites (FREITAS E BERED, 2003). Devido a sua
alta mutabilidade, os microssatélites desempenham um papel significante na
evolucdo do genoma, criando e mantendo variacdes genéticas (TOTH et al., 2000).
Tomando por base esse conhecimento, um novo tipo de marcador molecular
baseado em PCR foi desenvolvido visando & amplificacdo destas sequéncias, e foi
denominado microssatélite ou SSR (Simples Sequence Repeats).

Cada loco microssatélite € analisado individualmente, sendo obtido pela
utilizacdo de um par de iniciadores especificos (com vinte a trinta pares de bases)
complementares as sequéncias Unicas que flanqueiam o microssatélite. Estas
sequéncias sdo conservadas, permitindo que primers especificos a elas sejam
sintetizados e utilizados para amplificar especificamente esta regido. O polimorfismo
€ baseado na variacdo do numero de sequéncias simples amplificadas em um
determinado loco. Segmentos amplificados sdo distintos com base em diferentes
numeros de unidades repetitivas, que se reflete em diferencas de tamanho, medidas
em pares de bases (pb) (HARDY, 2003).

A deteccdo dos locos SSR é feita em gel de eletroforese utilizando-se
poliacrilamida desnaturante ou agarose especial de alta resolucdo. A visualizacéo
das bandas no gel pode ser feita diretamente por coloracdo com brometo de etidio
ou nitrato de prata. Em espécies diploides, cada loco microssatélite analisado pode
apresentar até duas bandas, caso haja dois alelos diferentes por individuo (um
materno e um paterno) (BOREM e SANTOS, 2004).

Locos SSR possuem expressdo codominante, ou seja, ambos os alelos de
um individuo heterozigoto sdo visualizados, e sdo altamente multialélicos. Desse
modo, marcadores microssatélites possuem elevado conteddo de informacéo de
polimorfismo. Entretanto a maior limitagcdo desta técnica € a grande quantidade de
trabalho necesséario para o desenvolvimento de iniciadores, ja que requer
sequénciamento prévio de partes especificas do DNA em estudo, além do alto custo
financeiro (ZANE et al., 2002).

O uso de marcadores microssatélites em estudos populacionais, onde
centenas de individuos sdo genotipados, evoluiu consideravelmente apés o
desenvolvimento de sistemas automatizados, que buscam a informacao de sistemas
multiplex e metodologias que possam diminuir a marcacao fluorescente, cujo custo &
elevado, sem perder a qualidade e precisdao da genotipagem (AZEVEDO, 2007).

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

No caso do algodao, numerosos marcadores moleculares do tipo SSR foram
desenvolvidos (NGUYEN et. al., 2004; LACAPE et al., 2003; LIU et al., 2000a e
2000b). Além disso um banco de dados desses marcadores foi organizado por
Blenda et al. (2006), tornando possivel, através do endereco eletrbnico

http://www.cottonmarker.org - “Cotton Microsatellite Database”, o acesso aos

marcadores SSR desenvolvidos para algodéao, sendo utilizados para analisar as

diferentes espécies cultivadas e exoticas do género.

2.5. Diversidade e Estrutura Genética de Populacbes

O estudo da variacdo genética em populagdes naturais de uma espécie
envolve basicamente duas questfes: quantificar os niveis de variabilidade dentro
das populacdes e caracterizar o nivel de estruturacdo genética entre populacdes
(ELLSTRAND e ELAM, 1993).

A variacdo genética aparece devido as diferencas nas constituicoes
genéticas, que geralmente surgem por mutacdes (RAMALHO et al., 2008). Assim, a
diversidade tem sido associada ao nivel de variabilidade génica existente dentro de
cada populacdo (NEI, 1973). A diversidade genética pode contribuir para a
preservacdo das espécies, sendo que sua mensuracao auxilia a priorizacdo de
populacdes onde existe maior variagdo (ELLSTRAND e NEEL, 2003). A magnitude
da diversidade é influenciada por varios fatores, como o numero de locos em
segregacao, o numero de alelos em cada loco, o efeito dos alelos no fendtipo, a
distribuicdo dos locos nos cromossomos e a interacdo entre alelos de diferentes
locos (BARROSO e HOFFMANN, 2003).

A caracterizacdo genética permite a identificacdo e o conhecimento detalhado
do germoplasma (ELLSTRAND e NEEL, 2003). A alta diversidade genética, a
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riqgueza alélica e a presenca de alelos raros e exclusivos sdo fundamentais para uso
adequado dos recursos geneéticos e para que estratégias eficazes de conservacgao
sejam tomadas a fim de assegurar a manutencdo da variabilidade genética das
espécies (NAZARENO et al., 2008).

De acordo com o principio de Hardy-Weinberg, em uma populagdo de
tamanho finito que pratica cruzamentos ao acaso, as frequéncias génicas e
genotipicas permanecem constantes de geragdo para geracdo na auséncia de
migracado, selecdo, mutacdo e deriva. Este principio permite o célculo tedrico da
frequéncia de um determinado gendtipo independente do numero de alelos
existentes. A deriva genética € a mudanca aleatoria nas freqiéncias alélicas que
ocorrem quando a transferéncia de gametas de uma geracao para outra leva apenas
uma parte dos alelos presentes na geracdo parental. Ellstrand e Elam (1993)
mostram que a deriva genética muda a distribuicdo da variacdo genética.
Primeiramente pela diminuicdo da variacdo genética dentro das populacdes, com a
perda de heterozigosidade. Também pode ocasionar a fixacdo de alelos,
aumentando a diferenciacéo entre as populacfes. Assim, o tamanho das populacdes
representa um fator crucial uma vez que, segundo Frankham e Reed (2003),
populacdes pequenas que se reproduzem por autofecundagéo ou por cruzamento
entre parentes, apresentam maior tendéncia de aumentar a homozigosidade dentro
das populacgdes.

A mensuracdo da diversidade genética é refletida principalmente pela
heterozigosidade, a frequéncia dos alelos e sua fixacdo na populacdo. A
heterozigosidade esperada (He) diz respeito a probabilidade de dois gametas,
tomados ao acaso de uma populacdo, apresentarem alelos diferentes em um
determinado loco, sendo definida como diversidade genética de Nei (1973), e a
heterozigosidade observada (H,) representa a taxa real de individuos heterozigotos
na populacéo estudada. A relacdo entre esses parametros define o indice de fixacéo
(f) cuja média € o desvio da proporcao dos individuos heterozigotos observados do
esperado segundo o equilibrio de Hardy-Weinberg. Este indice, que é o mesmo
valor Fis das estatisticas F de Wright (Wright, 1965), é o valor médio do indice de
fixacdo dos alelos dentro de populacdes, e caracteriza o nivel médio de endogamia
intrapopulacional.
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As estatisticas de Wright e Nei correspondem entre si, sendo a estatistica de
Nei utilizada quando o interesse se concentra especificamente nas populacoes
examinadas, e a estatistica de Wright visa fazer inferéncias sobre a distribuicéo
tedrica da variabilidade genética.

As estatisticas F permitem ainda, a caracterizacdo da distribuicdo da
diversidade genética entre as populacdes (Fst), que corresponde ao Gsr da
estatistica de Nei, e dos niveis de endogamia para o total de populacbes (Fir). As

estatisticas F se relacionam, pois:

(1- FIT) =(1- FIS)(]-_ Fsr)

Onde:

Fis = indice de fixagdo ou coeficiente de endogamia intrapopulacional;
Fr = Indice de fixagcdo ou coeficiente de endogamia para o conjunto de
populacdes;

Fst = indice de fixagdo ou divergéncia genética entre populacgdes.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral:

e Caracterizar in situ e avaliar a estrutura genética das populacdes de Gossypium

mustelinum de rios da bacia do rio Paraguagu no estado na Bahia.

3.2. Objetivos Especificos:

e Identificar a distribuicdo de G. mustelinum em dois afluentes da bacia do rio

Paraguacu;

e Realizar o diagnéstico sobre as condi¢des de preservacdo das populacdes in

situ;

e Propor estratégias de conservacao in situ;

e Coletar especimens para conservacao em bancos de germoplasma;

e Analisar a variabilidade genética dentro e entre as populacbes de G.

mustelinum e suas respectivas sub-populacoes;

e Verificar se a diversidade genética esta estruturada ao longo dos rios.
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RESUMO

Gossypium mustelinum Miers ex Watt é uma espécie tetrapléide nativa do Brasil,
endémica do semi-arido da regido Nordeste. Na literatura estdo descritas poucas
populacdes da espécie nos estados da Bahia e do Rio Grande do Norte. Para
determinar estratégias adequadas de conservacdo in situ € necessario avaliar as
condi¢cBes atuais da espécie em seu ambiente natural. Os objetivos deste trabalho
foram: i) determinar as condi¢cdes in situ das populacbes de G. mustelinum
presentes em dois rios da bacia do Rio Paraguacu (estado da Bahia) e ii) definir
estratégias de conservacao para preservar a espécie em seu habitat. Em Novembro
de 2007 expedicbes aos rios Capivara e Toco foram realizadas onde foi feita a
caracterizacdo das populacdes de G. mustelinum e do ambiente onde a espécie é
encontrada. Nos diferentes locais de ocorréncia foram encontrados desde 13 até
centenas de plantas adultas. Todas as plantas foram classificadas como nativas e
selvagens e nédo foi observada nenhuma evidéncia de sua utilizacdo. As plantas,
geralmente, ocorriam em matas ciliares de rios intermitentes e nas varzeas. As
populacdes mostraram diferentes condigdes in situ. Poucas plantas foram
encontradas em locais onde havia pratica de pecuaria extensiva, um indicio de que
0s danos causados a plantas jovens sejam maiores, comprometendo a renovacao
das populacdes. Em contraste, populacdes foram encontradas em adequadas
condi¢cdes de preservagdo quando os danos causados pela agdo antropica eram
pequenos ou inexistentes. Os problemas para conservacéo in situ das populacdes
sdo a destruicdo das matas ciliares e o pastejo das plantas por caprinos e bovinos.
O fluxo génico ndo parece ser um risco um risco real para conservagado da espécie.
Acdes de preservacdo das matas ciliares e que empecam o0 acesso do gado as
populacbes devem ser implementadas, erguendo cercas proximas as plantas. A
conservacao in situ pode ser realizada se a Lei 7.803 (18/07/1989), que estabelece a
extensdo das areas de preservacdo de cursos d'agua, seja cumprida. Coletas
devem ser intensificadas para a manutencdo satisfatéria ex situ em bancos de
germoplasma.
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ABSTRACT

Gossypium mustelinum Miers is a tetraploid species native from Brazil, and endemic
of semi-arid of the North-east region. In literature are described few populations of
this specie at Bahia and Rio Grande do Norte States. To delineate efficient strategies
of in situ conservation it is necessary determining the actual conditions of the species
in its natural environment. The objectives of this work were i) to determine the in situ
conditions of populations of G. mustelinum present in two rivers from basin of Rio
Paraguacu (Bahia state) and ii) to define conservation strategies to preserve the
species in its habitat. Expeditions to Tocé and Capivara rivers were realized in
November 2007 and characterizations of the conditions of G. mustelinum populations
and of the environment were performed. In different sites of occurrence were found
from 13 to hundreds adult plants. All the plants were classified as wild and natives,
and there was no evidence of use of the plants or of its parts. The plants, generally,
occurred in the gallery forest of intermittent rivers and in wetlands. The populations
showed different conservation conditions in situ. Few plantlets were found in sites
with excessive cattle feed, an indication that the damages in young plants should be
high enough to compromise the renovation of the populations. On the other hand,
populations were well preserved when the anthropic damages was low or inexistent.
The main problems for the in situ conservation of the populations were the
destruction of its habitat and the cattle (caprine and bovine) pasture in plantlets. The
gene flow does not seem to be a real risk for the specie conservation. Actions that
preserve the gallery forest and keep the cattle away should be implemented, and
could be as simple as erecting a fence. The in situ maintenance can be realized by if
the Law 7.803 (18/07/1989), that establishes the extension of the preservation in
water courses, was respected. Collections should be intensified for the suitable
maintenance of the ex situ collections in germplasms banks.
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4.1. INTRODUCAO

O algodoeiro € uma planta ereta, anual ou perene, pertencente a ordem
Malvales, a familia Malvaceae e ao género Gossypium. Atualmente estao
identificadas quarenta e nove espécies do género, distribuidas nos continentes:
Asia, Africa, Australia e América. Das espécies descritas, apenas cinco s&o
alotetraploides (2n=52), originarias da hibridizacdo entre espécies dipléides dos
genomas A e D representando, assim, o grupo gendmico AD. Seus representantes
sdo: G. darwinii, G. tomentosum, G. hirsutum, G. barbadense e G. mustelinum. Esta
ultima apresenta como centro de origem o Nordeste do Brasil, sendo descritas até
2006 apenas quatro populagdes em municipios do estado da Bahia e do Rio Grande
do Norte. E tipica de regides semi-aridas, do bioma da caatinga, ocorrendo proximo
a fontes de agua mais duradouras. E uma espécie selvagem, ndo havendo relatos
acerca da sua utilizacdo. O principal risco ao qual a espécie esta submetida € a
destruicdo do seu habitat, pois matas ciliares de rios, local onde estas plantas sé&o
encontradas, tém sido devastadas para retirada de madeira ou para a exploracao
agropecuaria. Neste ultimo caso, animais como ovinos, bovinos e principalmente
caprinos alimentam-se de sementes, folhas e ramos de G. mustelinum, prejudicando
a renovacao das populacdes. Assim, a substituicdo das plantas adultas mortas
devido a ac¢Bes antrépicas ou de causa natural € muito lenta e contribui para o
declinio das populacoes.

