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1. INTRODUCAO

No Brasil existem trés espécies de algodao todas alotetrapléides originérias
das Américas. Duas apresentam importancia econémica, Gossypium hirsutum e G.
barbadense, responsaveis pela quase totalidade da fibra comercial produzida no
mundo (Ulloa et al., 2006). A terceira, G. mustelinum € a Unica nativa do Brasil e
endémica da regido semi-arida do Nordeste do pais, onde populacdes selvagens
séo encontradas.

A cotonicultura vem se intensificando a cada ano devido a sua importancia
socioecon6mica mundial, tendo o Brasil como um dos maiores produtores de
algodao. Avancos tecnologicos tém permitido aos produtores brasileiros alcancar as
mais elevadas produtividades em plantio de sequeiros do mundo (Conab, 2007).
Melhorias nas condi¢cdes de adubacédo, praticas culturais corretas, controle de
pragas e doencas, uso de sementes de qualidade, mecanizacdo e boa gestdo
agricola tém contribuido para essa eficiéncia. Contudo parte desse mérito se deve
ao uso de cultivares adaptadas ao cerrado obtidas através do melhoramento
genético.

Como relatado por Boulanger (1971), boa parte da histéria do nordeste esta
associada a cultura algodoeira. O autor faz mencdo a ocorréncia das variedades
barbadense (quebradinho) e brasiliense (rim-de-boi) da espécie G. barbadense e de
variedades das racas latifolium, chamada de algoddo herbaceo, e marie galante,
conhecida no Brasil como algoddo mocé. Além da variabilidade dentro de cada
espécie, diversos autores relatam a ocorréncia de hibridos interespecificos naturais
(Freire et al.,, 2002). Desta forma, existe uma grande diversidade genética do
algodoeiro nos estados nordestinos o que justifica um estudo abrangente de
diversidade.

A cultura do algodoeiro mocé foi importante no semi-arido nordestino, devido
a sua adaptabilidade as condi¢cdes ambientais, particularmente a elevada tolerancia
a seca. As lavouras chegaram a ocupar cerca de dois milhdes de hectares na
década de 70 (Freire, 2000). A partir de 1983, a area plantada foi drasticamente
reduzida em virtude da introducéo do inseto praga-bicudo e problemas econémicos,
tecnoldgicos, e sociais. Atualmente, os algodoeiros mocds remanescentes mantidos

in situ estdo ameacados. A manutencdo da maioria das plantas depende dos hébitos
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culturais da populacdo local. Segundo Barroso et al. (2005a) estes algodoeiros
representam importantes reservatorios genéticos para uso de curto e longo prazo,
logo sua preservacao deve ser incentivada.

Para que a conservacao dos recursos genéticos dos algodoeiros mocoés seja
feita de forma adequada é importante que sejam identificados o0 modo com que as
plantas estdo sendo mantidas in situ e as funcdes a elas atribuidas. Também é
importante escolher materiais para serem mantidos ex situ. Conforme Zucchi et al.
(2005) o conhecimento do padrdo da distribuicAo da diversidade genética de
populacdes tem sido importante em agdes de conservacédo. Logo o entendimento da
variabilidade existente nos estados nordestinos é necessario para o delineamento de
estratégias adequadas de conservagdo in situ e ex situ. Tais informacdes podem ser
obtidas empregando marcadores moleculares, dentre eles se destacam o0s
marcadores codominantes (Baloux & Lugon-Moulin, 2002; Lemes et al., 2003).
Marcadores SSR desenvolvidos especificamente para algodao (Liu et al., 2000;
Nguyen et al.,, 2004) tem sido utilizados em estudos de caracterizagcdo de
germoplasma de algoddo herbaceo (Menezes et al., 2008), em popula¢des naturais
de G. mustelinum (Batista, 2005) e de germoplasma de G. barbadense coletados no
Amapa e Para (Almeida, 2007).

Objetivou-se com este trabalho determinar o modo de manutencao in situ de
algodoeiros Gossypium hirsutum raca marie galante presentes no Nordeste do Brasil
e caracterizar a variabilidade e o padrdo da estrutura genética das populacdes
coletadas através de marcadores de microssatélites, com vistas a adequada

preservagao.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Estrutura genética de populacbes

A genética de populacbes é uma das faces da genética de importancia na
biologia aplicada a agricultura. Além de viabilizar as bases necesséarias a
compreensao do processo evolutivo, fornece informagdes importantes para o
melhoramento genético e para a conservacao das populacdes de plantas.

A estrutura genética pode ser definida como a distribuicdo da variabilidade
genética entre e dentro de populacbes (Nei, 1978). De acordo com Balloux &
Lugon-Moulin (2002), o estudo da diversidade genética visa realizar a quantificacao
espacial e temporal da distribuicdo heterogénea dos alelos e gendtipos. Tal
heterogeneidade é resultante de forcas evolutivas, efetivas tanto nas espécies como
nas populacbes. E o estudo destas distribuicdes, e inferéncias sobre as forgas
evolutivas presentes, que consistem na caracterizacdo da estrutura genética.

A variacdo genética é resultante do efeito combinado de mutacdo, migracéo,
selecdo e deriva genética, as quais definem a composi¢do genética das populacdes
(Nei, 1978). Segundo Hamrick (1982), a distribuicdo da variabilidade genética em
populacbes naturais € influenciada pelo modo de reproducdo, sistema de
acasalamento, tamanho da populacéo, distribuicdo geografica e fluxo génico. Dentre
estes fatores, a migracdo e a mutacdo aumentam a diversidade genética, enquanto
gue a selecdo e a deriva genética diminuem a diversidade genética dentro das
populacdes (Hedrick, 2005).

O estudo da variacdo genética em populagbes de uma espécie envolve
basicamente duas questbes: () quantificar os niveis de variabilidade dentro das
populacbes e (ll) caracterizar o nivel de estruturacdo genética entre populacdes
(Hamrick, 1982).

A caracterizagao da diversidade genética € um processo que analisa a variagcéo
entre individuos ou grupos de individuos ou populagédo por métodos especificos ou
uma combinacdo de métodos. Conforme Cole (2003), os parametros genéticos mais
utilizados em estudos para quantificar a variabilidade em popula¢cdes de plantas séo
as proporcdes de locos polimérficos dentro de populacdes (Pp), numero de alelos
por loco (A), a diversidade total (Ht), e heterozigosidade esperada (He) e observada
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(Ho). Contudo, a escala na qual a estrutura genética é considerada, como area
geografica, amostragem e namero de popula¢gdes consideradas, € relevante para o
valor das estimativas obtidas; logo as inferéncias a partir dos valores precisam ser
relativizadas, inclusive considerando fatores que afetam a estrutura genética em
determinada escala espacial (Balloux & Lugon-Moulin, 2002).

A estatistica F de Wright descreve os indices de fixacdo dos alelos, baseados
em mensuracdes de correlagbes de identidade génicas por descendéncia. A
distribuicdo dessa variacdo dentro e entre populacdes pode ser estimada pelos
indices de endogamia (f, Fst e Fr) (Wright, 1965) ou estatistica G de Nei (Nei, 1987).

Ha, além da estatistica F de Wright, outras estimativas propostas para
guantificar a diferenciacédo genética de populacdes e em subdivisbes de populacdes,
gue descreve os indices de fixacdo dos alelos, baseados em mensuracbes de
analise da diversidade genética dentro e entre populagcbes com base na
heterozigosidade esperada e observada existente na populacdo (Nei, 1973; Nei,
1977; Nei & Chesser, 1983); e através da analise da variancia das frequéncias
génicas (Cockerham, 1969 e Weir, 1996).