A preocupacao com as consequéncias da degradacéo dos ecossistemas vem
sendo objetivo de discussdo e estudos nos ultimos anos. A vulnerabilidade de
ecossistemas a mudancas bruscas, causadas, sobretudo, pela aceleracdo na
modernizacdo da agricultura tem por consequéncia a reducdo do tamanho de
populacdes naturais ou mesmo o0 seu desaparecimento. Desse modo, a
conservacao é um aspecto de fundamental importancia, devido a diversidade que
espécies ainda nao exploradas economicamente podem apresentar.

Este trabalho teve por objetivos identificar sub-populagbes de G. mustelinum
presentes em afluentes da bacia do rio Paraguacu no estado da Bahia, realizar o
diagndstico sobre o estado de preservacado da espécie in situ, propor estratégias de
conservacdo, além de coletar espécimes para conservacdo em bancos de

germoplasma.
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4.2 MATERIAIS E METODOS

4.2.1. Material Vegetal

A expedicao de prospeccao e coleta (Autorizacdo do IBAMA numero 13.973)
foi conduzida entre os dias 7 e 17 de novembro de 2007, e abrangeu 0os municipios
de Riachdo do Jacuipe, Candeal, Ichu, Conceicdo do Coité e Itaberaba (Figura 3).
Todas as cidades visitadas sdo banhados por afluentes da bacia do rio Paraguacu.
Esta bacia localiza-se entre as coordenadas 11° 17’ a 13° 36’ de latitude sul, e 38°
50’ a 42° 01’ de longitude oeste, no estado da Bahia, e havia sido mencionada por
Pickersgill et al. (1975). O rio Toco flui de norte para sul, constituindo o limite oeste
do Municipio de Riach&o do Jacuipe. Trata-se de um rio inicialmente intermitente,
em sua porcéo norte, que apos a confluéncia com o riacho da Areia desagua no rio
Jacuipe, no extremo sudoeste do municipio (VIEIRA et al., 2005a). O rio Capivara é
um rio intermitente até as proximidades da confluéncia com o Ribeirdo do Brejo, um
dos seus afluentes pela margem direita, a partir de entdo, passa a ter carater
perene, dando origem ao acude Juracy Magalhaes (VIEIRA et al., 2005b).

Dentro desta bacia, foram eleitas duas grandes populacdes naturais, uma no
Rio Toc6 e outra no Rio Capivara. Elas foram caracterizadas através da observacao
das condicbes do ambiente e, quando possivel, foi feita entrevista com habitantes do
local. As coordenadas (latitude, longitude e altitude) foram estabelecidas utilizando-
se o Sistema de Posicionamento Global (GPS). Os dados coletados foram tabulados
e sistematizados em graficos, seguindo as informacgdes presentes no Anexo 1.

Foram consideradas como sub-populacdes propicias para a caracterizacédo e
coleta aquelas que possuiam no minimo 10 plantas, adultas ou ainda jovens. Folhas,
sementes e estacas de G. mustelinum foram coletadas no rio TocO e no rio
Capivara, sendo que cada uma destas populacbes foi dividida em seis sub-
populacdes que se estendiam desde a cabeceira dos rios até sua foz (Figura 4).
Estes locais foram selecionados a partir de viagens de prospeccao previamente
realizadas em novembro e dezembro de 2006.

O material coletado foi enviado para Embrapa Algoddo. As sementes foram

armazenadas em camara fria e as estacas foram acondicionadas em caixa de isopor
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e transportadas para Embrapa, onde foram tratadas com solucdo de &cido
indolacético 1%, plantadas em sacos plasticos. Parte das plantas obtidas foi usada

para compor uma cole¢cédo de germoplasma in vivo de G. mustelinum
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Figura 3. Municipios do estado da Bahia em que as populacdes de Gossypium mustelinum
foram coletadas.

4.2.2. Ataque de Pectinophora gossypiella em Gossypium mustelinum

Para mensuracdo do nivel de ataque de Pectinophora gossypiella Saunders,
lagarta rosada, capulhos foram coletados nas duas populacbes. Estes foram
cortados longitudinalmente e, com auxilia de uma lupa, foram minuciosamente
examinados, considerando danificados os capulhos que ndo abriram, e 0s que
apresentaram pelo menos uma das lojas com sinais de qualquer tipo de dano a
semente. Foi calculada a média de capulhos atacados e a porcentagem de capulhos

atacados por populacédo, considerando o intervalo de confianga.
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4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1. Dados Geogréficos

Foram coletadas 265 plantas de Gossypium nos dois rios selecionados da
bacia do rio Paraguacu. No rio TocO, sub-populacbes foram encontradas nos
municipios de Riachdo do Jacuipe, Candeal, Ichu e Conceicdo do Coité, e o rio
Capivara, no municipio de Itaberaba, todos no estado da Bahia (Figura 3). Estes
municipios estao inseridos no bioma Caatinga, sujeitos a atravessar longos periodos
de estiagem, com temperaturas atingindo uma média anual de 30 graus (VIEIRA et
al, 2005a e 2005b). A vegetacdo esta catalogada nos tipos caatingas arbéreas
densas e é&reas de florestas estacionais e deciduais. As caracteristicas
edafoclimaticas destes municipios sédo similares as descritas por Neves et al. (1965),
e por Pickersgill et al. (1975) que realizaram coletas desta espécie selvagem de
algodao na Bahia e no Rio Grande do Norte, ratificando as caracteristicas dos locais
onde preferivelmente esta espécie é encontrada.

Em cada um dos rios, os acessos foram coletados em seis diferentes pontos,
mantendo distancias que variaram desde 3 a 12 quilébmetros entre si. Percorrendo
no minimo um quildmetro, quando possivel, os pontos de coleta foram denominados:
Tocdl a Toc66 no rio Toco (Figura 4A) e Capivaral a Capivarab no rio Capivara
(Figura 4B), que representaram sub-popula¢cdes dentro das populacdes delimitadas
nestes rios. Estes mesmos locais foram cadastrados na base de dados Albrana —

Algoddes Brasileiros Nativos e Naturalizados (www.cnpa.embrapa.br/albrana) — cuja

localizagé&o pode ser consultada e estdo identificados como o0s acessos descritos na
Tabela 1.

A amostragem parece ter sido capaz de representar grande parte da
variabilidade existente dentro dos rios, pois abrangeu praticamente toda a extensao
dos mesmos. No rio Capivara, que possui cerca de 35 quildbmetros de extenséo,
foram coletadas amostras desde 13 km apds a nascente do rio (Capivara 6), até 1,3
km da formacdo do acude Juracy Magalhdes (Capivara 1). Além disso, foram
coletadas duas populacGes no Ribeirdo do Brejo, afluente do rio Capivara pela

margem direita, denominadas Capivara 5 e Capivara 6 (Figura 4B). As plantas foram
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coletados no rio Tocd, que possui 64 quildmetros, desde 12 km apds a nascente

(Toco 6) até aproximadamente a 1,5 km da foz do rio (Toco 3) (Figura 4A).

Tabela 1. Identificacdo das sub-populacbes na base de dados Albrana*, explanando a
denominagdo dos acessos neste banco de dados e a designagao recebida no presente
estudo.

Identificacdo dos

acessos no Albrana* Sub-populagéo Rio
BA 07 4 TC1 Tocéd
BA 075 TC2 Tocé
BA 07 6 TC3 Toco
BA 07 8 TC4 Tocé
BA 07 9 TC5 Tocd
BA 07 10 TC6 Tocé
BA 07 15 CP1 Capivara
BA 07 16 CP2 Capivara
BA 07 17 CP3 Capivara
BA 07 18 CP4 Capivara
BA 07 20 CP5 Capivara
BA 07 34 CP6 Capivara

* Algoddes Brasileiros Nativos e Naturalizados

4.3.2. Dados das Populactes

Conforme a Figura 5A, o maior nimero de acessos foi coletado no rio
Capivara um total de 163 plantas, no rio Toc6 foram amostradas 108 individuos. As
plantas coletadas nas proximidades deste rio eram todas da espécie G. mustelinum.
Além da espécie nativa, uma pequena quantidade de plantas de G. hirsutum e G.
barbadense foram encontradas no rio Capivara (Figura 5B).

Em termos gerais, G. mustelinum ocorre de modo espontaneo principalmente
na mata ciliar de rios, podendo ainda ser observado em varzeas e em locais onde
existe uma fonte de agua perene. Todas estas plantas foram classificadas como
nativas, dispostas em populacdes selvagens. Nenhum indicio ou relato de cultivo ou
utilizacao foi observado. Algumas destas plantas cresciam na faixa de rodagem de
rodovias, préximas a pontes, locais onde geralmente sdo encontradas cercas que

protegem as plantas da depredacéo causada pelo pastejo de caprinos e bovinos.
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Figura 4. (A) Localizacdo dos pontos de coleta do rio Tocd. Nos seis pontos foram
coletadas amostras, desde aproximadamente 12 km da nascente do rio (Tocd 6) até
aproximadamente a 1,5 km da foz do rio (Tocé 3). (B) Pontos de coletas no rio Capivara.
Nos seis pontos foram coletadas amostras desde aproximadamente 13 km da nascente do
rio (Capivara 4) até aproximadamente a 1,3 km da forma¢&@o do acude Juracy Magalhaes
(Capivara 1). Além disso, foram coletadas duas popula¢des no Ribeirdo do Brejo (afluente
do rio Capivara pela margem direita), denominadas Capivara 5 e Capivara 6. Fonte: Google
Earth™, 2008 e GPS TracMaker.
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Figura 5. (A) Numero de acessos coletados em cada sub-populagédo. TC, sub-populacdes
do rio Toco; CP, sub-popula¢cBes do rio Capivara; Outras espécies, representa o nimero de
exemplares de algodoeiros G. barbadense e G. hirsutum encontrados nas proximidades dos
locais de coleta. (B) Porcentagem das espécies do género Gossypium encontradas no rio
Capivara.

Em locais muito secos as plantas estavam mais depauperadas, apresentando
poucas folhas e quase nenhuma flor. Em contrapartida possuiam muitas sementes.
Plantas vigorosas, com varias folhas e flores foram observadas em locais onde os
rios apresentavam pogcas com agua ou estavam cheios.

Uma caracteristica observada nas plantas que apresentavam capulhos
abertos € que suas sementes nao ficavam contidas nos capulhos, as mesmas eram
dispersas. Essa caracteristica havia sido observada em expedi¢cdes anteriores, onde
foi constatado que alguns moradores chamavam G. mustelinum de “algodédo de
corrente”, uma vez que as sementes ficam ‘penduradas’ umas as outras formando
uma estrutura similar a uma corrente (Figura 6A). Esta caracteristica esta associada
a necessidade de espécies selvagens realizarem a dispersdo das sementes. Freire
et al. (1990), j& havia teorizado que as sementes da espécie eram dispersas pela
agua. Esta hipotese foi corroborada pelas observacdes realizadas. Foram
observadas sementes boiando na superficie de pogos em que as plantas estavam
localizadas (Figura 6B). Durante o periodo chuvoso a correnteza certamente

distribuira as sementes ao longo do rio.
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Figura 6. (A) Algodao de corrente. (B) Dispersao das sementes de G. mustelinum através
da correnteza do rio.

O numero de plantas em cada sub-populacdo variou muito. A menor
guantidade foi observada na Toc63 e a maior na Capivara2 (Figura 7). As
populacdes apresentavam diferentes condicbes de conservacédo in situ. Em locais
em que havia pecuaria extensiva, as plantas adultas apresentavam poucas folhas,
eram mais baixas e possuiam poucas sementes, fruto do pastejo de caprinos, ovinos
e bovinos. Entretanto, a intensidade dos danos causados pelo gado ndo parece ser
capaz de matar estas plantas. Nesses locais, foi encontrada uma pequena
guantidade de plantulas, um indicativo de que os danos em individuos jovens devem
ser mais severos e podem estar dificultando a renovacdo das populacdes. Em
alguns casos, 0 pastejo acarreta a retirada da casca do caule, resultando em
interrupgéo parcial ou total da comunicagéo entre o sistema radicular e a parte aérea
da planta. Este tipo de dano € mais severo do que a herbivoria em folhas e pontas
dos ramos, podendo causar a morte das plantas (Figura 8B). Em alguns locais as
plantas também eram podadas pelos proprietarios para permitir o melhor
desenvolvimento das gramineas para alimentacdo do gado (Figura 8A). Em
contraste, plantas que estavam nas matas ciliares protegidas da acdo antrdpica
possuiam caule longo, relativamente fino, e extremamente ramificado que se
curvava em direcao ao leito do rio ou crescia escorado em outras espécies arbéreas

na busca por luz solar (Figuras 9A e B).
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Figura 7. (A) Numero estimado de plantas presentes em cada ponto de coleta do rio Toc6.
Observa-se que a sub-populacdo Toc63 apresento o menor niumero de plantas, e a Toc62 o
maior nimero. (B) Numero estimado de plantas presentes em cada ponto de coleta do rio
Capivara. A sub-populacdo Capivara6 e Capivara2 apresentaram 0 menor € 0 maior namero
de plantas, respectivamente.

Figura 8. Danos as plantas devido & pecuéaria (A) Planta que havia sido podada,
apresentando algumas folhas de ramos novos que ainda ndo haviam sido depredados. Pela
espessura do seu caule, podemos supor que esta planta é podada frequentemente. (C)
Plantula extremamente depredada pelo pastejo de caprinos ou bovinos. Seta amarela
demonstra local onde a casca do caule foi arrancada, o que provavelmente causara a morte

desta planta.
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Figura 9. Local onde as matas ciliares estavam protegidas da acdo antropica. (A) Plantas
possuiam caule longo, relativamente fino, e extremamente ramificado que se curvava em
direcdo ao leito do rio. (B) Planta crescendo escorada em outras espécies arboreas na

busca por luz solar.
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4.3.3. indice de Ataque de Pectinophora gossypiella

A principal praga desses algodoeiros no momento da coleta era a lagarta
rosada (Pectinophora gossypiella). Foi observado um moderado indice de ataque
nestas plantas, que apresentavam flores em aspecto de roseta, magéas destruidas
total ou parcialmente e sementes danificadas (Figura 10). A freqiéncia de capulhos
atacados na populacdo do rio Toco foi de 29% (+ 2,4), enquanto na populagéo do rio
Capivara, este indice foi menor, 18% (x 5,4). Apesar de G. mustelinum ser uma
espécie selvagem de algodoeiro e ndo estar préxima a nenhuma lavoura de

algodao, a percentagem de capulhos atacados foi similar a encontrada em plantas

comerciais por Michelloto et al. (2003), que relatou indices que variaram entre 16,7%
e 50%.

Figura 10. Sintomas tipicos de ataque de lagarta rosada (Pectinophora gossypiella) no
algodoeiro.

4.3.4. Descricao das condicdes in situ da populacdo do rio Toco

Nos locais visitados ao longo deste rio, foram observadas cerca de 350
plantas de G. mustelinum (Figura 6A), das quais foram coletados 108 exemplares
em seis pontos. Estes pontos de coleta apresentaram altitude média de 215 metros,

e estdo localizados entre as coordenadas 11° 60’ e 11° 98’ de latitude sul e 39° 16’ e
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39° 50’ de longitude oeste. Devido as diferentes condi¢cdes observadas em cada um
desses pontos, sera discorrido sobre as sub-populacdo separadamente.

Sob uma ponte na BR 324, a sub-populacdo Tocdl apresentou mais de 100
individuos adultos, além de varias plantas jovens que estavam comidas por gado
bovino. Numa das margens do rio havia maior nimero de plantas, provavelmente
devido a presenca de uma cerca protegendo-as. Este seguimento do rio
apresentava a mata ciliar bastante conservada e diversos pocos, condi¢des
favoraveis as plantas. Os individuos apresentavam porte alto e caules grossos,
sendo observados alguns que estavam florescendo. A maioria das plantas
apresentava grande quantidade de sementes.

A segunda sub-populacdo, Tocé2, apresentava condicdes similares as
descritas para a sub-populacdo Tocdl. Porém este trecho do rio apresentava um
poco maior ao invés de diversos pequenos pocos. Neste local foram encontradas em
torno de 150 plantas.

Préximo a foz, o encontro do rio Toc6é com o rio Jacuipe (Toc63). Das 13
plantas encontradas, 12 eram adultas, e estavam bastante dispersas umas das
outras. Apesar de o rio adquirir carater perene neste local, oferecendo boas
condicbes ao desenvolvimento deste algodoeiro, a forte pratica de pecuaria
certamente esta impedindo a renovacédo desta sub-populacéo.

Na sub-populacdo Tocé4 foram encontrados menos de 50 individuos. Em
uma das margens, a pratica da agricultura ocasionou o desmatamento da mata
ciliar, de modo que apenas quatro plantas foram observadas. Na outra margem, 0s
individuos adultos encontrados estavam em locais onde caprinos e bovinos nédo
tinham acesso, devido a presenca de uma cerca. Algumas plantas jovens foram
encontradas apés a cerca, no meio do pasto. Elas apresentavam galhos quebrados
e estavam intensamente comidas pelos animais.

Apesar da boa conservacdo da mata ciliar, menos de 40 plantas foram
encontradas na sub-populacdo Tocd5. Semelhante a outras popula¢des, as plantas
encontradas neste local estavam protegidas por cerca, havendo plantas bastante
altas, crescendo escoradas em outras espécies arbdéreas na busca por luz solar
(Figura 9B). Neste local também foram observadas plantas associadas a
mandacarus (Cereus jamacaru DC) (Figura 11). Esta associacao de G. mustelinum
com espécies tipicas da caatinga ja havia sido descrita na literatura por Pickersgill et

al. (1975), Freire et al. (1990) e Wendel et al. (1994) que relataram associa¢cdo com



Caracterizagdo in situ e estrutura genética de populagées de Gossypium mustelinum 34

espécies do género Pilosocereus ssp. (facheiro e xiguexiqgue) e macambira

(Bromelia laciniosa Mart ex Schultez).

Figura 11. Associacao de plantas de G. mustelinum com Mandacaru, cacto de porte arboreo
tipico da caatinga, proximo ao leito do rio.

O local mais proximo a cabeceira do rio TocO é representado pela sub-
populacdo Toc66. Menos de 20 individuos foram encontrados, novamente devido a
depredacdo pela acdo antrépica. As plantas estavam proximas a rodovia BA 116,
protegidas por cerca e em local inacessivel a caprinos e bovinos, bastante comuns
nas proximidades desta sub-populacdo. A mata ciliar estava bem conservada até
300 metros apls a BR, a partir de onde a vegetacéo foi retirada para pastagem do
gado. Neste local outrora deveriam existir varias plantas, contudo nos préximos 600
metros foram encontradas apenas duas plantas, sendo uma delas ainda jovem e

comida pelo gado.

4.3.5. Descricdo das condicdes in situ da populacao do rio Capivara

Ao longo do rio Capivara foram observadas mais de 1250 plantas do género
Gossypium (Figura 5B e 6B), das quais 10 pertenciam a espécie G. barbadense, em
torno de 50 a G. hirsutum r. latifolium e as demais eram da espécie G. mustelinum.
Nesta populacédo foram coletados 150 exemplares em seis pontos de coleta. Estes

pontos apresentaram altitude média de 285 metros, e estdo localizados entre as
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coordenadas 12° 35’ e 12° 51’ de latitude sul e 40° 30" e 40° 45’ de longitude oeste.
As diferentes condicbes observadas em cada um destes pontos sédo descritas a
sequir.

O primeiro ponto de prospeccao no rio Capivara, sub-populacdo Capivaral,
situa-se préximo a primeira ponte da BR 242 ap6s o municipio de Itaberaba (sentido
leste-oeste). O local dista aproximadamente um quildbmetro do inicio do acude
Juracy Magalhdes. Tanto na mata ciliar, bem conservada, como na ilha formada
dentro do rio, foram observadas mais de 60 plantas. Vinte e cinco amostras foram
coletadas neste local, cujo barranco alto dificultava o acesso de gado e permitia que
as plantas estivessem relativamente bem conservadas. Na vegetacdo esparsa, as
plantas apresentavam altura mediana (dois a trés metros) sendo bastante
ramificadas, e encurvadas para dentro do rio.

Rio acima, numa segunda ponte na BR 242 (sentido leste-oeste), foi
localizada a sub-populacdo Capivara2. No local, foi observada a presenca de
plantas de algoddo herbaceo na beira da estrada, em torno de 50, além de varios
carocos de algodao. Estes algodoeiros eram pequenos (menos de 30cm) e ja
haviam florescido e produzido sementes (Figura 12A). Todo o trecho da rodovia
percorrido durante a expedicdo estava bem conservado. Porém, especificamente
nesta ponte, a cabeceira havia cedido. Como a BR 242 é uma das principais rotas
dos caminhfes que transportam carocos de algoddo do Oeste baiano para o
restante da regido Nordeste, o baque provocado nesses caminhdes ao passar pela
falha na ponte, resultou na dispersdo dos carogos na beira da estrada (Figura 12B).
Estes ocasionalmente nascem dando origem as plantas observadas.

Logo abaixo, numa varzea a cerca de 20 metros das plantas de algodoeiro
herbaceo iniciava-se a sub-populacdo Capivara2. De todos os pontos visitados
durante a expedicdo, esta sub-populacédo foi a que apresentou maior nimero de
algodoeiros selvagens, havendo mais de 500 plantas no local. Elas formavam
emaranhados bastante ramificados, caracteristica permitida pela vegetacédo natural
gue era bastante esparsa e composta por espécies arbustivas. Estas plantas
apresentavam poucas folhas, e quase nenhuma flor, entretanto todas estavam
carregadas de sementes. Ao contrario dos outros locais visitados, a criagdo de
caprinos e bovinos néo foi observada, fato que deve ter contribuido para a expansao
das plantas nesse seguimento do rio.
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Figura 12. Aspectos da sub-populagéo Capivara2. (A) Plantas de G. hirsutum presentes na
beira da BR 242. (B) Caminhdes transitando na rodovia BR 242 em frente a sub-populacéo.

A sub-populacao Capivara2 foi a Unica sub-populacdo em que a possibilidade
de fluxo génico de algodoeiro herbaceo para G. mustelinum foi observada. Porém,

as varias plantas jovens observadas neste local apresentavam caracteristicas
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morfolégicas de G. mustelinum. Teste de paternidade realizado na Embrapa
Algodéo (dados né&o publicados), ratificou que os individuos jovens nao possuiam
alelos de G. hirsutum. Devido a BR 242 ser a principal rota para o escoamento da
producdo do Oeste da Bahia (Figura 12B), a dispersao continuada de caroc¢os pelos
caminhdes pode resultar em hibridacbes e introgressdes. As consequéncias do
eventual contato genético entre ambas as espécies dependera do efeito adaptativo
dos genes presentes nos algodoeiros herbaceos. Sugere-se que estudos de
adaptabilidade sejam realizados.

A sub-populagdo Capivara3 foi localizada as margens de uma estrada sem
pavimentagdo proxima a BR 242. No local foram encontradas mais de 40 plantas,
algumas das quais estavam ao lado da estrada. A forte presenca de gado contribuiu
para que a grande maioria das plantas fosse encontrada em locais inacessiveis a
esses animais, além de nao ser observada nenhuma planta jovem. Este local estava
bastante seco e as plantas nao tinham muitas folhas e sementes. Mantido o nivel
verificado de exploracdo pecuaria, a manutencdo desta sub-populacdo pode ser
comprometida.

A sub-populacdo Capivara4 foi encontrada a aproximadamente 13
quildmetros da nascente do rio Capivara, proximo ao municipio de Rui Barbosa. Ela
apresentou a segunda maior quantidade de plantas encontradas nesta expedicéo,
mais de 450. A mata ciliar estava bastante conservada, e os algodoeiros tinham
baixa estatura, ndo apresentavam flores e possuiam poucas sementes.

A expedicdo seguiu até cinco quildmetros da cabeceira do rio Capivara,
entretanto ndo foram encontradas plantas provavelmente devido as mas condicbes
de conservacao da vegetacédo natural.

O rio Capivara desagua no acude Juracy Magalhées, a partir de onde passa a
ser chamado rio Piranhas. Seguindo a estratégia de coleta, a expedicdo percorreu
cerca de quinze quilémetros apos o acude. Entretanto, apesar da 6tima conservacao
da mata ciliar, nenhuma planta de G. mustelinum foi encontrada. De acordo com E.
C. Freire (Comunicacdo pessoal), a auséncia de plantas pode estar associada a
presenca do acude, que se constituiu em barreira fisica a dispersdo das sementes
pela correnteza. Fato similar ja havia sido observado no municipio de Caico.
Sementes produzidas a montante devem chegar ao acude e a auséncia de plantas
deve decorrer de dois fatores. O primeiro esta relacionado ao volume de agua do

acude e a sua extensdo, que contribuem para que as sementes permanecam mais
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tempo na superficie da agua, aumentando a chance de apodrecerem ou serem
comidas por peixes antes de atingirem o sangradouro. Adicionalmente, & possivel
gue plantas de G. mustelinum existissem no trecho do rio hoje ocupado pelo agude.
Tais plantas poderiam ter morrido apds o enchimento do reservatorio, que perenizou
o rio Piranhas. Nesses locais, as plantulas eventualmente formadas sdo mortas
devido a falta ou excesso de agua, além de competirem com a mata ciliar mais
exuberante por luz solar. Contudo, a presenca de uma grande barreira de aguapée,
observada nos quinze quildmetros percorridos (Figura 13B), representa um fator
adicional para a auséncia de plantas neste seguimento do rio. As sementes que
ocasionalmente poderiam atingir o sangradouro do agude, ndo seriam transportadas
ao longo do rio impedindo e estabelecimento da espécie.

Para uma amostragem mais ampla da populagdo, as sub-populagbes
Capivara5 e Capivara6 foram coletadas no Ribeirdo do Brejo, um afluente do rio
Capivara pela margem direita. O Ribeirdo do Brejo desagua no rio Capivara entre as
sub-populacbes Capivara 2 e 3.

Na sub-populacdo Capivara5 foram observadas mais de 50 plantas. A mata
ciliar estava bem conservada e apresentava espécies arbdreas, entretanto poucos
algodoeiros cresciam neste local. A maior parte das plantas de G. mustelinum
estava na varzea do rio, um local muito antropizado e usado como pastagem. Os
animais movimentam-se entre as plantas e se alimentam de suas folhas e ramos
novos. Plantulas foram observadas em namero bastante reduzido.