2.2 Mensuracdes da variagdo e estrutura genética

Vérias medidas da variagdo e estrutura genética sdo comumente usadas, mas
sua aplicacdo tem variado entre os estudos. Em seguida foram descritas as

mensuracdes utilizadas nesta andlise.

2.2.1 A porcentagem de locos polimorficos (Pp)

A proporcao de locos polimorficos reflete a quantidade de polimorfismo de uma
populacdo ou amostra. E uma medida baseada na razdo do nimero de locos
polimoérficos pelo numero total de locos analisados da populacdo ou amostra.
Representa uma mensuracdo quantitativa que permite, além de verificar o quanto
existe de variacdo genética em uma populacdo, compara-la entre populacdes.

Para se determinar quando um loco é polimoérfico ou ndo, Torggler et al. (1995)
relatam que se tém baseado nas freqiiéncias alélicas de acordo com sua maior ou

menor ocorréncia na populagdo. Cole (2003) cita trés critérios que sdo mais
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freqientemente utilizados para definir o polimorfismo de um loco: (a) considera-se
polimorfico todos os locos que apresentarem mais de um alelo por loco; (b) se a
freqiéncia do alelo mais comum for igual ou menor que 99%; e/ou (c) se a

freqUéncia do alelo mais comum né&o deve ser maior que 95%.

2.2.2 Niumero de Alelos por loco (A)

Numero de alelos por loco (A) consiste do nimero total de alelos encontrado na
populacéo, dividido pelo numero total de locos amostrado. Contudo, esse indice de
variacdo pode ser mensurado para os locos polimérficos (Ap) amostrados na
populacdo, sendo definido pela razdo do numero total de alelos dos locos
polimérficos sobre o numero de locos polimorficos. Conforme Mohammadi &
Prasanna (2003) esta medida enfatiza um componente de diversidade, a qual se
pode referir como riqueza alélica.

A porcentagem de locos que sao polimérficos e o nimero de alelos por loco
além de serem particularmente sensiveis ao tamanho da populacdo (Nei, 1987),
segundo Mohammadi & Prasanna (2003) séo influenciados também pela estratégia
de amostragem, pelo numero de individuos amostrados por populacdo e pela
diversidade dos individuos amostrados. Desta maneira, este estudo diversidade
genética de algodoeiro mocOé do nordeste gera informacdes que subsidiam
estratégias para melhorar a eficiéncia de amostragem, que busque maximizar a
diversidade genética amostrada, como também minimizar o0s cruzamentos

endogamicos refletidos pelas estimativas da estatistica F e/ou G, descritas a sequir.

2.2.3. Indice de fixagc&o de Wright e diversidade de Nei

O indice de fixacdo de Wright, chamado também coeficiente de endogamia, &
usado para estimar os efeitos da endogamia em termos da reducdo na
heterozigosidade (Mohammadi & Prasanna, 2003). Depois de desenvolvido o indice
de fixacdo, Wright (1951) estendeu esse procedimento para quantificar a extensao
em que ocorre fluxo génico entre populagdes ou, por outro lado, o efeito de
isolamento de fluxo de alelos entre as populagfes, ou sua diferenciacdo genética. O
isolamento entre populagbes pode ser caracterizado por um excesso de
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homozigotos, em relacdo ao que se esperaria caso houvesse livre fluxo de genes
entre as populagdes (Hedrick, 2005) segundo niveis hierarquicos de endogamia,
sendo subdivididas em trés niveis distintos de complexidade: organismos individuais
(I); subpopulacao (S) e populacao total (T). Valores que permitem fazer inferéncias
sobre a ocorréncia e distribuicdo da quantidade da variabilidade genética de
populacdes.

A estatistica F proposta por Wright mostra que a variacao na frequéncia génica
entre subpopulacdes pode ser analisada pelos indices de fixacao, introduzidos pela
seguinte férmula:

1-Fr=(1-Fs)(1-Fs)
Em que,
Fir = indice de fixacdo ou coeficiente de endogamia para o conjunto das populacées
(devido ao sistema reprodutivo e subdiviséo);
Fis = indice de fixagdo ou coeficiente de endogamia intrapopulacional (devido ao
sistema reprodutivo);
Fst = indice de fixacdo ou coeficiente de endogamia entre popula¢des (devido a
subdivisdo populacional).

Fst € uma medida que reflete a diferenciacdo genética entre subpopulacgdes,
podendo variar de zero a 1, isto é, sempre positivo. O valor de Fst é igual a zero
para as subpopulacbes idénticas e é 1 quando elas sao fixadas para alelos
diferentes. Fir e Fis sdo medidas de desvio das propor¢cdes de Hardy-Weinberg em
populacéo total e dentro das subpopulacdes, respectivamente. Quando os valores
sdo positivos indicam uma deficiéncia de heterozigotos, enquanto os valores sao
negativos indicam excesso de heterozigotos.

O coeficiente de endogamia estende a idéia de homozigosidade por
descendéncia, como a probabilidade de que dois alelos escolhidos ao acaso de
duas populacfes sejam idénticos por descendéncia. O conhecimento do indice de
endogamia permite realizar inferéncias sobre a estrutura espacial da populacéo,
podendo entdo melhorar a representatividade da diversidade génica de amostra
populacional. Em algodao, a estatistica F de Wright, com o uso de marcadores SSR
permitiu quantificar a distribuicdo da variabilidade genética de trés populacdes G.
mustelinum isoladas geograficamente, as quais demonstraram elevados Fis e

grandes diferencas genéticas existentes entre as populacdes, com estimativas de
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Fst =2 0,5 (Batista, 2006). Por fim, tais medidas apresentam fortes implicagbes no
delineamento de estratégicas de manejo e conservacao da diversidade genética das
populacdes.

Porém, a estatistica F proposta por Wright é aplicavel para algumas
populacbes. O método de Wright assume que a populacdo possui dois alelos e
também que o numero de subpopulacdes € infinitamente grande. Como na pratica
trabalham-se com ndmeros pequenos de subpopulacdes, existem problemas quanto
a clareza da relacdo da teoria de Wright com os dados reais (Nei, 1973).

Nei (1973, 1977, 1978) e Nei e Chesser (1983) reformularam os indices de
fixacdo de Wright. Eles propuseram que o grau de diferenciacdo génica de
populacdes fosse estimado com base na heterozigosidade, mensurada a partir da
freqUéncia de alelos e gendtipos existentes dentro e entre populacdes. O indice de
Nei (1973) utiliza as frequéncias génicas na andlise da diversidade génica em
populacdes e permite a comparacdo dos niveis de heterozigosidade entre e dentro
de uma populacdo subdividida. A heterozigosidade esperada (Hg) ou diversidade
total descrita por Nei (1973) é a medida de diversidade mais utilizada em genética
de populacdes de plantas (Cole, 2003). E definida por Reddley (2006) como a
probabilidade de dois alelos em um loco, retirado ao acaso da populagéo, sejam
diferentes. A heterozigosidade média (h), também conhecido como indice de
polimorfismo (PIC), é mensurada por loco, e definida h= 1 — Zp?, em que p; é a
frequéncia do alelo i por loco estudado (Nei, 1973). A heterozigosidade populacional
(Ht) de uma populacédo é a média de todos os locos examinados.

Conforme Alfenas et al. (1996) a heterozigosidade € uma medida que nao tem
necessariamente relacdo com a frequéncia de heterozigotos, apesar de representar
uma medida de variabilidade importante (Reddley, 2006), sendo definida
inteiramente em funcdo das frequiéncias alélicas. Portanto, aplica-se a populacéo
com reproducdo assexuada e sexuada, com alogamia ou autogamia. Embora em
populacdes que estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg, a heterozigosidade, como
descrito por Reddley (2006), é igual & proporcéo de heterozigotos.

A distribuicdo da variabilidade genética contida em populacdes subdivididas
pode ser obtida pelos componentes que constituem a diversidade total (Hy) (Nei,
1973). A diversidade total contempla a populacdo como um todo, em que é

mensurada pela féormula Hr = Hs + Dst. O indice Hs consiste no componente de
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diversidade dentro de populacdes, que representa a média ponderada dos valores
de H calculado para subpopulagbes; Dst € o componente de diversidade entre
populacdes, quantificando qudo diferente as populacbes sdo entre si. Segundo
mencionado por Nei (1973) a razdo entre Dst e Hr expressa a propor¢cao da
variabilidade contida entre as subpopula¢des, Gst = Dst / Hy, € mais tarde redefinido
como analogo multialélico de Fst (Nei, 1977).

Assim, a redefinicdo da estatistica F por Nei (1977) € uma extensdo da
proposta de Wright em funcdo da heterozigosidade observada e esperada
mensurada a partir da frequéncia génica e genotipica presentes na geracéo,
estendendo sua aplicacdo para locos multialélicos, e de um numero finito de
subpopulacdes. E pertinente, portanto, o uso de marcadores co-dominantes a
estudos que buscam compreender a dinamica da estrutura genética de populacdes,

através das medidas;

F|S= 1- Ho/HS;
Fir=1—-Ho/ Hr;
FSTzl—Hs/HT.

Apesar da similaridade das definicdes dos indices de Wright e da reformulacao
da estatistica F por Nei, existe uma diferenca importante na concepcéo pratica dos
modelos propostos. A teoria de Wright é definida para uma populagdo panmitica. O
modelo fixo proposto por Nei (1973, 1977, 1978) foi expresso para populacdes finitas
e amostradas, que podem apresentar-se reduzidas, por exemplo, por expansao
agricola e reducao de florestas (que nado satisfazem o modelo aleatoério, devido as
mesmas terem sofrido alteracdes pela acdo humana).

O modelo de Nei (1977) foi formulado com base nas frequéncias alélicas e
genotipicas presente na populacdo, logo, pode apresentar oscilagbes de geracéao a
geracdo, causadas devido ao efeito da deriva genética. Nei e Chesser (1983)
desenvolveram metodologia que procura corrigir desvios das estimativas Ho, Hs € Hr

causados por tamanho pequeno da populagédo ou amostragem pequena.
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2.3 Marcadores genéticos aplicados a analise genética de planta

Os marcadores genéticos foram originalmente utilizados no mapeamento
genético da Drosophila melanogaster por Alfred H. Sturtevant (1913). Logo depois,
Karl Sax em estudos de ligacao genética entre locos quantitativos (cor e tamanho da
semente) em feijdo comum (Andersen & Lubberstedt, 2003). Percebe-se que o0s
primeiros marcadores utilizados foram os caracteres morfolégicos. Embora a maioria
possa ser facilmente monitorada, Ferreira & Grattapaglia (1998) descrevem
limitacbes nas andlises genéticas de populacdes baseadas em caracteres
morfolégicos: de modo geral possuem carater dominante, ocorrem em ndamero
limitado, a deteccao é geralmente tardia e podem apresentar plasticidade fenotipica
e acao pleiotropica. Apesar das limitacbes, os marcadores morfolégicos ainda sédo
bastante usados em algodoeiro para obter informacdo sobre a base genética de
cultivares (Bowman et al., 1996), a diversidade genética em germoplasma de
cultivares ou silvestre (Esbroeck & Bowman, 1998; Carvalho et al., 2003) e na
determinacao de relacdes taxondmicas (Freire et al., 1998).

O répido desenvolvimento de novas técnicas moleculares tem permitido
estabelecer com inédita resolucdo a dindmica entre populac¢des, conduzindo a um
melhor entendimento da estrutura populacional. Ferreira & Grattapaglia (1998)
definem marcadores moleculares como sendo todo e qualquer fendtipo molecular
oriundo de um gene expresso, como no caso de isoenzimas, ou segmento especifico
de DNA. Portanto, excetuando-se isoenzimas, que podem ser considerados
marcadores bioquimicos, marcadores moleculares de DNA podem ser definidos
como uma peqguena regido do DNA que possa revelar polimorfismo em genomas.

Os primeiros marcadores moleculares foram o0s isoenzimaticos, amplamente
usados até a década de 80 na conducao de trabalhos sobre a estrutura genética de
populacdes. Eles foram gradualmente substituidos por marcadores baseados no
DNA, embora ainda sejam usados em alguns estudos com populacdes naturais
(Petit et al., 1997; Telles, et al., 2003). Uma das razdes para sua substituicdo foi a
existéncia de pouco polimorfismo em algumas espécies e a cobertura relativamente
limitada do genoma, limitag6es similares as dos marcadores morfolégicos (Andersen
& Lubberstedt, 2003).
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O desenvolvimento de marcadores de DNA proporcionou um grande impulso
aos programas de conservacdo recursos genéticos, facilitando e ampliando o
conhecimento sobre a quantidade e a distribuicdo da variacdo genética presente em
populacdes (Gutiérrez et al., 2002). A primeira técnica de visualizacdo de fragmentos
de DNA foi descrita por Southern (1975), derivando a técnica de RFLP, Restriction
Fragment Length Polymorphism (Botstein et al., 1980).

O surgimento da técnica de PCR, Polymerase Chain Reaction (Mullis &
Faloona, 1987), aliado com o poder de informacdo gerada por marcadores
moleculares permitiu que fragmentos de DNA amplificados via PCR fossem
diretamente observados e descritos com um grau de precisdo que até entdo nédo se
podia (Zucchi, 2002). A partir de entdo, outras técnicas utilizando o principio da PCR
impulsionaram os estudos da biologia molecular em plantas e animais, tais como
RAPD, Random Amplified Polymorphic DNA (Williams et al., 1990), AFLP, Amplified
Fragment Length Polymorphism (Vos et al., 1995) e SSR, Simple Sequence Repeats
(Weber & May, 1989), também denominado de microssatélites.

Segundo Petit et al. (1998), os marcadores moleculares tém incrementado a
conservacdo dos recursos genéticos por fornecerem informacdes precisas que
permitem o monitoramento da diversidade de algumas espécies. Dado que nem
todas as populacdes de uma espécie sdo equivalentes quanto a capacidade de
responder adaptativamente a alteracdes ambientais. A andlise genética pode ser
usada na identificacdo de populacdes prioritarias para conservacao in situ ou ex situ
(Orlove & Brush, 1996). Com isso, dados genéticos podem assegurar uma melhor
utilizacdo dos recursos disponiveis pela maximiza¢do do potencial de resposta de
uma colec¢éo ou conjunto de populacéo conservada (Petit et al., 1998). A maioria das
populacbes mostra algum nivel de estruturacdo genética, a qual pode ser devido a
uma variedade de agentes ndo mutuamente exclusivos (Balloux & Lugon-Moulin,
2002). Segundo Duarte et al. (1999) estudos da diversidade entre e dentro de
espécies de interesse agricola tem sido uma das mais concretas contribuicbes de
marcadores moleculares para organizacdo de germoplasma, genética de planta e
melhoramento.

Os marcadores moleculares tém sido amplamente empregados em algodoeiro.
Entre as aplica¢cbes, destaca-se a obtencao de estimativas da diversidade genética
(Bertini et al., 2006); caracterizacdo de acessos de germoplasma (Lacape et al.,
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2007), identificacdo e localizacdo de QTLs (Zhang et al., 2005), obtencédo de
associacbes com genes de interesse (Bezawada et al.,, 2003), construcdo e
saturacdo de mapas genéticos (Liu et al., 2000; Nguyen et al., 2004) e identificacédo

de populacdes para conservacéao (Batista, 2006).