Na periferia desta populacdo, a menos de 10 metros das Ultimas plantas de
G. mustelinum, estavam presentes dez individuos de G. barbadense com idades
estimadas entre 5 e 10 anos (Figura 14A). Segundo relatos de moradores, nas
proximidades dessa populacdo havia uma casa, que foi demolida no ano de 2003
(Figura 14B). As plantas de G. barbadense derivam de plantas de fundo de quintal
cultivadas pela antiga moradora. Estas plantas eram bastante antigas, com baixa
estatura devido a podas sucessivas, possuiam poucas folhas e nenhuma flor. Elas
haviam produzido poucas sementes, do tipo rim-de-boi, que estavam extremamente
danificadas pelo ataque de lagarta rosada (Pectinophora gossypiella), de modo que
nenhuma dessas sementes era viavel. Este nivel de infestagdo pode estar associado

a auséncia de plantulas de G. barbadense no local.
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Figura 13. (A) Visdo dos pontos onde foram observadas as barreiras de aguapé no rio
Piranhas, ap6s o Acude Juraci Magalhdes na cidade de Itaberaba. Fonte: Google Earth™,
2008. (B) Barreira de aguapé formada ao decorrer do rio Piranhas.
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Figura 14. (A) Plantas de G. barbadense proximas a individuos de G. mustelinum. Estas
plantas eram pequenas, contudo apresentavam entre 5 e 10 anos. (B) Local proximo a sub-
populacdo Capivara5 onde foi observado os restos do alicerce da casa relatada pelos
moradores locais.

Entre um grupo de cinco plantas de G. mustelinum de diferentes idades, havia
um individuo com cerca de dois anos que se diferenciava morfologicamente dos
demais, na sub-populacdo Capivara5. Comparado a G. mustelinum, ele possuia
capulhos maiores, sementes com fibra branca e mais longa e folhas menos pilosas e
mais recortadas. A campo, a planta foi considerada um eventual hibrido
interespecifico. Folhas e fragmentos do caule desta planta e dos individuos de G.
barbadense tipicos do local foram acondicionados em silica gel e encaminhados
para o Laboratorio de Marcadores Moleculares da Embrapa Algoddo. Analises com
marcadores do tipo SSR empregando 14 pares de primers confirmaram que a planta
era um hibrido F; entre as duas espécies (Figura 15). As demais plantas de G.
barbadense e de G. mustelinum ndo apresentavam caracteristicas morfologicas
hibridas similares, e a analise de DNA ndo verificou mais nenhuma planta com
introgressdes de G. barbadense.

Desta maneira, € muito provavel que a hibridacdo natural entre as espécies
seja rara, principalmente considerando o tempo relativamente elevado em que a
simpatria ocorre. Analises de DNA extracromossomal ndo foram realizadas até o
momento, portanto nao € possivel afirmar qual espécie cedeu o pélen. Porém, como
a planta estava em meio a um conjunto de individuos de G. mustelinum,
provavelmente o genitor feminino foi G. mustelinum. Outra observagdo importante,
associada a auséncia de outras hibridiza¢cdes ou mesmo introgressdes nesse local,

reside no indice de ataque de lagarta rosada nas plantas de G. barbadense. Como
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todas as sementes destas plantas apresentavam-se danificadas por esta praga, as
flores também poderiam estar submetidas a danos similares. Desse modo, pouco ou
nenhum podlen estaria disponivel para os polinizadores realizarem fecundacéo
cruzada com G. mustelinum.

A sub-populacéo Capivara6 estava localizada no Ribeirdo do Brejo, a 5 km do
seu encontro com o rio Capivara. No local, a quantidade de plantas era pequena e a
sub-populagdo se estendia por ndo mais que 100 metros. Os 40 individuos
presentes estavam na faixa de rodagem da BR 242, protegidos da herbivoria de
bovinos por uma cerca. Na propriedade, apds a cerca, toda a vegetacdo natural
havia sido destruida e a area era usada como pastagem.
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Figura 15. Eletroferograma representando os padrdes observados em G. mustelinum, G.
barbadense e no hibrido F1 interespecifico, com um dos 14 pares de marcadores SSR
utilizados.

Parte das sub-populacdes estudadas apresentavam-se degradadas enquanto
outras estavam adequadamente conservadas e com nitidos sinais de que eram
capazes de renovar-se e continuar estabelecidas em seu local de origem. Dois
grandes problemas foram verificados para a conservacéo in situ das populacdes de
G. mustelinum nas bacias dos rios Capivara e Tocé. O primeiro € a destruicao de
seu habitat, as matas ciliares de rios e varzeas, que sao retiradas para exploracédo
de madeira e para praticas agricolas e pecuarias. Neste ultimo caso, caprinos,
ovinos e bovinos se alimentam de sementes, folhas e ramos de G. mustelinum.
Adicionalmente, caprinos alimentam-se também da casca do caule dessas plantas,

gue é digerida facilmente por esses animais. Em casos mais extremos, a retirada da
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casca promove a interrupcdo da comunicacdo entre o sistema radicular e a parte
aérea da planta, sendo a causa mais provavel da morte das plantas adultas. O
pastejo em plantulas, também prejudica a renovacao das sub-populacdes, e reflete-
se na pequena guantidade de individuos com menos de um ano observados. Assim,
a substituicdo das plantas adultas mortas devido a ac¢des antropicas ou de causa
natural € muito lenta e contribui para o declinio observado em algumas sub-
populacdes.

Apesar do indice de ataque de lagarta rosada em G. mustelinum ser
equivalente aos observados em espécies cultivares, na sub-populagdo onde ocorria
simpatria entre G. mustelinum e G. barbadense, os niveis de ataque nas duas
espécies foi significativamente diferente. De modo que, apesar do ataque desta
praga, G. mustelinum produzia sementes viaveis, produzindo as plantulas
observadas no local. Assim, o indice de ataque da lagarta nesta espécie de
algodoeiro selvagem pode ser um indicativo de que ela seja mais resistente que G.
barbadense a lagarta rosada. Sugere-se que estudos de resisténcia sejam
realizados para verificar esta hipotese.

O fluxo génico interespecifico ndo parece ser um risco para a adequada
conservacdo das populacfes. Este fato deve-se a maioria das sub-populacdes
estarem muito afastadas de outros tipos de algodoeiro, em distancias maiores do
gue os insetos polinizadores sdo capazes de transpor. Nos dois casos em que G.
mustelinum crescia simpatricamente, a taxa de fecundacéo cruzada foi muito baixa
com G. barbadense e, aparentemente, nula com algodoeiros herbaceos. Como G.
mustelinum é sexualmente compativel com ambos os algodoeiros (FREIRE et al.
2002), e possivel que barreiras pré-zigoéticas parciais existam, conforme ja verificado
entre G. barbadense e algodoeiros herbaceos (PEREIRA, 2008). Uma outra
possibilidade para a auséncia de hibridizagbes entre G. mustelinum e algodoeiro
convencional nesse local, seria a auséncia de sincronia entre a abertura das flores
nas duas espécies (E. C. Freire, comunicacdo pessoal). G. hirsutum r. latifolium
floresce durante o periodo chuvoso. As expedicdes e a colecdo de germoplasma in
vivo mantida pela Embrapa Algodédo permitiram identificar que G. mustelinum
floresce pouco durante o periodo chuvoso e que o indice de aborto de estruturas
reprodutivas formadas nesta época é elevado (P. A. V. Barroso, comunicacao
pessoal). A principal época de florescimento da espécie selvagem ocorre no final do

periodo chuvoso e apds o seu término. Como a planta sobrevive préxima de locais
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em que a agua permanece por mais tempo, a umidade necessaria para suportar a
producédo deve provir do solo.

No entanto, é necessario considerar que a simpatria ndo € desejada, pois o
fluxo génico pode causar danos caso seja intenso ou resulte em alteracdo da
adaptabilidade dos hibridos e seus descendentes. Um exemplo tipico de aumento da
adaptabilidade provavelmente ocorreria com a introgressdo de transgenes que
conferem resisténcia a lagartas, dada a quantidade relativamente grande de lagarta
rosada presente nas plantas. Seria conveniente que medidas para reduzir a
dispersdo nao intencional de carocos fossem adotadas, como o0 transporte em
caminhdes com carroceria fechada. Para a adequada compreensdao da real
possibilidade de ocorréncia de fluxo génico e suas consequiéncias, sugere-se que
sejam realizados estudos de adaptabilidade e para investigar a existéncia de
barreiras pré-zigéticas entre G. mustelinum e algodoeiro herbaceo. Assim, na
populacao do rio Capivara a possibilidade de fluxo génico com algodoeiro herbaceo
€ mais elevada, visto que sub-populacdes estao presentes ao lado da principal rota
de escoamento da producao de carocos de algoddo do Oeste da Bahia.

Dada a fragilidade das populacdes, torna-se necessario a implementacédo de
medidas para preservar esta espécie nativa do Nordeste brasileiro. Uma das
estratégias atualmente desenvolvidas € a adocdo de zonas de exclusdo de
algodoeiros geneticamente modificados propostas por Barroso et al. (2005b). Os
novos conhecimentos gerados acerca da distribuicdo de G. mustelinum na bacia do
rio Paraguagu tornam a atualizagdo deste zoneamento necessaria. Salienta-se que a
proibicdo de cultivo de algodoeiros geneticamente modificados nas proximidades
das populacdes é uma solucdo apenas parcial, pois ndo restringe o cultivo de
algodoeiros convencionais que podem causar danos similares.

Sao duas as estratégias mais adequadas para a preservacdo in situ do
algodoeiro selvagem. A primeira seria 0 cumprimento da Lei 7.803 (18/07/1989), que
determina a largura de areas de preservacdo permanente ao longo de cursos
d"dgua. Como a maioria dos individuos de G. mustelinum ocorre dentro da faixa
estabelecida pela Lei, a sua implementacdo de fato permitiria conservar as
populacbes de modo muito satisfatorio. Porém, o que se observa é o descaso da
maioria dos proprietérios e a auséncia de aces das autoridades competentes.

A segunda estratégia seria a adocdo da espécie como uma das usadas na

reconstituicio de matas ciliares em estados de clima semi-arido. Projetos que
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envolvem a recuperacdo das bacias de varios rios estdo sendo desenvolvidos. Uma
das acbGes mais importantes é a recuperacdo de nascentes e de matas ciliares. G.
mustelinum poderia ser inclusa na lista de espécies utilizadas nesse reflorestamento,
principalmente no estado da Bahia, auxiliando na recuperacdo destas matas, e
aumentando a ocorréncia dessa espécie rara e endémica do Brasil.

De modo ndo excludente em relagdo a preservacdo in situ, deve-se
intensificar as coletas para que as populagcdes estejam adequadamente
representadas em colecbes ex situ destas plantas. Mesmo com as coletas
realizadas, a colecdo presente em bancos de germoplasma ainda ndo abrange
adequadamente a diversidade existente. Esta € a melhor garantia de preservacao a

longo prazo desse importante recurso genético.
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4.4. CONCLUSOES

Gossypium mustelinum apresenta-se disperso ao longo dos dois afluentes da

bacia do rio Paraguacu, o rio Toco e o rio Capivara,

A grande maioria das plantas encontra-se em locais com niveis de
degradacdo, particularmente devido a pecudria extensiva, e poucas estdo

inseridas em locais que permitem a renovagao da populacéo local;

Os principais problemas para a conservacao in situ das populacdes é a

destruicdo de seu habitat e o pastejo em plantulas por caprinos e bovinos;

O fluxo génico ndo parece ser um risco atual para a conservacéo da espécie,
contudo a populacéo do rio Capivara apresenta maior possibilidade de fluxo

génico com algodoeiro herbaceo;

A manutencdo in situ pode ser realizada pelo cumprimento da Lei 7.803
(18/07/1989), e pela incluséo de G. mustelinum na lista de espécies utilizadas

em reflorestamento de matas ciliares em regides de clima semi-arido;

Coletas devem ser intensificadas para adequada manutencao de colecdes ex

situ em bancos de germoplasma.
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%trutura genetica de populacdes de
Gossypium mustelinum em afluentes da bacia

do rio Paraguacu no estado da Bahia
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RESUMO

Gossypium mustelinum Miers ex Watt é uma espécie tetrapléide nativa do Brasil,
endémica do semi-arido da regido Nordeste. As populagbes sdo encontradas
proximos a fontes de agua perenes ou semi-perenes como rios ou lagos
intermitentes. Os problemas para conservagao in situ estdo associados as acoes
antrépicas, principalmente devido ao pastejo das plantas por gado e ao
desmatamento da mata ciliar. Estabelecer estratégias eficientes de conservacao in
situ depende de conhecimentos a cerca da estrutura genética dessas populacdes. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a estrutura e variabilidade genética de populacdes
de G. mustelinum presentes nos rios Toco e Capivara (estado da Bahia). Um total de
218 plantas de G. mustelinum foram analisadas utilizando marcadores SSR. Os
dados moleculares foram usados para estimar as frequéncias alélicas, a
heterozigosidade, as estatisticas F e a distancia genética entre populacbes e entre
individuos. Os 14 pares de primers SSR amplificaram 17 locos com namero médio
de 5 alelos por loco (85 alelos no total). O alto indice de endogamia estimado
(Fis=0,808) e a baixa quantidade de heterozigotos (H,=0,093) indicam que as
populacdes propagam-se preferencialmente por autofecundacgédo, geitonogamia e
cruzamentos entre individuos aparentados. A diversidade genética total foi alta
(He=0,482) e a diferenciacao entre as populac¢des foi muito elevada (Fst=0,328). Os
indices de fixacdo (Fst) dentro de cada populacdo também foram significativos e
fortemente relacionados com a distancia fisica. O dendograma e a analise bayesina
mostraram dois grupos distintos, um contendo os acessos do rio Capivara e outro
incluindo os genatipos do rio Toco. Estratégias de preservacgao in situ devem incluir
no minimo duas sub-populacdes de G. mustelinum de cada populacdo. Para
conservagao ex situ, coletas devem incluir o maior numero de locais possiveis.
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ABSTRACT

Gossypium mustelinum ex Watt is the only cotton species native from Brazil and it is
endemic of the semi-arid region from North-east of the country. The populations are
found near perennial and semi-perennial sources of water such as ponds or pools in
intermittent streams. The problems to the in situ conservation derived from human
interferences in its habitat, mainly by excessive cattle grazing and deforestation.
Establish efficient strategies for in situ conservation depend on the knowledge of the
genetic structure of the populations. The objective of the present work was to
evaluate the structure and genetic variability of populations of G. mustelinum present
in the Tocd and Capivara rivers (Bahia State). A set of 218 adult plants of G.
mustelinum were genotyped with SSR markers. The molecular data was used to
estimate the allelic frequencies, the heterozygosity, the F statics and the genetic
distance among the populations and among the individuals. The 14 SSR primer pairs
amplified 17 loci with an average number of 5 alleles per locus (a total of 85 alleles).
The high level of endogamy estimated (Fis=0,808) and the low observed
heterozygosity (Hp=0,093) were indicatives that the populations reproduce mainly by
selfing, geitonogamy and crosses between related individuals. The genetic diversity
was high (Hg=0,482) and the differentiation between the populations was very high
(Fs1=0,328). The Fst indexes inside each population were also high and strongly
correlated with physical distance. The dendogram and the bayesian analysis showed
two distinct groups, one containing the accesses of the river Capivara and other
including the genotypes from the Toco river. Strategy to in situ preservation must
include at least two occurrence sites of G. mustelinum from each population. To ex
situ conservation, the collects must include as many sites as possible.
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5.1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, o interesse acerca do estudo e da preservacdo da
biodiversidade tem aumentado. Uma das razfes é a necessidade de novas fontes
de variabilidade genética. A domesticacdo das espécies cultivares selecionou
genodtipos com caracteres importantes economicamente, mas reduziu
progressivamente a variabilidade. O caso do algoddo ndo é diferente. Praticas
culturais adequadas associados a elevados ganhos genéticos permitiram que o
Brasil obtivesse os mais elevados indices de produtividade em regime de sequeiro
no mundo. Porém, a base genética dos programas € estreita e pode acabar por
estabelecer patamares de produtividade e tornar a cultura vulneravel a mudancas
ambientais e a acdo de patdgenos. Esses riscos podem ser minimizados ampliando
a variabilidade dos programas de melhoramento genético.

Gossypium mustelinum Miers ex Watt, espécie endémica do Brasil, poderia
representar uma valiosa fonte de variabilidade. Este algodoeiro, uma das cinco
espécies tetraploides do género, € encontrada em populagfes selvagens presentes
nos estados da Bahia e Rio Grande do Norte. Devido ao fato de nunca terem sofrido
nenhum tipo de selecdo ou exploracdo comercial, a espécie ainda € pouco
conhecida. O primeiro passo para usar a diversidade é conserva-la adequadamente.
Pra isso € necessario desenvolver estudos para conhecer a estrutura genética das
populacdes, estimando a diversidade presente nas mesmas.

Com os grandes avancos das técnicas de biologia molecular, os estudos
genéticos adquiriram grandes aliados no que diz respeito a utilizacdo de marcadores
moleculares. Os marcadores SSR sdo baseados em PCR e sédo, atualmente, os
marcadores moleculares mais utilizados, oferecendo subsidios para a caracterizacéo
da estrutura genética de G. mustelinum.

O presente trabalho teve como objetivo estimar a diversidade e a estrutura
genética presente dentro e entre populacdes de G. mustelinum em dois rios da bacia
do rio Paraguacu (BA), visando fornecer subsidios para a adocéo de estratégias de

conservagao in situ e ex situ.
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5.2. MATERIAL E METODOS

O presente estudo constituiu-se de 2 etapas. Uma delas, que foi constituida
da extracdo, quantificacdo e diluicdo do DNA, realizada na Embrapa Algoddo em
Campina Grande - Paraiba, e a segunda etapa, onde foram desenvolvidas as
reacOes microssatélites, na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia no Distrito
Federal.

5.2.1. Amostragem e Material Vegetal

Os tecidos vegetais utilizados para extragdo de DNA derivaram de folhas e
pétalas de exemplares do género Gossypium, coletados em expedicéo realizada em
afluentes da bacia do Rio Paraguacu, no estado da Bahia, em novembro de 2007.
Dentro desta bacia, foram eleitas duas grandes popula¢des naturais, uma no Rio
Toco e outra no Rio Capivara, sendo que cada uma destas foi dividida em seis sub-
populacdes que se estendiam desde a cabeceira dos rios até sua foz. Foram
consideradas como &reas propicias para as coletas aquelas que possuiam no
minimo 10 plantas, adultas ou jovens.

O tamanho das amostras variou entre as popula¢des. Do rio Tocd foram
analisados 96 exemplares e do rio Capivara 122 genétipos. Na Tabela 2 podem ser
observadas as sub-populac¢des, a quantidade de gendtipos analisados e o rio onde a
coleta foi realizada.

As amostras de tecidos foliares e pétalas foram desidratadas em silica gel e
enviadas para o Laboratério, onde foram mantidas em camara fria (15° C) até a

extracdo de DNA gendmico.
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Tabela 2. Sub-populagdes, rio e numero de genoétipos analisados em cada sub-populacdo
coletada.

Ndmero de

Sub- gendtipos

populacéo Rio analisados
TC1 Toco 18
TC2 Toco 18
TC3 Toco 12
TC4 Toco 16
TC5 Toco 20
TC6 Toco 12
CP1 Capivara 20
CP2 Capivara 21
CP3 Capivara 20
CP4 Capivara 22
CP5 Capivara 22
CP6 Capivara 17
Total 218

5.2.2. Extracdo e Quantificacdo de DNA

A extragdo de DNA dos tecidos coletados foi realizada através do meétodo
CTAB descrito por Doyle e Doyle (1990), com modifica¢cdes propostas por Vidal et al.
(2003) e Barroso et al. (2006). Fragmentos de tecidos foliares com cerca de 50 a
100mg foram selecionados, e colocados em microtubos de 2ml dentro dos quais foi
adicionada uma esfera de aco inoxidavel. Estes tubos foram postos dentro de um
suporte para tubos com tampa, que foi agitado manualmente durante 30 segundos
para macerar as amostras. Ap0s a maceracédo, as esferas metalicas foram retiradas
dos microtubos, e as amostras foram adicionados 600uL de tampé&o de extracédo (2%
CTAB; 1,4 M NaCl; 0,2 M EDTA; 0,1 M Tris HCI pH 8,0; 2,0% PVP e 0,2% de -
mercaptoetanol). Os microtubos foram agitados em vortex, para homogeneizar até
gue o tecido macerado entrasse em contato com o tampao de extracdo. Os tubos
foram incubados em banho-maria por 30 minutos a 65°C, sendo agitados cada 5
minutos. Retirados do banho-maria, os microtubos foram deixados esfriar até
atingirem a temperatura ambiente. Em capela de exaustdo, foram adicionados
600uL de cloroférmio-alcool isoamilico na proporcao de 24:1(v/v). Por inversdo, os

tubos foram agitados até a obtencdo de uma emulsdo homogénea.
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Os tubos foram centrifugados a 11700g por 10 minutos. A fase aquosa foi
transferida para um novo tubo, onde 600uL de isopropanol frio (-20°C) foram
adicionados. Por inversdo, o material foi misturado para que ocorresse a
precipitacdo do &cido nucléico. Os tubos foram incubados por 30 minutos a -20<C.
Em seguida, os tubos foram centrifugados a 11700g por 10 minutos a 4° C. O pellet
coletado foi lavado duas vezes com 500uL de etanol 70% gelado, e 300uL de etanol
absoluto também gelado, e deixado secar por 10 a 30 minutos a temperatura
ambiente. O DNA foi ressuspenso em 100 puL de tampao T.E. (100mM Tris; 1mM
EDTA).

A quantificacdo do DNA purificado foi realizada utilizando aliquotas de cada
genotipo, que foram comparadas com uma série de concentragdes conhecidas de
DNA do fago Lamda (A) (50 a 300 ng), através da intensidade de fluorescéncia
observada em géis de agarose 0,8% (p/v) submetidos a eletroforese. Os géis foram
visualizados em transluminador sob luz UV, apos coloragdo com Sybr Green. O DNA
foi diluido em &gua milliq para concentracdo de 1ng/uL, para utilizacdo nas reacdes
SSR.

5.2.3. Selecéo de Primers SSR

Inicialmente foi realizada a selecédo dos primers SSR que seriam utilizados no
estudo. Foram testados 141 marcadores de locos microssatélites desenvolvidos e
otimizados para algodéao por Liu et al. (2000a e 2000b) e Nguyen et al. (2004). Para
verificar o perfil de amplificacdo de cada primer foram utilizados dois individuos de
cada uma das populacbes de G. mustelinum de Caicé no Rio Grande do Norte, e da
Bahia nos municipios de Jaguarari, Macurure, Riachdo do Jacuipe e Candeal. Do
banco de germoplasma da Embrapa Algodé&o, foram selecionados aleatoriamente

dois individuos das demais espécies de algodao presentes no Brasil.
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5.2.4. Obtencao dos Marcadores

Para analise da diversidade genética presente nas populacdes de G.
mustelinum coletadas, condicbes de PCR multiplex foram utilizadas para
desenvolver ensaios para deteccdo de locos microssatélites. Os oligonucleotideos
fluorescentes foram obtidos da Integrated DNA Technologies/IDT, apresentando a
posicdo 5 do primer forward marcada com um dos fluorocromos: 6-FAM (6-
carboxyfluorescein) ou HEX (4,7,2’,4’,5'7’-hexachloro-6-carboxyfluorescein).

Os fragmentos de DNA foram amplificados em reacdes PCR utilizando o
Multiplex PCR Kit (Qiagen, Inc., Valencia, CA). Este kit apresenta todos o0s
componentes requeridos para reacdes de PCR, apresentando a HotStarTaq DNA
Polimerase, que minimiza a probabilidade de formacdo de produtos inespecificos
durante o processo de amplificacdo. Em cada multiplex foram utilizados de 2 a 3
diferentes pares de primers, marcados com diferentes fluorocromos, ou com o
mesmo fluorocromo quando possuiam amplitudes alélicas distintas. As reacdes
foram realizadas para um volume total de 5,0 pL contendo: 1,0ng de DNA gendmico,
0,2uM de cada par de primers, 2,5 pL de 2x QIAGEN Multiplex PCR Master Mix
(HotStar Tag DNA Polymerase, PCR amplification buffer, 3mM de MgCl,), 0,5 uL de
Q-solution 5x e 0,7 pL H0.

As condic¢des fisicas da PCR foram as seguintes: 15 minutos de desnaturacao
a 95°C, seguida por 30 ciclos de 60 segundos de desnaturacao inicial a 94°C, 60
segundos de anelamento a 51°C-57°C (dependendo da especificidade dos pares de
primers utilizados), e 90 segundos de extensdo a 72°C. Para evitar a adicdo
incompleta da cauda poli-A, minimizar a formag&o de picos inespecificos e permitir o
multiplex de varios locos na mesma reagdo PCR, foram acrescentados 30 minutos
de extenséo final a 60°C.

A qualidade dos produtos da amplificagdo foi observada em gel de agarose
3,5%, corado com brometo de etideo (10mg/ml), selecionando-se 10 gendtipos
aleatoriamente.

Nos sistemas multiplex os produtos de cada loco foram analisados
conjuntamente nos capilares para deteccdo de alelos por fluorescéncia, em
analisador automéatico de fragmentos ABI Prism modelo 3700 (Applied Biosystems,

Foster City, CA). As amostras foram diluidas 2 vezes com agua ultrapura, e 1,0 pL
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desta diluicéo foi transferido para uma nova placa para PCR. As amostras, as quais
foi adicionado 10 pL do marcador de referencia (2,5% ROX [carboxy-x-rhodamine],
90% HI-DI formamida), foram aquecidas por 5 minutos a 94°C e colocadas
imediatamente em gelo.

A deteccéo e a estimativa do tamanho de alelos em pares de bases foram
realizadas com a utilizacdo do software GeneScan (Applied Biosystems 3.7). Em
seguida os valores foram importados para o software Genotyper (Applied
Biosystems 3.7) para filtragem de picos, interpretacéo e compilagéo final dos dados,

definindo o gendtipo de cada individuo.

5.2.5. Avaliacédo dos Dados

5.2.5.1. Analise da Diversidade Genética e Indice de Fixacao

Foram obtidas as estimativas do numero médio de alelos por loco (A), as
frequéncias alélicas, a média da heterozigosidade observada (H,) e esperada (He) e
o indice de fixacao (f ou Fs) utilizando os Software GDA (LEWIS e ZAYKIN, 2001) e
Fstat (GOUDET, 2001). A heterozigosidade esperada (He), uma estimativa da
magnitude da diversidade genética, foi estimada de acordo com Nei (1973). Estes
mesmos programas foram utilizados para estimar a estatistica F de Wright (Weir e
Cockerham, 1984), em que o Fst (8) mede o nivel de diferenciacdo entre as
populagBes e sub-populagbes, f (Fis) corresponde ao nivel médio de endogamia
intrapopulacional e F a endogamia total. A significAncia das estatisticas foi testada
por booststrap, utilizando 1000 reamostragens, com intervalo de confianca de 95%.

A distancia entre os pares de gendtipos foi calculada com base na proporcéo
de alelos comuns (BOWCOCK et al., 1994), usando o programa MICROSAT
(MINCH, 1998) e os gendtipos foram agrupados a partir do método de Neighbor-
Joining.