2.4 Marcadores de microssatélites

Estudos demonstram que 0s genomas eucariotos sdo densamente povoados
por diferentes classes de sequéncias repetidas (Zane et al., 2002). O DNA repetitivo
€ composto por DNA satélite (DNA centromérico altamente repetitivo), VNTRs-
Numero variavel de repeticdo em tandem constituido pelas sequéncias de DNA
microssatélites e minissatélite (DNA moderadamente repetitivo) e os elementos
transponiveis (DNA moderadamente repetitivos, mével e de sequiéncias dispersas)
(Griffiths et al., 2002). Umas sdo mais complexas e outras mais simples, que mais
tarde foram denominadas também de “microssatélites” (Ferreira & Grattapaglia,
1998).

Microssatélite ou Simple Sequence Repeat (SSR) sdo sequéncias de DNA
curtas e repetitivas constituidas de um motivo de 1 a 6 bases que sdo repetidas em
tandem (Zane et al., 2002). Sdo flanqueadas por sequéncias conservadas dentro da
espécie e entre grupos taxondmicos monofiléticos (que compartilham um ancestral
comum recente) (Figura 1). Os marcadores SSRs sdo muito freqientes e
distribuidos ao acaso, permitindo a mais completa cobertura de qualquer genoma
eucarioto (Selkoe & Toonen, 2006).

Alelo (GT)10
5...ATCGCATCCGAGGAGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTTTGCCTGCGATTAA...3’
< CGGACGCTAATT...
...ATCGCATCCGAG —=>
3'...TAGCGTAGGCTCCTCACACACACACACACACACAAACGGACGCTAATT...5

Figura 1. Representacdo esquematica de um loco microssatélite. Em vermelho:
regiao repetitiva; preto: regido com sequiéncia conservada, usada no anelamento do
primer (verde).

Cada “ilha” microssatélite, independente da unidade repetida, constitui um loco
genético altamente variavel, multialélico, de grande contetdo informativo (Lacape et
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al., 2007) e cada segmento amplificado de tamanho diferente representa um alelo
diferente do mesmo loco. Para a maioria dos locos microssatélites, o marcador é do
tipo co-dominante. Isto significa que os diferentes alelos de um loco podem ser
detectados e discriminados, permitindo a identificacdo de todas as classes
genotipicas, incluindo os individuos heterozigotos (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

A deteccdo de sequéncias SSR obtidas via PCR pode ser feita em gel de
eletroforese utilizando-se poliacrilamida ou agarose especial de alta resolucao. Isto
decorre da necessidade de um gel adequado para a separagdo de segmentos que
diferem por poucos pares de bases. A visualizagcédo das bandas no gel pode ser feita
diretamente, por coloracdo com brometo de etidio ou nitrato de prata (Creste et al.,
2001) ou através de autoradiografia, ao se utilizar primers marcados na reacao de
PCR (Liu & Wendel, 2001). Cada loco de microssatélite € acessado ao se utilizar par
de primers construido especificamente para sua amplificacdo. Contudo, mais de um
locopode ser revelado, caso os alelos de cada loco tenham
tamanhos suficientemente diferentes e migram para zonas separadas no gel.

A diversidade genética em algoddo tem sido caracterizada por métodos
moleculares e apesar de todo sucesso, o nivel de polimorfismo detectado € baixo
(Lacape et al., 2007). Inicialmente foram usados o0s marcadores enzimaticos
(Wendel et al., 1992) e uma variedade de marcadores de DNA, com destaque para
as técnicas RAPD (Khan, 2000; Rana & Bhat, 2005; Menezes et al., 2008) e RFLP
(Brubaker & Wendel, 1994). Porém, devido a dificuldades e limitagBes inerentes as
técnicas, elas foram substituidas por marcadores AFLP (Pillay & Myers, 1999; Igbal
et al., 2001; Hussein et al., 2007) e SSR. Os marcadores de SSR tém sido utilizados
na confeccdo de mapas genéticos (Reddy et al., 2001); Nguyen et al., 2004); na
analise da correlacao da distancia genética e caracteres agrondmicos (Gutiérrez et
al., 2002); em estudos de diversidade (Lacape et al., 2007) e na caracterizacao
genética de cultivares (Bertini et al., 2006). Seu amplo uso em algodoeiros deve-se a
alta frequéncia e ampla distribuicio em genoma de plantas, além de serem
codominantes e multialélicos, fornecendo mais informacdes sobre polimorfismo
(Reddy et al., 2001).
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2.5. Algodao

2.5.1 Classificacao Botanica e origem

Algodoeiro é uma dicotileddnea pertencente ao género Gossypium, da familia
Malvaceae. Todas as espécies desse género possuem flores completas, com
algumas possuindo sementes abundantemente pilosas das quais se prepara fio para
tecidos. As sementes sdo fontes de 6leo comestivel e de torta para gado (Joly,
1991).

O género Gossypium é composto por 49 espécies, sendo 44 dipléides (2n=26)
e cinco alotetraploides (2n=52) (Fryxell et al., 1992). Apenas 4 s&o cultivadas, duas
sdo diploides (Gossypium arboreum L. e Gossypium herbaceum L.) e duas
alotetraploides (Gossypium hirsutum L. e Gossypium barbadense L.). As demais
espécies sao silvestres (Freire, 2000). Sdo amplamente distribuidas e presentes em
regibes aridas e semi-aridas dos tropicos e sub-tropicos de quatro continentes: Asia,
Africa, Oceania e América (Wendel e Cronn, 2003). Apresenta uma extraordinaria
diversidade morfoldgica com uma ordem diversa de caracteristicas reprodutivas e
vegetativas.

A maioria das espécies apresenta um sistema misto de reproducdo, ou seja,
possui sistema reprodutivo intermediario entre autogamia e alogamia. De acordo
com Freire et al., (2002), essa taxa de fecundacao cruzada dependera da presenca
e numero de polinizadores, podendo variar muito de acordo com o0 manejo da
cultura, fatores bidticos e abidticos.

Dados citogenéticos e genbmicos permitiram estabelecer o género em 8
grupos gendmicos (A-G, K) de espécies dipléides e um grupo alotetraploide (AD)
(Brubaker et al, 1999) (Figura 2). A domesticacdo do algodoeiro ocorreu em pelo
menos quatro locais distintos, originando duas espécies dipldides cultivadas e duas
tetrapldides (Wendel & Cronn, 2003). A presenca de fibras na epiderme das
sementes como citado por Brubaker et al. (1999) foram reconhecidas por humanos
como uma caracteristica proveitosa, direcionando eventos de domesticagcdo

independentes.
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De acordo Liu & Wendel (2002) os algodoeiros alotetrapldides (2n=52), dentre
0S quais duas espécies sdo domesticadas, sdo todos nativos das Ameéricas, e
descendem da hibridizacdo de dois taxons dipléides (genomas A e D). Como as
espécies com genoma A sao originarias do Velho Mundo, a hipétese mais provavel é
gue uma dispersao transoceanica tenha introduzido espécimes deste genoma na
América (Wendel & Cronn, 2003; Adams & Wendel, 2004). Durante o periodo em
que plantas do genoma A e D foram simpatricas, ocorreu uma hibridizacao seguida
de poliploidizacdo, a cerca de 1-2 milhdes de anos. Deste evento Gnico houve a
radiacdo de cinco espécies alotetrapldides conhecidas: G. mustelinum, G. darwinii,
G. barbadense, G. hirsutum e G. tomentosum (Figura 2). Segundo Wendel & Cronn
(2003) a alopoliploidizagdo no género Gossypium permitiu maiores adaptacdes
morfolégicas, fisioldgicas e ecoldgicas devido ao aumento do nivel de variacao
genética. Desta maneira, a duplicacdo gendmica deve ter proporcionado novas

oportunidades para o melhoramento agronémico através da selecao artificial.
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Genoma-AD alotetraploide, 5 espécies
Novo Mundo (America), 2347~2489 Mb/1C

: G. barbadense (AD),
G. hirsutum (AD),

G. darwinii (AD)s
G. tomentosum (AD)3

G.mustelinum (AD),

/ 1~2 milhdes de anos\

Genoma,D dipldide, 13 espécies Genoma-Adipldide,
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5535083322 ¢ 2% E g Genoma-B diploide, 3 espécies,
GRS =5288552 35 % T Africa, 1345~1359 Mb/1C
CO00LOVLOOOET G & ¢ A
Genoma-E diploide, +7 espécies,
Africa-Arabia, 1496~1663 Mb/1C

Genoma-C diploide, 2 espécies,
Australia, 1951~2015 Mb/1C

Genoma-G diploide, 3 espécies,
Australia, 1756~1834 Mb/1C

Genoma-K dipléide, 12 espécies,
Australia, 2450~1778 Mb/1C

5~10 milhdes de anos

Figura 2. Cladograma e evolucao de espécies do género Gossypium. Traduzido e
adaptado a partir da fonte Zang et al. (2008).

O Brasil apresenta um complexo de diversidade do género, com ocorréncia de
trés espécies, todas alotetrapldides e sexualmente compativeis: G. hirsutum, G.
barbadense e G. mustelinum (Borém et al., 2003). Todas estdo presentes na regiao
Nordeste. Destas, apenas para G. mustelinum ndo se conhecem populacées nos

estados do Maranhao, Piaui e Paraiba.
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2.5.2 Gossypium barbadense

G. barbadense é uma espécie arblrea e perene, cujo centro de origem e de
domesticacdo € o Norte do Peru, Sul do Equador, a oeste dos Andes (Stephens,
1973; Westengen et al., 2005). No Brasil, é distribuida em praticamente todos os

estados, conforme disponivel no site www.embrapa.cnpa.br/albrana, principalmente

na forma de fundo de quintal.

Ha duas variedades botanicas no Brasil, como citadas por Stephens (1973) a
G. barbadense var. barbadense, conhecida como quebradinho ou Maranhédo e G.
barbadense var. brasiliense, conhecido como algodoeiro rim-de-boi da bacia
Amazonas. A variedade brasiliense possui sementes sem linter, fortemente coladas
umas as outras, dando-lhe uma aparéncia de um rim. A variedade barbadense
possui sementes sem linter, descoladas. Elas diferem, basicamente, na forma da
semente e esta diferenciacdo morfoldgica tem sido usada para justificar o
reconhecimento de dois grupos taxon6micos. O traco rim-de-boi das sementes é
uma heranca monogénica codificada por um alelo recessivo. A diferenciacédo entre
essas variedades ndo é muito clara, em conseqiéncia de ambas ndo serem distintas
geneticamente e ocorrerem simpatricamente no norte da América do Sul e nas
Antilhas (Stephens,1973). E sugerido que a var. brasiliense é melhor classificada
como uma forma semi domesticada da espécie G. barbadense (Brubaker et al.,
1999).

O algodoeiro G. barbadense foi introduzido no Brasil por povos pré-
colombianos, em que a fibra desta espécie era empregada na producdo de
artesanatos téxteis por algumas etnias indigenas antes da chegada dos
portugueses. O seu uso como planta téxtil se difundiu entre os colonizadores
(Moreira et al., 1989), e desde entdo passou a ser cultivada nas terras do litoral
nordestino. Segundo Boulanger (1971) a ascensdo do algodoeiro arbéreo G.
barbadense ocorreu com o estabelecimento das capitanias hereditarias dos estados
da Bahia, Pernambuco e Maranhao, difundindo-se para todos os estados, atendendo
a demanda do consumo interno. Conforme citado por Borém et al. (2003) o G.
barbadense cultivado no Maranh&o, neste periodo, tornou-se uma dos principais
produtos de exportacdo do Brasil. Entretanto, entrou em decadéncia com a

disseminacdo das racas de G. hirsutum (Barroso et al.,, 2005a) e com a
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concorréncia com a producdo dos EUA (Boulanger, 1971). As repetidas introducdes
de algodéo herbaceo, no século XIX, causou uma eliminacdo progressiva do cultivo
dos algodoeiros “Rim-de-boi” e “Quebradinho” nos estados nordestinos.

Atualmente, a espécie G. barbadense ndo é encontrada em ambientes
naturais e € mantida, basicamente, como planta de fundo de quintal. A conservacao
in situ estd diretamente ligada a manutencdo das tradicdes de uso como planta
medicinal e a melhor garantia de conservacdo da diversidade € ex situ (Almeida,
2007; Cazé et al., 2008a; 2008b)

2.5.3 Gossypium hirsutum

No Brasil a espécie G. hirsutum esta representada por duas racas cultivadas
como classificado por Hutchinson (1951): a raca latifolium, também conhecida como
algodao herbaceo ou, upland cotton, é amplamente cultivada e encontrada em
guase todos os estados brasileiros. Esta ragca contribui com 99,9% da totalidade da
producdo de fibra comercial do Brasil (IBGE, 2009) e cerca de 90% do mundo
(Zhang et al., 2008). A outra raca € a marie galante, a Unica entre as sete racas de
G. hirsutum conhecidas que apresenta um porte arboreo (Stephens, 1973). No Brasil
€ encontrada principalmente no semi-arido nordestino, na forma de variedade local,
fundo de quintal, cultivares melhoradas, populagdes ferais e beira de estrada (Freire,
2000; Johnston et al., 2006).

A espécie G. hirsutum foi domesticada na America Central (Adams & Wendel,
2004). Segundo Stephens (1973), G. hirsutum raca latifolium foi domesticada no
México e na Guatemala e G. hirsutum raca marie galante nas ilhas das Antilhas. A
primeira é a mais difundida e dela derivou-se a maioria das variedades de algodéo
cultivadas no mundo (Percival & Kohel, 1990 citado por Freire, 2000). A variabilidade
existente dentro dos tipos cultivados de algodoeiro herbaceo néo € alta (Bowman et
al., 1996; Rahman et al., 2002).

Desta forma, estudos direcionados a acessar a variabilidade de G. hirsutum
raca marie galante e G. mustelinum, espécies sexualmente compativeis sdo muito
importantes. Seus objetivos devem incluir inventariar e valorar seu potencial como

recurso genético, a exemplo de identificar genes de importancia agronémica. So
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assim poderdo ser aproveitados como fontes potenciais de variabilidade para os

programas de melhoramento do algodoeiro.

2.5.4 Relatos sobre a espécie Gossypium hirsutum raca marie galante

2.5.4.1 Origem

O uso popular do nome mocé atribuido a algodoeiros arbéreos cultivados no
Nordeste é bastante difundido e aceito. Conforme descrito por Moreira et al. (1989)
as razbes da denominag¢do do nome moc6 ndo sdo claras. Alguns autores atribuem
esse nome a sementes oriundas da Suica e introduzidas no Rio Grande do Norte
chamadas de “makd”, na segunda metade do século XIX. Porém, ha quem discorde
dessa origem, devido a extrema semelhanca das sementes desses algodoeiros com
0 excremento de um mamifero roedor comum na regido, Moc6 (Kerodon rupestris).