A estrutura genética das populacdes também foi estudada com uma
abordagem bayesiana analisando os genétipos SSR com o programa STRUCTURE
(PRITCHARD e STEPHEENS, 2007). O numero de agrupamentos foi determinado

usando procedimento AK, conforme descrito por Evanno et al. (2005). A alocacéo



Caracterizagdo in situ e estrutura genética de populagées de Gossypium mustelinum 55

dos genotipos dentro dos grupos foi realizado de acordo com a probabilidade de

cada individuo pertencer a cada um dos grupos.

5.2.5.2. Estrutura Genética Espacial
Para determinar se a diversidade de cada uma das duas populacfes estudadas
possuia estruturacao espacial, a matriz de distancias genéticas foi comparado com o

log da matriz de distancia fisica usando o teste de Mantel (1967).
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5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1. Selec&o de Primers

O teste de primers realizado com 141 marcadores de locos microssatélites,
amplificou 145 locos dos quais: 94% foram polimoérficos entre pelo menos duas
espécies do género Gossypium, 46% (67 pares de primers) foram polimorficos
dentro de G. mustelinum, havendo 14 pares de primers cujo padrdo permitiu
distincdo entre as quatro espécies de algodao presentes no Brasil (SILVA et al.,
2008). A partir da avaliagdo dos marcadores SSR, selecionou-se 14 pares de
primers atendendo os seguintes critérios: apresentar alto conteddo de informacao de
polimorfismo (PIC) dentro da espécie G. mustelinum, proporcionar distin¢cdo entre as
diferentes espécies de algoddo presentes no Brasil e apresentar boa distribuicdo
dentro do genoma. Estes foram utilizados para analisar a estrutura genética

populacional de G. mustelinum em cinco multiplex distintos (Tabela 3).

Tabela 3. Primers utilizados para amplificacdo dos locos microssatélites em populactes de
Gossypium mustelinum, sua distribuicdo dentro do genoma e o conjunto de primers que
constituiram os multiplex. A: numero total de alelos por loco. Ta (°C): Temperatura de
anelamento.

Amplitude
Multiplex Primer Ta (°C) A Marcacdo Alélica (pb) Cromossomo

1 BNL252 57 6 6-FAM 175-192 8
BNL1421 8 HEX 193-235 18

2 CIR311 51 4 6-FAM 178-187 15

CIR381(2)* 4 HEX 246-254 2

2 261-265 14

CIR383 6 HEX 124-142 23

3 BNL1551 55 7 6-FAM 175-192 16
CIR148 5 6-FAM 143-147 12

CIR203 3 HEX 240-254 6

4 BNL169(2)* 57 3 HEX 194-198 20

8 207-218 -

BNL840 3 HEX 149-157 26
BNL3599 3 6-FAM 189-193 12

5 BNL686(2)* 56 5 6-FAM 141-151 9
5 155-181 23

BNL1350 9 6-FAM 214-237 1
BNL3649 4 HEX 191-207 A03

* Namero entre parénteses denota que este par de primer amplificou dois locos.
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5.3.2. Avaliac&o do Polimorfismo dos Microssateélites

Foram analisados 218 acessos de algoddo, sendo representados por 96
individuos das seis sub-populacdes do rio Tocd e 122 individuos das sub-
populacdes do rio Capivara (Tabela 2). A amplificagdo com os quatorze pares de
primers possibilitou a andlise de dezessete locos polimérficos. Os primers que
amplificaram dois locos foram o BNL169, BNL686 e CIR381 (Tabela 3).

O marcador SSR mais polimorfico entre as duas populacdes foi 0 BNL1350 que
apresentou 9 alelos (Tabela 3). Dentro das sub-populac¢des do rio Tocé o marcador
mais informativo foi o BNL 1421, que amplificou 7 alelos. Nas sub-popula¢des do rio
Capivara o marcador mais polimorfico foi o BNL1350 que também apresentou 7
alelos (Tabela 4).

Quatro pares de primers utilizados por Batista (2005) na analise de trés
populacdes de G. mustelinum dos municipios de Macururé, Jaguarari e Caico foram
empregados na presente analise (BNL3649, BNL1350, BNL840 E BNL3599).
Excluindo o primer BNL840, que apresentou o0 mesmo numero de alelos por loco, o
autor encontrou apenas 3 alelos para o BNL3649, 3 para o BNL1350 e dois locos
com 2 e 5 alelos para o primer BNL3599. Contudo, comparagdes de quais alelos
foram exclusivos nas popula¢cfes estudadas ndo sdo possiveis, uma vez que nao foi
divulgado o tamanho dos alelos, em pares de bases, encontrados pelo autor. Além
disso, o maior numero de alelos encontrados no presente estudo pode ser justificado

pelo maior niumero de plantas e sub-populacées utilizadas.

5.3.3. Frequéncias Alélicas

Os dezessete locos produziram um total de 85 alelos, uma média de 5 alelos
por loco, e amplitude de variacdo (A) de 2 a 9 alelos (Tabela 4). Sessenta destes
alelos estavam presentes na populacdo do rio Toco e sessenta e um na populagéo
do rio Capivara (Tabela 4). O niamero médio de alelos por loco observados por
populacao foi de 3,53 (entre 2,0 — 7,0) e 3,59 (entre 1,0 — 7,0), para os rios Tocé e
Capivara, respectivamente (Tabela 4). Resultados inferiores foram encontrados por

Cavalcante (2007), que estudando a diversidade genética presente em populacdes
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de G. barbadense nos estados do Para e do Amap4a, obteve uma média de 2,77
alelos em 12 locos. Do mesmo modo, Ribeiro (2008), caracterizando a variabilidade
de acessos de G. hirsutum e G. barbadense provenientes do estado de
Pernambuco, analisou 15 locos e obteve uma média de 2,5 alelos por loco. Mesmo
dentro da espécie G. mustelinum, os resultados diferiram dos obtidos por Batista
(2005) que estudando trés populacfes naturais obteve uma média de 2,56 alelos em
21 locos. A maior quantidade de acessos utilizados no presente trabalho, a menor
diversidade nas populacdes estudadas anteriormente e a melhor sele¢céo de primers
foram, provavelmente, os fatores que contribuiram para diferenciacdo observada
entre os diferentes estudos.

Excluindo um dos locos amplificados a partir do primer CIR 381, todos os
marcadores SSR utilizados na avaliagdo da estrutura genética, apresentaram alelos
exclusivos em pelo menos uma das populacdes (Tabela 5). As populacdes
apresentaram numero equivalente de alelos exclusivos, 25 na populacdo do rio
Capivara e 24 no rio Toc6. Estes alelos representaram 57,64% dos alelos
encontrados, valor bastante elevado e indicativo de que as populacfes apresentam
grandes diferencas alélicas. As frequéncias destes alelos estdo apresentadas na
Tabela 5. Essa estimativa é quase duas vezes maior que a observada por Batista
(2005), que encontrou 26 alelos exclusivos em popula¢des de G. mustelinum dos
municipios de Macururé, Jaguarari e Caic6, fato que pode estar associado a maior
guantidade de plantas analisadas neste trabalho. As frequéncias dos alelos
exclusivos apresentaram grande amplitude de variagéo nas duas populacdes. No rio
Capivara foram observadas frequéncias méaxima e minima de 68,48% e 1,04%,
respectivamente, enquanto na populacdo do rio Tocé a frequéncia maxima foi
81,76% e a minima de 1,07%. A grande quantidade de alelos exclusivos é um forte
indicativo de que o isolamento geografico ocasionou uma separacdo genética entre
as populacbes dos rios, fixando-os nas mesmas. Estas estimativas estédo

representadas na Tabela 5.
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Tabela 4. Total e média de alelos por loco nas populagbes de Gossypium mustelinum dos
rios Tocé e Capivara.

TOCO CAPIVARA

Total Total TOTAL

LOCO |TC1 TC2 TC3 TC4 TC5 TC6| Toc6é |[CP1 CP2 CP3 CP4 CP5 CP6| Capiv. geral

BNL169-1
BNL169-2
BNL252
BNL686-1
BNL686-2
BNL840
BNL1350
BNL1421
BNL1551
BNL3599
BNL3649
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CIR311
CIR381-1
CIR381-2
CIR383
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Quando comparados com alelos em outras espécies de algodoeiros, os alelos
exclusivos podem auxiliar na discriminagdo das diferentes espécies. Neste sentido,
foi observado que o loco BNL169-1 foi exclusivo da espécie G. mustelinum, néo
sendo amplificado nas demais espécies tetraploides encontradas no Brasil. Este loco
pode auxiliar em estudos de fluxo génico, por ser de facil deteccdo e, quando
presente, confirmar a presenca de G. mustelinum na genealogia do individuo
analisado.

Alguns alelos ocorrem em freqiéncia bastante baixa, enquanto outros estdo
fixados nas populagdes, com frequiéncias acima de 95% (Anexo 2).

Se considerarmos que alelo raro é todo alelo cuja frequéncia é inferior a 5%
(AZEVEDO, 2007), foram observados 8 alelos raros na populacéo do rio Capivara e
7 na populacdo do rio Tocd (Tabela 5). Novos estudos sdo necessarios para
detectar se estes alelos sdo de fato caracteristicos da espécie G. mustelinum. Eles
podem provir da introgressao de alelos de outras espécies de algodao, uma vez que
as quatro espécies de algodoeiro presentes no Brasil sdo sexualmente compativeis
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(FREIRE et al., 2002). Um dos alelos amplificados pelo primer BNL1421, com 193
pb, apresentou uma freqiéncia de 2%, sendo observada em G. hirsutum var.
latifolium numa frequéncia de 71% (Dados nédo publicados). Apenas um individuo
possuia este alelo na sub-populacédo Toc62, que estava em homozigose (Anexo 2).
Este resultado parece uma evidéncia de introgressao antiga, visto que os alelos dos
demais locos eram tipicos de G. mustelinum. Contudo, ndo se pode descartar a
possibilidade de se tratar de um alelo compartilhado pelas duas espécies e que
estaria presente em baixa freqtiéncia nas populacdes de G. mustelinum estudados.
Para dirimir davidas desta natureza um banco de dados contendo as frequiéncias
alélicas de cada espécie do género Gossypium vem sendo desenvolvido pela

Embrapa Algodéao (P. A. V. Barroso, comunicagao pessoal).

Tabela 5. Frequéncia dos alelos exclusivos encontrados nas populacdes de G. mustelinum.
Em destague encontram-se os alelos raros observados em cada populacgéo.

CAPIVARA TOCO

Loco Aldo(pb) Frequéncia L oco Alelo (pb) Freguéncia
BNL252 185 0.634783  BNL252 175 0.684783
BNL252 187 0.130435  BNL252 181 0.190217
BNL252 192 0.234783  BNL252 200 0.125000
BNL1421 221 0.252174 BNL1421 193 0.022222
CIR311 187 0.019417 BNL1421 235 0.011111
CIR383 130 0.324324 CIR311 181 0.817647
CIR383 140 0.013514 CIR381-1 248 0.010753
CIR148 143 0.263393 CIR381-1 250 0.215054
CIR203 244 0.178571 CIR381-1 254 0.016129
BNL1551 175 0.469027 CIR383 124 0.037634
BNL1551 177 0.070796  BNL1551 182 0.644444
BNL1551 190 0.247788 BNL1551 184 0.216667
BNL169-2 207 0.159292 BNL169-1 198 0.337079
BNL169-2 209 0.128319 BNL169-2 214 0.162921
BNL169-2 211 0.486726 BNL169-2 216 0.151685
BNL169-2 213 0.035398 BNL169-2 218 0.674157
BNL1350 222 0.021739  BNL840 149 0.719101
BNL1350 224 0.130435 BNL3599 189 0.633333
BNL 1350 233 0.265217 BNL1350 214 0.403409
BNL1350 235 0.01043 BNL1350 230 0.017045
BNL1350 237 0.01869  BNL3649 203 0.113636
BNL686-1 149 0.211207 BNL686-1 141 0.204545
BNL686-2 155 0.581897 BNL686-1 143 0.363636
BNL686-2 157 0.017241 BNL686-2 177 0.011364
BNL686-2 181 0.01862
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5.3.4. Diversidade Genética

Considerando as duas populacdes, foram obtidas as seguintes estimativas: a
heterozigosidade observada (H,) foi de 0,093, que refletiu no indice de fixacdo ou
endogamia (f) de 0,807 (Tabela 6), que é considerado bastante elevado. Valor
similar foi observado por Batista (2005) que encontrou um f igual a 0,74 em trés
populacdes de G. mustelinum. Wendel et al. (1994) ndo observaram heterozigotos
utilizando marcadores isoenzimaticos em 11 individuos de G. mustelinum. Este
excesso de homozigotos indica que, como 0s algodoeiros possuem sistema misto de
reproducdo, eles devem praticar autofecundacdes, geitonogamia e cruzamentos
entre individuos aparentados em elevada quantidade. Este comportamento
reprodutivo possivelmente pode ser explicado pela estruturacdo das populagdes de
G. mustelinum, que s&o formadas, em sua maioria, por algumas dezenas de
individuos distribuidos em vérios fragmentos da mata ciliar.

A heterozigosidade esperada (He) foi de 0,482, mostrando que as populagdes
apresentam uma diversidade bastante elevada. Este resultado concorda com a
grande quantidade de alelos exclusivos observados dentro das populacdes.
Resultado similar foi encontrado por Freitas et al. (2008) em algumas populacdes de
G. mustelinum, nos municipios de Macururé, Jaguarari e Caic6. Contudo Alves et al.
(2008a) que estudaram populacdes dos municipios de Riachdo do Jacuipe, Nova
Fatima, lacu e Milagres do estado da Bahia, obtiveram resultados inferiores dentro
da mesma espécie de algoddo. As diferencas observadas entre as estimativas
encontradas por cada autor talvez estejam associadas a diferengas na estruturagédo
de cada populacéo.

Considerando as sub-populac¢des de cada rio, foi observada grande amplitude
de variagao (Tabela 6). A maior estimativa da He obtida no rio Capivara foi de 0,442
na Capivara6, e a menor foi de 0,019 na Capivara5. A partir desses resultados pode-
se inferir que algumas sub-populacdes deste rio apresentaram baixa diversidade,
possivelmente devido a um processo de gargalo genético. No rio Toco, a sub-
populacdo Toc66 apresentou a menor diversidade (0,108) e a Tocdé2 a maior
(0,320). Em ambas as populacdes, as sub-populacdes de menor diversidade

também apresentaram o menor nimero de individuos.
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Tabela 6. Estimativas obtidas para heterozigosidade observada (H,), heterozigosidade
esperada (H.), indice de fixacdo (f) e endogamia interpopulacional (Fst) nas populacdes e
suas respectivas sub-populacdes.

Sub-
Populacdo populacéo He H, f Fst
Capivara CP1 0,091 0,033 0,642

CP2 0,302 0,121 0,602

CP3 0,166 0,043 0,741

CP4 0,231 0,159 0,316

CP5 0,019 0,014 0,274

CP6 0,442 0,166 0,630

0,208 0,09 0,576 0,634
(ICB=0,491 - 0,637) (ICB=0,581 —0,683)

Toco TC1 0,263 0,119 0,553

TC2 0,320 0,175 0,460

TC3 0,274 0,076 0,730

TC4 0,145 0,069 0,530

TC5 0,217 0,081 0,632

TC6 0,108 0,032 0,714

0,221 0,092 0,590 0,547
(ICB=0,510 - 0,665) (ICB=0,467 — 0,620)
Entre

Populagdes 0,482 0,093 0,807 0,328

(IC=0,790 — 0,829)

(IC=0,234 — 0,422)

5.3.5. Estruturas das Populacdes

Como o trabalho consistiu de doze sub-populagdes, distribuidas dentro de duas

populacdes distintas, foi estimada a diferenciacdo presente entre (Fst ou 0) as

populacdes, e entre as sub-populacdes das duas populagbes. O Fsr entre as

populacdes foi de 0,328, com intervalo de confianca bootstrap (ICB) entre 0,234 e

0,422. Este valor é considerado bastante elevado e indica que 32,8% de toda a

variabilidade est4 presente entre as duas populacbes. O elevado valor € um

indicativo de que a migracdo entre as populacdes, caso exista, € muito pequena. A

baixa frequéncia de migracdo pode ser explicada pela baixa capacidade de

dispersdo das sementes quando ndo mediada por &agua, e pelo isolamento

geografico que os 127 km que separam ambas as populacbes representam.
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Contudo, este resultado € menor do que o encontrado por Alves et al. (2008a),
Freitas et al. (2008) e Batista (2005). Portanto, estas populacbes sdo menos
diferentes entre si do que outros conjuntos de populagcbes de G. mustelinum
previamente estudadas.

Os valores Fst também foram estimados para cada uma das populacdes
individualmente. As estimativas de Fst para a populacao do rio Toco foi 0,547 (ICB
0,467 — 0,620), indicando que 54,7% da variabilidade presente nesta populacao esta
contida entre as sub-populacdes. Para a populacédo do rio Capivara, o Fst estimado
foi de 0,634 (ICB 0,581 — 0,683). Estes valores sdo extremamente altos e indicam
elevada heterogeneidade dentro das populagdes.

A distancia genética de Nei (1973), calculadas entre pares de sub-populacgdes,
variou de 0,02 a 0,806 (Tabela 7) na populacéo do rio Tocé6 e de 0,13 a 0,948 no rio
Capivara. A maior distancia genética foi verificada entre as sub-populaces 3 e 6 no
rio Tocd, a primeira localizada junto a foz do rio e a segundo proxima a sua
nascente, e a menor distancia foi observada entre as sub-popula¢cdes 2 e 3, por
estarem fisicamente proximas. No rio Capivara, a menor distancia genética foi
observada entre as sub-populacfes 5 e 6, que sdo geograficamente proximas, e a

maior entre as sub-populacdes 1 e 5.

Tabela 7. Distancias genéticas entre pares de sub-populacdes.
TC1 TC2 TC3 TC4 TC5 TC6 CP1 CP2 CP3 CP4 CP5

TC1

TC2 | 0,204

TC3| 0,424 0,0296

TC4| 0,34 0,6111 0,781

TC5| 0,328 0,5676 0,73 0,047

TC6| 0,796 0,7465 0,806 0,773 0,676
CP1 0917 0,8876 0,942 1,197 1,141 1,39

CP2 0,843 1,0243 1,13 1,334 1,244 1,540,458

CP3 0,947 1,1963 1,408 0,996 0,797 1,02|0,948 0,815

CP4 0876 09729 1,113 1,285 1,005 1,25|0,602 0,633 0,292

CP5 0,846 1,0364 1,194 1,197 0,971 1,17|1,023 0,568 0,832 0,622

CP6 0,641 0,7935 0,955 1,025 0,778 0,97|0,653 0,503 0,434 0,307 0,13

Quando observada a estrutura existente dentro das sub-popula¢cées do rio
Toco (Figura 16A), verifica-se que existe uma estruturacdo ao longo do rio com a
sub-populacédo 4 exercendo forte influéncia na sub-populagéo 1, que sao vizinhas.
De modo semelhante, na estrutura existente dentro das sub-populacdes do rio

Capivara (Figura 16B) observou-se que sub-populacdes vizinhas exercem maior
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influéncia entre si, do que com sub-populacdes mais distantes fisicamente. Contudo
um resultado inesperado foi observado na sub-populacdo Capivara6, que sofre
bastante influéncia das sub-populacbes 3 e 4. Essas sub-populacbes néo
apresentam ligacao fisica aparente, e por estarem em rios diferentes, uma no rio
Capivara e outra no Ribeirdo do Brejo (Figura 17), ndo apresentam dispersédo de
sementes mediada por agua.

A aparente estrutura espacial da diversidade foi confirmada pelo teste de
Mantel (Figura 18). A distancia genética entre as sub-popula¢gbes do rio Toco
apresentou elevada correlagéo, tanto com a distancia em linha reta quanto com a
distancia pelo leito do rio (Tabela 7 e Figura 18). A correlag&o foi mais baixa, embora
ainda significativa, no rio Capivara. Este resultado deve-se a alta similaridade
observada entre as sub-populacdes 3 e 4 com a 6, que apesar de ndo estarem
fisicamente ligadas foram geneticamente semelhantes (Tabela 7 e Figura 16B).
Como foi confirmado pela analise bayesiana (Figura 16), a dispersdo de sementes
ocorre pela correnteza dos rios, o que ndo explica a similaridade entre essas sub-
populacdes. Do mesmo modo, a distancia entre as sub-popula¢des ndo permite que
a acado de polinizadores explique esta similaridade. Assim o teste de Mantel foi
realizado considerando a inexisténcia de ligacdo entre as sub-populacées do rio
Capivara com as do Ribeirdo do Brejo, observando-se um aumento consideravel nas
correlacdes (Tabela 8).

Uma vez que as sub-populagbes 3 e 4 sdo bastante parecidas entre si (Tabela
7 e Figura 16B), uma justificativa para este resultado é a provavelmente existéncia
de uma sub-populacdo de G. mustelinum néo localizada no momento da coleta,
entre a sub-populacéo 3 e 6. Estas plantas seriam bastante relacionadas com a sub-
populacdo 3, e esta exerceria forte influencia na sub-populagédo 6, atenuando a
distancia geografica entre essas sub-populacdes. Do mesmo modo, uma varzea
entre essas sub-populacdes, que ficaria alagada durante periodos chuvosos (Figura
17B), mediaria a dispersdo de sementes através dessa comunica¢ao provisoria, e
diminuiria a distancia entre as sub-populacdes do Ribeirdo do Brejo e do rio
Capivara. Contudo, seria necessario uma analise mais detalhada das condic¢des in
situ destas sub-populacdes em periodos chuvosos para esclarecer as duvidas

guanto a influéncia de uma sub-populacdo sobre a outra.
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Figura 16. Andlise bayesiana mostrando a estrutura das populacdes dos rios Toco e
Capivara, utilizando K=3 em ambas. Demonstra-se a influencia que cada sub-populagéo
sofre e exerce sobre as outras. (A) Rio Toco. (B) Rio Capivara.
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Figura 17. (A) Mapa municipal estatistico de Itaberaba, Bahia mostrando a localiza¢do do
rio Capivara e do Ribeirdo do Brejo. Fonte: IBGE. (B) Sobreposicdo de mapas do IBGE e do
Google Earth mostrando a localizacdo dos rios no municipio de Itaberaba. Circulo amarelo
indica ligacdo entre o Ribeirdo do Brejo e o rio Capivara que possivelmente diminui a
distancia geogréfica entre ambos o0s rios.
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Figura 18. Correlacdo entre as distancias genéticas e o Log das distancias geogréaficas ao
longo do rio entre as sub-popula¢des. (A) Rio Toco. (B) Rio Capivara.
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Tabela 8. Teste de Mantel para comparagéo entre o log das distancias geogréaficas com as
distancias genéticas.

Rio Toco Rio Capivara
Distancia genética
Distancia Distancia sem ligacao entre
genética genética 0S rios
Distancia ao longo rio (km) 0,89 0,46 0,69
Distancia em linha reta (km) 0,86 0,39 0,54

Na analise de agrupamento (Figura 19) observa-se que as sub-populacdes
coletadas em cada rio formaram dois grupos distintos. Este agrupamento evidéncia
gue a distancia genética entre sub-populacdes mais préximas geograficamente é
menor que a observada entre sub-populacfes separadas por distancias geograficas
muito elevadas.

No agrupamento dos individuos de todas as sub-populac¢des (Figura 20),
também verificou-se dois grupos distintos formados pelos individuos constituintes de
cada um dos rios. No rio Toc6, os individuos das sub-populacdes 2 e 3 agruparam-
se de modo intermediario, ndo podendo ser observado isolamento entre os mesmos.
Os acessos da sub-populacao 6 foram os mais divergentes entre todos os individuos
analisados. Esta populacdo esta proxima a cabeceira do rio TocO, um local
extremamente degradado onde foram encontradas poucas plantas. Esta
diferenciacdo provavelmente decorre de um gargalo genético a que a sub-populacéo
deve ter sido submetida, uma vez que os alelos encontrados nesta sub-populagéo

guando ndo sao fixos, apresentam freqiéncias bastante elevadas (Anexo 2).

TC1

TC6

—
0.1

Figura 19. Padrédo da divergéncia genética entre as sub-populacdes de cada rio, baseado
no agrupamento Neighbor-Joining utilizando distancias genéticas de Nei (1973).
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Embora possa existir migracado dentro das populagdes, conforme evidenciado
pela analise bayesiana (Figura 18), ela ndo ocorre de modo homogéneo entre as
sub-populacbes, conforme demonstrado pelas correlacbes entre as distancias
genéticas e fisicas. O modelo com que a migracdo ocorre nessa espécie é do tipo
zona de contato (Stepping-stone). Neste modelo assume-se uma estruturacao
populacional onde o fluxo génico ocorre apenas entre sub-populacées adjacentes.
Consequentemente, a distancia genética entre as sub-populagdes aumenta com o
aumento da distancia geografica entre elas (KIMURA e WEISS, 1964). A migragéo
ocorre preferencialmente entre sub-populacdes vizinhas, em sentido quase
unidirecional, da popula¢do a montante para a populacéo a jusante. Desta forma, &
formado um gradiente de diversidade ao longo da nascente dos rios até sua foz. O
padrao unidirecional verificado indica que o fluxo génico entre as sub-populacdes
ocorre via sementes. Caso fosse realizado predominantemente via polen,
populacdes préoximas se influenciariam mutuamente, ndo havendo a forte
inidirecionalidade verificada. Dado que o fluxo ocorre basicamente por sementes, a
hipotese formulada por Freire et al. (1990), de que as sementes sdo transportadas
pela agua, explica o sentido montante-juzante.

Em G. mustelinum, o pdélen € grande, coberto de espiculas e viscoso, o estigma
€ maior que as anteras, as pétalas possuem fortes manchas vermelhas e o0s
nectarios florais produzem grandes quantidades de néctar. Todas estas
caracteristicas favorecem a ocorréncia de cruzamentos mediados por insetos
polinizadores, particularmente abelhas. Apesar disso foram observados elevados
coeficientes de endogamia. Embora o0s polinizadores possam realizar
autofecundacbes, é mais provavel que o excesso de homozigotos se deva ao
cruzamento entre individuos aparentados e a geitogamia (a fecundacao de uma flor
com polen de outra flor da mesma planta). A presenca de correlacao entre 0 nimero
de individuos e a endogamia foi negativa e bastante elevada na populacédo do rio
Tocé (coeficiente de spearman igual a -0,94; p<0,005) e mais baixa na populacéo do
rio Capivara (coeficiente de spearman igual a -0,58; p>0,22). A forte associacéo
observada no rio Toc6 é um indicio de que cruzamentos entre individuos
aparentados € a principal maneira com que esta populacdo se reproduz. Estudos
especificamente delineados para estabelecer o sistema reprodutivo da espécie sdo

necessarios para confirmar estas evidéncias.
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A elevada diferenca genética entre as populacdes obriga que os procedimentos
de conservacdo considerem ambas as populacdes. Os altos valores de Fst dentro
das populacdes ndo permite que apenas uma sub-populacdo de cada rio seja
conservada. Contudo, seria dificil implantar estratégias de conservacdo que
incluissem todas as sub-popula¢cées. Desse modo, uma estratégia adequada para
conservagao destas populagbes in situ, seria selecionar uma ou duas sub-
populacfes por rio, que apresentasse os maiores indices de diversidade genética,
além de condi¢cdes adequadas de conservacdo. Nesses locais, 0 acréscimo de
sementes das demais sub-populacdes do rio, enriqueceria a diversidade genética
local. Estas localidades poderiam ser preservadas através de incentivos
governamentais, oferecendo compensacdes para 0s proprietarios das fazendas.