Hutchinson (1951) descreveu a espécie G. hirsutum compreendendo sete
racas (morrilli, richmondi, palmeri, punctatum, latifolium, yacatanense e marie
galante), e incluindo o algodoeiro moc6 como marie galante. Segundo Stephens
(1973) a dultima raca destaca-se entre as demais devido a apresentar uma
distribuicdo geografica ampla e ser simpatrica com outros algodoeiros em
praticamente toda sua area de ocorréncia.

As concepcdes de origem para o algoddo moco cultivado no Nordeste do
Brasil incluem a dudvida quanto sua classificacdo como G. hirsutum raca marie
galante (Freire e Moreira, 1991). Em sua genealogia pode existir uma importante
participacdo dos outros genoétipos encontrados no Nordeste. Certamente, o
algodoeiro moc6 do Seriddé do Nordeste do Brasil representa um grupo
geograficamente isolado em relacdo a outros da raga marie galante, que tem
distribuicdo continua na América Central e norte da Ameérica do Sul (Stephens,
1973), e apresenta um subconjunto génico distinto da raca marie galante (Johnston
et al., 2006).

Mesmo a origem da raca marie galante € controversa. Stephens (1973)
explica que é possivel que o G. hirsutum, domesticado no México, tenha sido trazido
por migrag@es indigenas ao longo da Ameérica Central, mas propde que se considere

a possibilidade da domesticacdo do marie galante na Colémbia, o que representaria
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o quinto local de domesticacdo do algodoeiro. Ele baseia sua hipotese na i) aparente
auséncia de uma zona de transicao (individuos geneticamente intermediarios) entre
os G. hirsutum encontrados no México e ii) na relativa uniformidade morfolégica dos
marie galante encontrados na costa do Pacifico da América Central quando
comparado a diversidade morfolégica encontrada na Colémbia.

Pesquisadores da Embrapa algodao tém produzido informacdes para melhor
entender a possivel origem do mocd. Os algodoeiros mocés catalogados do
Nordeste brasileiro s&o formados por populagdes distintas quanto as suas
caracteristicas morfologicas, ecoldgicas e tecnolégicas de fibra (Freire e Moreira,
1991). Freire et al. (1990) com base em uma coleta de germoplasma, identificaram
tipos que puderam ser classificados em cinco subgrupos, “mocO Francisco
Raimundo (M. F. R), moc6 do Vale do Serid6 (M. V. S), mocozinho (M. Z.), mocé de
fibra creme (M. F.C) e moc6 melhorado (M.M)”. A anélise de diversidade baseada
em caracteres morfologicos revelou a presenca de dois grupos (grupo 1, M. F. R, M.
V.S e M. M; grupo 2, M. F. C e M. Z). Ambos os grupos foram bem divergentes de
algodoeiros exoéticos da raca marie galante. Freire e Moreira (1991) também
encontraram evidéncias de que os tipos de mocé, possivelmente constituem um
grupo individualizado tanto da raca marie galante quanto de G. barbadense. Neste
estudo, eles verificaram que os algodoeiros mocOs se agrupavam de modo
intermediario entre gendtipos da raca marie galante provenientes de outros paises e
representavam um tipo intermediario com o G. barbadense. Os resultados
encontrados retomam a questdo da origem autdctone do ‘mocé’, isto é, de que ele
teria evoluido a partir de formas selvagens, ainda hoje encontradas no Nordeste
brasileiro. Moreira et al. (1995) forneceram evidencias que 0 moco néo pode ter tido
uma Unica origem. Aventou-se que 0 mocO ndo deve ser resultante da selecao
exclusiva em genétipos de marie galante, devendo haver participacdo genealdgica
de outros algodoeiros.

Freire et al. (1998) realizaram estudo de diversidade e concluiram que G.
mustelinum ndo participou na formagdo do mocé. As evidencias morfologicas
encontradas por Freire et al. (1998) estdo em desacordo com que foi proposto por
Moreira et al. (1989), que afirmaram que G. mustelinum provavelmente era um dos
ancestrais do algodoeiros mocés. Estudos em algoddo com marcadores moleculares

demonstraram grande deficiéncia na transmissao de regides do cromossomo de
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parente doador em cruzamentos de G. hirsutum e G. barbadense (Adams & Wendel,
2004). Se o mesmo for aplicavel a cruzamentos entre marie galante e G.
mustelinum, € possivel que descendentes de eventuais hibridagcées tenham perdido
progressivamente o genoma da espécie nativa, porém, mantendo algumas
caracteristicas.

As relacdes filogenéticas séo particularmente obscuras para 0s tipos
mocozinho e mocé fibra creme. Nos diversos trabalhos que foram realizados com
estes materiais, eles ndo apresentaram agrupamento bem definido em relacdo aos
demais algodoeiros mocés estudados (Freire & Moreira, 1991; Moreira et al., 1995;
Freire et al., 1998). Essa instabilidade de posi¢cdo do mocozinho e fibra-creme, que
ora se agruparam juntos (Freire & Moreira, 1991), ora fibra-creme com verdéo e
mocozinho isolado (Moreira et al., 1995), ora moco tendéncia mustelinum agrupado
com o mocozinho e fibra-creme isolado (Freire et al.,1998), pode ser resultado de
eventos de hibridizacdo diferentes, ou seja heterofilético. Conforme discutido por
Moreira et al. (1995), o algodoeiro moc6é ndo representa um tronco Unico. Sua
origem conta com a participacdo de outros tipos de algodoeiros e a hibridizac&o
deve ser o processo que mais contribuiu para a origem do mocdé. Processo similar foi
verificado em Oryza, cujos tipos cultivados derivam de diferentes eventos de
hibridacdo e domesticacdo (Londo & Schaal, 2007).

A provavel origem de formacéo do algodoeiro mocé do semi-arido nordestino
do Brasil ainda ndo foi bem estabelecida, como se pode verificar nos trabalhos
acima citado. Nao se pode descartar que eventuais introgressdes tenham ocorrido
apos a introducao por europeus ou africanos de algodoeiros marie galante, visto que
a hibridizacdo é um processo comum em culturas geneticamente complexas
(Ellstrand et al., 1999). Estudos gendmicos utilizando marcadores de DNA
especificamente delineados para este fim podem auxiliar a melhor entender o

processo de origem e evolucao do algodoeiro moco do Nordeste brasileiro.
2.5.4.2 Fases do melhoramento do algodoeiro moco
O cultivo do algodoeiro moc6 no Nordeste iniciou-se por volta 1860 na regido

do Serid6 potiguar, a partir de sementes desenvolvidas pelos agricultores. Os tipos

mais antigos desse algodoeiro mostram sinais evidentes de melhoramento. Isto
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levou Moreira et al. (1982) a exaltar a participacdo do homem como agente
transformador na origem de um novo tipo de algodoeiro, 0 moco.

O melhoramento genético do algodoeiro moc6é no Nordeste do Brasil sob o
ponto de vista estrito € uma atividade praticada ha mais de 88 anos. Os modos e
objetivos variaram com a época. As fases do melhoramento do algodoeiro mocdé
foram discriminadas por Moreira et al. (1982) em anterior a criacdo da SUDENE, em
1963, coordenada pela SUDENE e coordenada pela Embrapa Algodao.

A primeira fase inicia-se em 1921 com a visita do inglés Arno Pearce, que
representava a secretaria Geral da International Federation of Master Cotton
Spinners and Manufacters Association, ao Seridé6 do Rio Grande do Norte. Ele
constatou a necessidade de um trabalho sistematico de selec¢édo, buscando, entéo, a
restituicdo da exceléncia da qualidade de fibra. Outro momento importante
aconteceu logo em seguida no Rio de Janeiro, em 1922, quando foi realizada a
Conferéncia Internacional Algodoeira. Durante este evento buscou-se delinear
estratégias que permitissem a ascensao do Brasil a categoria de futuro exportador
de algodao, incluindo o centro de pesquisa e fomento do aperfeicoamento dos
métodos de melhoramento do algodéo.