Uma vez que a correta distribuicdo da espécie ndo é conhecida, a amostragem
em novas coletas deve incluir além das sub-populacdes, outras populacfes que
certamente devem ocorrer em diferentes afluentes da bacia do rio Paraguacu. Deve-
se ressaltar ainda que amostras de todas as populacdes devem ser mantidas em
bancos de germoplasma, uma vez que as condi¢cdes para a manutencéao in situ séo

inadequadas e ha elevada diversidade entre as populacoes.
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5.4. CONCLUSOES

e A variabilidade genética dentro e entre das populacdes de Gossypium
mustelinum foram bastante elevadas;

e O modelo com que & migragdo ocorre nessa espécie € do tipo Stepping-
stone, sendo o fluxo génico unidirecional, no sentido da correnteza do rio e
principalmente por sementes, confirmando hipétese formulada por Freire et al.
(1990);

e As estratégias para preservagao in situ e ex situ somente serdo adequadas
caso as sub-populacdes sejam resguardadas em seu ambiente e as coletas

de sementes englobem grande parte das sub-populagdes.
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ANEXO 1

Questionario de preenchimento para expedicdes in situ

Data: [/ [/ Identificacdo do material:

1) Dados geogréficos e do proprietario/mantenedor

a) Municipio b) Estado
C) Lat. d) Long. e) Altit.
f) Proprietario

0) Propriedade ou enderego

h) Propriedade
( ) Residénciaurbana ( ) Residénciarural ( ) Pequena propriedade

() Média/grande propriedade ( ) Outros

i) Material coletado
( ) Sementes ( )Folhas/flores ( ) Insetos nas flores
( ) Excicata ( ) Outro

2) Dados da populacéo

a) Espécie
( ) G. barbadense ( ) G. mustelinum ( )Moc6é ( ) Herbaceo ( )A.
identificado

b) Tipo de Populacédo

( ) Selvagem ( ) Feral () Fundo de quintal

( ) Variedade local ( ) Espontanea ( ) Beira de estrada

( ) Outra

c) Usos

() Medicinal ( ) Fiagao ( ) Lamparina ( ) Ornamental

() Algodéo de farmécia ( )Nenhum () Desconhecido
() Outro

d) Numero de individuos: Adultos Jovens
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e) Area aproximada

f) Origem
( ) Familiar ( ) Vizinho/amigo ( ) Outro

0) Riscos possiveis

( ) Pastejo de animais ( ) Depredacgdo do ambiente ( ) Fluxo génico
() Mudanca de habitos culturais/abandono () Expanséo de lavouras
() Outros
h) Mancha na flor:

( )Ausente ( )Forte ( ) Média ( ) Fraca ( ) Sem flor
i) Sementes

( )Rimfirme () Rimfraco ( ) Semente separadas ( ) Sem sementes
j) Linter

() Presente e branco ( ) Presente e colorido ( ) Parcialmente presente

( ) Ausente

k) Fibra

( )Branca ( ) Marromescuro ( )Marromclaro ( )Bege ( ) Verde
[) Cor da folha

( ) Verde ( ) Colorida

3) Dados culturais

a) Plantio

b) Controle de doencas/pragas

¢) Adubacéo

d) Realiza colheita () Sim ( ) Nao

e) Armazena sementes () Nao ( ) Sim, como:
f) Beneficiamento ( )Nao ( ) Sim, Como:

g) Comercializacao

h) Doencas
( ) Ramularia ( ) Ramulose ( ) Mosaico comum ( ) Doenca azul

( ) Bacteriose ( ) Outra

i) Pragas
( )Bicudo ( ) Lagartas que atacam macas ( ) Lagartas desfolhadoras
() Pulgbes ( ) Outros




Caracterizagdo in situ e estrutura genética de populagées de Gossypium mustelinum 83

4) Dados do ambiente e fenoldgicos

a) Vegetacao predominante

b) Epoca de florescimento

c) Epoca de frutificagéo
d) Altura média
( )<05m ( )05alm ( )la2m ( )2a3m ( )acimade3m

e) ldade média aproximada das plantas

5) Observacgbes (descricdo origem, outras caracteristicas, etc)
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ANEXO 2

Frequéncia dos alelos encontrados nas populacdes de Gossypium mustelinum nos
rios Tocé e Capivara. Em destaque alelos exclusivos em cada populacao.

Loco Alelo |[CP1 CP2 CP3 CP4 CP5 CP6|TC1 TC2 TC3 TC4 TC5 TC6
BNL169-1 | 194 | 1,00 0,81 0,00 0,20 0,00 0,37|0,06 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
196 | 0,00 0,19 1,00 0,80 1,00 0,63|0,70 1,00 0,92 0,15 0,33 0,95

198 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00|0,24 0,00 0,08 0,85 0,68 0,05

BNL169-2 | 207 | 0,00 0,00 0,94 0,05 0,00 0,13|0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
209 | 0,00 0,19 0,00 0,23 0,02 0,37|0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
211 | 0,00 0,79 0,06 0,53 0,98 0,37|0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
212 | 1,00 0,02 0,00 0,00 0,00 0,13|0,06 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
213 | 0,00 0,00 0,00 0,20 0,00 0,00|0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
214 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00|0,00 0,34 0,71 0,00 0,03 0,00
216 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00|0,06 0,25 0,08 0,22 0,30 0,00
218 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00|{0,88 0,41 0,21 0,88 0,67 1,00

BNL252 175 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00/0,84 0,81 0,83 0,47 0,89 0,05
181 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00/0,00 0,19 0,27 0,00 0,08 0,95
185 | 1,00 0,25 0,13 0,71 1,00 0,70|0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
187 | 0,00 0,75 0,00 0,00 0,00 0,00|0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
192 | 0,00 0,00 0,87 0,29 0,00 0,30|0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
200 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,000,216 0,00 0,00 0,53 0,03 0,00

BNL686-1 | 141 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00|0,00 0,53 0,82 0,00 0,00 0,00
143 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00|0,77 0,47 0,18 0,60 0,08 0,00
145 | 0,00 0,17 1,00 1,00 1,00 1,00|0,17 0,00 0,00 0,40 0,92 1,00
149 | 0,37 0,83 0,00 0,00 0,00 0,00|0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
151 | 0,63 0,00 0,00 0,00 0,00 0O,00|0,07 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

BNL686-2 | 155 | 0,26 0,79 0,89 1,00 0,02 0,53|0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

157 | 0,00 0,00 0,11 0,00 0,00 0,00|0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
177 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00|0,07 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
179 | 0,68 0,21 0,00 0,00 0,98 0,47/0,93 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
181 | 0,05 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00|0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

BNL840 149 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00/0,21 0,63 0,75 0,96 0,90 1,00
151 | 0,05 0,24 0,00 0,00 1,00 0,80|0,74 0,38 0,25 0,00 0,00 0,00
157 | 0,95 0,76 1,00 1,00 0,00 0,20|0,05 0,00 0,00 0,04 0,10 0,00
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Loco

Alelo

CP1

CP2

CP3

CP4

CP5

CP6

TC1

TC2

TC3

TC4

TC5

TC6

BNL1350

BNL1421

BNL1551

BNL3599

BNL3649

CIR148

CIR203

CIR311

214
222
224
226
228
230
233
235
237

193
221
223
225
227
229
231
235

175
177
182
184
188
190
192

189
191
193

191
203
205
207

143
144
145
146
147

240
244
254

178
181
185
187

0,00
0,00
0,00
1,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,89
0,11
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
1,00
0,00

0,00
0,00
1,00

1,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,05
0,83
0,13
0,00

0,00
0,00
1,00

0,00
0,00
1,00
0,00

0,00
0,00
0,75
0,03
0,00
0,00
0,20
0,03
0,00

0,00
0,35
0,00
0,00
0,00
0,00
0,65
0,00

0,19
0,38
0,00
0,00
0,00
0,43
0,00

0,00
0,21
0,79

0,38
0,00
0,62
0,00

0,00
0,14
0,05
0,81
0,00

0,00
0,00
1,00

0,00
0,00
1,00
0,00

0,00
0,00
0,00
0,06
0,94
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,11
0,84
0,00
0,05
0,00
0,00
0,00

0,47
0,00
0,00
0,00
0,47
0,00
0,05

0,00
1,00
0,00

0,92
0,00
0,00
0,08

0,00
0,68
0,11
0,05
0,16

0,84
0,16
0,00

0,00
0,00
1,00
0,00

0,00
0,00
0,00
1,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,00
0,00
0,26
0,71
0,02
0,00
0,00

0,62
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,38

0,00
1,00
0,00

0,60
0,00
0,00
0,40

0,03
0,82
0,15
0,00
0,00

0,00
0,76
0,24

0,00
0,00
1,00
0,00

0,00
0,00
0,00
0,00
0,02
0,00
0,98
0,00
0,00

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
1,00
0,00

1,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,95
0,05

0,02
0,00
0,98
0,00

1,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,03
0,97

0,00
0,00
1,00
0,00

0,00
0,16
0,00
0,25
0,16
0,00
0,38
0,00
0,06

0,00
0,20
0,00
0,30
0,17
0,00
0,33
0,00

0,58
0,00
0,00
0,00
0,21
0,00
0,21

0,00
0,97
0,03

0,53
0,00
0,47
0,00

0,77
0,00
0,23
0,00
0,00

0,25
0,14
0,61

0,23
0,00
0,63
0,13

0,27
0,00
0,00
0,73
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,00
0,00
0,70
0,00
0,00
0,30
0,00

0,00
0,00
0,97
0,03
0,00
0,00
0,00

0,15
0,79
0,06

1,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,00
0,19
0,81
0,00

0,32
0,00
0,68

0,00
1,00
0,00
0,00

0,00
0,00
0,00
1,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,11
0,00
0,00
0,89
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,00
0,44
0,56
0,00
0,00
0,00

0,62
0,38
0,00

1,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,00
0,67
0,30
0,03

0,12
0,00
0,88

0,00
0,57
0,43
0,00

0,00
0,00
0,00
1,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,00
0,00
0,88
0,00
0,00
0,04
0,08

0,00
0,00
0,29
0,71
0,00
0,00
0,00

0,92
0,08
0,00

0,91
0,00
0,00
0,09

0,00
0,00
0,68
0,32
0,00

0,08
0,00
0,92

0,11
0,22
0,67
0,00

0,97
0,00
0,00
0,00
0,00
0,03
0,00
0,00
0,00

0,00
0,00
0,00
0,00
0,03
0,00
1,00
0,00

0,00
0,00
0,93
0,07
0,00
0,00
0,00

0,85
0,15
0,00

1,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,07
0,93
0,00
0,00

1,00
0,00
0,00

0,00
1,00
0,00
0,00

0,87
0,00
0,00
0,03
0,05
0,05
0,00
0,00
0,00

0,00
0,00
0,00
0,00
0,03
0,15
0,82
0,00

0,00
0,00
0,87
0,00
0,00
0,00
0,13

0,55
0,45
0,00

0,87
0,00
0,13
0,00

0,00
0,03
0,98
0,00
0,00

0,93
0,00
0,08

0,11
0,89
0,00
0,00

0,05
0,00
0,00
0,00
0,95
0,00
0,00
0,00
0,00

0,00
0,00
0,95
0,00
0,00
0,00
0,00
0,05

0,00
0,00
0,09
0,00
0,09
0,00
0,82

1,00
0,00
0,00

0,09
0,91
0,00
0,00

0,00
0,00
0,05
0,36
0,59

0,10
0,00
0,90

0,00
1,00
0,00
0,00
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Loco Alelo |[CP1 CP2 CP3 CP4 CP5 CP6|TC1 TC2 TC3 TC4 TC5 TC6
CIR383 124 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00|0,03 0,00 0,00 0,14 0,04 0,00
130 | 0,00 0,26 0,00 0,00 1,00 0,71/0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
132 | 0,00 0,74 0,00 0,00 0,00 0,06|0,71 1,00 0,91 0,00 0,00 0,00
134 | 0,00 0,00 0,78 0,34 0,00 0,00|0,26 0,00 0,00 0,83 0,88 0,08
140 | 0,00 0,00 0,08 0,00 0,00 0,00|0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
142 | 1,00 0,00 0,14 0,66 0,00 0,23|0,00 0,00 0,09 0,03 0,08 0,92
Cir 381-1 246 | 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00|0,94 0,34 0,14 1,00 1,00 1,00
248 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00|0,06 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
250 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00|0,00 0,58 0,86 0,00 0,00 0,00
254 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00|0,00 0,08 0,00 0,00 0,00 0,00
CIR381-2 | 261 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,25|0,00 0,44 0,64 0,00 0,05 0,96
265 | 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 0,75|1,00 0,56 0,36 1,00 0,95 0,04
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