Apesar dessa iniciativa de um plano de agenda do governo, o pioneirismo
ficou por conta de empresas privadas. Implantou-se um ndcleo de melhoria do
algodoeiro para o Nordeste brasileiro na Fazenda S&o Miguel, em Angicos no estado
do Rio Grande do Norte. Quatro anos apés, em 1924, o governo criou as estacoes
experimentais de Cruzeta, na regido do Serid6 Rio Norte Grandense, de Serra
Talhada em Pernambuco, de Pendéncia, préxima a Soledade, Paraiba. Nesta
primeira fase, o melhoramento do algodoeiro mocé plantado no Nordeste brasileiro
foi institucionalizado e as a¢des eram fragmentadas e independentes. Apesar disso,
as acOes apresentaram orientacfes similares, como enfatizadas por Moreira et al.,
(1982), preconizando a purificacdo da planta quanto aos aspectos morfologicos e
tecnoldgicos de fibra. Também era objetivo importante manter as caracteristicas de
resisténcia do algodoeiro moco6 as adversidades do semi-arido nordestino. O Unico
programa a usar outro tipo de algodoeiro no melhoramento foi a Algodoeira S&o
Miguel, que também usada variedades Pima (G. barbadense) provenientes do
Arizona para sintetizar suas populagdes. Somente em 1950 esta empresa passou a
trabalhar apenas com algodoeiros mocos.
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A segunda fase do melhoramento do algodoeiro teve inicio em 1963, sob
coordenacéo da Superintendéncia do Desenvolvimento do Nordeste (SUDENE). Ela
se diferencia principalmente por apresentar um programa unificado de
melhoramento, orientado pela SUDENE. Esse diferencial permitiu o trabalho em
equipe, viabilizando a ampliacdo de conhecimentos basicos sobre a planta. Sob a
coordenacdo da SUDENE, o melhoramento genético do algodoeiro contou com a
colaboracéo técnica do “Institut de Recherche Coton et Textile Exotique” e da “Food
and Agricultural Organization (FAO)”. Além desse suporte cientifico a SUDENE
realizou importantes convénios com Centro de Ciéncias Agrarias da UFCE (CCA),
Instituto de Pesquisa Agronémica (IPA-PE), a Secretaria de Agricultura do Estado da
Paraiba e com a Algodoeira S&do Miguel. Os objetivos do melhoramento genético
foram totalmente reformulados e as sementes eram distribuidas diretamente aos
agricultores. Isto resultou em aumento da producéo (Moreira et al. 1982).

Ainda na segunda fase, os algodoeiros mocoés foram separados em classes
de acordo com o numero de dias até o florescimento em: precoces (103-142 dias);
meédios ou intermediarios (133-172 dias) e tardios (163-232 dias) (Moreira et al.,
1982). Esta separagao permitiu disponibilizar materiais de ciclo diferentes para o
produtor, proporcionando uma maior flexibilidade para se adaptar a irregularidade do
periodo chuvoso do semi-arido brasileiro. Também foi verificado que a baixa
produtividade estaria relacionada ao conjunto de genes da populagao tardia, deste
modo, o programa de melhoramento passou a apresentar orientacdo de selecdo
para precocidade.

A fundacdo do Centro Nacional de Pesquisa do Algodao (CNPA), em 1975,
no municipio de Campina Grande (PB) € o marco inicial da terceira fase e consolida
a institucionalizagdo do melhoramento genético do algodoeiro mocé. A mudanca
institucional ndo alterou as atividades que vinham sendo exercidas sob coordenacao
da SUDENE. Manteve-se a linha de selecdo para precocidade iniciada pela UFCE.
Contudo, os trabalhos que eram conduzidos na estacdo experimental de Veludo,
passaram a ser concentradas no proprio habitat natural do algodoeiro mocé no
campo experimental de Patos (PB). A transferéncia dos trabalhos para Patos
permitiu selecionar genétipos com padrbes mais precoces, cuja combinacdo de
genes apresentasse um alto grau de resisténcia aos fatores de estresse da regiao
(Moreira et al., 1982). O CNPA, também, buscou multiplicar e distribuir sementes de
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algodoeiro a ponto de quase anular a dependéncia dos produtores das sementes
misturadas adquiridas nas unidades de beneficiamento.

O algodoeiro mocé do semi arido nordestino apresenta outra forma distinta de
ocorréncia, chamada de tipo verddo (Johnston et al., 2006), e foi bastante plantado
no nordeste no inicio do século XX (Pearse, 1921).

O algodoeiro verddo também foi conhecido como “rasga letra” jA que sua
produtividade permitiu ganhos suficientes para pagar dividas. Este tipo de algodao
apresentava maior potencial genético de producdo do que o algoddo moco,
alcancando niveis de produtividades proximas aos tipos herbaceos (Alves e Quirino,
1972; Silva et al., 1982). O algodoeiro verddo foi amplamente plantado no Piaui,
Ceara, Paraiba e no Rio Grande do Norte no final da década de 70 (Agroanalysis,
1981). Todavia, seu padrédo tecnoldgico com fibras na faixa entre 28-32 mm e com
desuniformidade suficiente capaz de ameacar seu emprego (Moreira, 1973). Logo,
este algoddo era utilizado basicamente para fabricacdo de tecidos grosseiros,
sacaria e redes (Moreira, 1976).

As caracteristicas botanicas que permitem classificar o tipo verddo, uma vez
que apresentam heterogeneidade de caracteres botanicos, que parecem ser
caracteristicos de herbaceos, mocds ou barbadense (Alves e Quirino, 1972). Assim,
a origem do algodoeiro verddo nunca foi bem determinada, tendo se colocado
hipétese de que seria resultante do cruzamento de algodoeiros herbaceos com

barbadense (Pinheiro, 1974), ou marie galante (Freire et al., 2002).

2.5.4.3 Crise do algodoeiro moc6é como atividade produtiva e a coleta de

materiais para colecdes de germoplasma

O algoddo moco foi amplamente explorado no Nordeste brasileiro. Na década
de 1970, a area cultivada nos estados do Maranh&o, Piaui, Ceara, Rio Grande do
Norte, Paraiba, Pernambuco, Bahia, Sergipe e Alagoas representava a maior com
algodoeiro no pais. Na década seguinte o cultivo do algodoeiro mocé entrou
definitivamente em declinio devido a introducdo do inseto-praga bicudo do
algodoeiro (Anthomonus grandis). Porém, a decadéncia do algodoeiro moco era
anterior ao estabelecimento da praga. Segundo Moreira et al. (1989), uma reducéo
da area plantada superior a de 50% ocorreu entre 1973 e 1983, ano do
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aparecimento do bicudo. Segundo os mesmos autores, a pobreza tecnoldgica, as
relacbes de producdo arcaicas, a evolugcdo tecnologica da industria téxtil e a
aspereza do clima foram as causas da reducdo da area e produtividade pré-bicudo.
Estes também foram os principais empecilhos para que as acdes de convivéncia
com a praga fossem possiveis de serem implementadas.

A pa de cal foi jogada pela interferéncia do governo no mercado interno,
quando eliminou a aliquota de importacdo e causou elevada queda nos precos
(Freire et al., 1999). Esta abertura levou a faléncia do sistema de exploracdo do
mocO e causou elevados impactos no cultivo de algodoeiros herbaceos. O
restabelecimento da cotonicultura, que somente ocorreu apés o inicio do cultivo do
algodoeiro anual no cerrado, usando padréo tecnologico muito mais elevado (Barros
et al., 2002; Borém et al., 2003). Porém o algodoeiro mocé continuava em processo
de extincdo que segundo o IBGE, na safra 2006/07 restavam apenas 847 hectares
de algodoeiro mocé (IBGE, 2009).

As coletas de algodoeiros mocos para compor cole¢cdes de germoplasma e
melhoramento tiveram inicio na primeira metade do século XX. As expedicdes para
sua coleta no Brasil iniciaram-se na década de 1920, sob a orientagdo da Algodoeira
Sao Miguel e IPEANE-Brasil. No periodo de 1962-1965 ocorreu sob coordenacao da
SUDENE (Freire, 2000). Elas foram seguidas por diversas expedicdes realizadas
pelo IAC-Brasil, INFAOL, IPA-PE e, ap6s a fundacdo da Embrapa Algod&do, em
1975, maiores esforcos foram concentrados na preservagao do germoplasma do
algodoeiro moco6. As acdes realizadas pelo Instituto Agronémico de Campinas
resultaram na coleta de 644 plantas, incluindo algodoeiros mocés, G. barbadense e
G. mustelinum (Neves et al.,, 1965). Até 1990, a Embrapa Algoddo havia
empreendido onze expedi¢cdes, nas quais foram coletados 743 acessos, sendo 696
de algodoeiro mocé (Freire et al., 1990). As coletas foram realizadas ja se prevendo
gue os algodoeiros mocés poderiam desaparecer pela incapacidade do modelo de
producdo implementar a pratica de convivio com o bicudo enquanto plantas
cultivadas. As expedicGes foram novamente intensificadas a partir de 2003, desta
vez impulsionada pela eminente introducdo de algodoeiros geneticamente
modificados no pais. Outra medida adotada para preservar as populagbes mais

significativas sob o ponto de vista de recursos genéticos foi delinear zonas de
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exclusdo de algodoeiros geneticamente modificados para evitar eventual contato

genético com algodoeiros transgénicos (Barroso et. al., 2005a).
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

e Caracterizar e gerar informacdes sobre populacdes de Gossypium coletadas
no século XXI, nos estados do Piaui, Maranhdo, Ceara, Rio Grande do Norte

e Paraiba que permitam sua adequada preservacao.

3.2 Especificos

e Determinar 0 modo com que as plantas sdo mantidas in situ nos estados do
Piaui, Maranhao, Ceara, Rio Grande do Norte e Paraiba;

e Estimar a diversidade genética em algodoeiros presentes nos estados
estudados;

e Desenvolver estratégia de preservacao dos algodoeiros nativos do Brasil.
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Capitulo |

Caracterizacao in situ de algodoeiros mocos (Gossypium hirsutum
raca marie galante) da regiao Nordeste do Brasil
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RESUMO

O Brasil € um dos importantes centros de diversidade de algodoeiros poliploides
pertencente ao género Gossypium, com 3 espécies conhecidas: G. hirsutum, G.
barbadense e G. mustelinum. O Nordeste € a Unica regido com ocorréncia das trés
espécies, sendo a ultima endémica. Os algodoeiros desta regido podem ser fontes
importantes de variabilidade para o melhoramento genético. Acredita-se que grande
parte da diversidade local esteja sendo perdida, devido a problemas econdémicos,
politicos, culturais e agricolas. Na tentativa de mitigar tal perda e delinear estratégias
de conservacao € necessario conhecer como as espécies se encontram no local em
gue ocorrem. Objetivou-se caracterizar e determinar o modo com que as plantas sao
mantidas in situ nos estados do Maranh&o, Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte e
Paraiba no inicio do século XXI. A caracteriza¢do in situ de G. hirsutum e G.
barbadense foi realizada por meio de entrevista estruturada com o proprietario e
pela andlise do ambiente. Os dados foram tomados durante expedi¢cdes
empreendidas entre os anos de 2004 a 2005. Foram coletadas 22 plantas no estado
da Paraiba, 44 no estado do Rio Grande do Norte, 146 no estado do Ceara, 40 no
estado do Maranhao e 91 plantas no estado do Piaui. Todas as plantas coletadas
nos estados da Paraiba e Rio Grande do Norte eram do tipo mocé. O algodoeiro
mocO também predominou nos demais estados, representando 92%, 62% e 78%
das plantas coletadas no Ceara, Piaui e Maranh&o, respectivamente. Os demais
algodoeiros coletados pertencem a espécie G. barbadense. Os algodoeiros mocos
foram encontrados in situ na forma de planta de fundo de quintal, beira de estrada,
feral, lavoura, variedade local. Em grande parte eram do tipo fundo de quintal
(45,2%), sendo maioria no Piaui e Maranhdo. No Ceara predominou o tipo lavoura,
no Rio Grande do Norte tipo feral e na Paraiba variedades locais. A manutencao das
plantas do tipo mocé esta ligada, principalmente, ao uso doméstico fitoterapico
(20,9%) e confeccdo de pavios para candeeiro (29,7%). Poucos moradores na
Paraiba, Rio Grande do Norte, Piaui e nenhum no Maranhdo apresentaram o habito
de realizar a colheita, armazenamento e beneficiamento das sementes, entretanto
no Ceara 40,5% dos proprietarios afirmaram realizar a colheita e comercializar a
fibra. Verificou-se que a manutencdo da espécie é dependente dos frageis habitos
culturais da populacéo local, portanto a manutencao in situ ndo € um meio adequado
a conservacao dos recursos genéticos. Os esforcos devem ser direcionados para a
continuidade das coletas, caracterizacdo e manutengao ex situ.

Palavras-chave. Algodoeiro mocO, caracterizacdo in situ, conservacao,
germoplasma
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In situ characterization of moco cotton plants (Gossypium hirsutum
race marie galante) of Brazil’'s Northeast region

ABSTRACT

Brazil is one of the major centers of diversity for polyploid cotton plants; these plants
belong to the genus Gossypium, which has three known species: G. hirsutum, G.
barbadense and G. mustelinum. The Northeast is the only region where the three
species occur, the last group being endemic. Northeast's cotton plants can be
important sources of variability for genetic breeding. It is believed that great part of
local diversity is being lost, due to economic, political, cultural and agricultural
problems. In an attempt to mitigate this loss and delineate conservation strategies it
is necessary to know how the species are found where they occur. The objective was
to characterize and determine how plants are maintained in situ in the states of
Maranhdo, Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte and Paraiba at the beginning of the
XXI century. The in situ characterization of G. hirsutum and G. barbadense was
conducted through structured interviews with the cotton plants owners and through
the analysis of the environment. The data were collected during expeditions
undertaken between the years 2004 to 2005. Twenty-two plants were collected in the
state of Paraiba, forty-four in the state of Rio Grande do Norte, one hundred and
forty-six in the state of Ceard, forty in the state of Maranh&o and ninety-one plants in
the state of Piaui. All plants collected in the states of Paraiba and Rio Grande do
Norte belonged to moco type. Moco cotton plants also predominated in the other
states, representing 92%, 62% and 78% of plants collected in Ceara, Piaui and
Maranhéo, respectively. The other cotton plants collected belong to the species G.
barbadense. The cotton plants were found in situ as dooryard plants, roads side,
feral populations, cultivation or local varieties. Great part were dooryard plants
(45.2%), being major in Piaui and Maranh&o. Cultivation predominated in Cear4; in
Rio Grande do Norte feral populations were the most frequent and, in Paraiba, local
varieties. The maintenance of moco plants is related, mainly, to the phytotherapic
domestic use (20.9%) and to confection of lamp wicks (29.7%). Few inhabitants in
Paraiba, Rio Grande do Norte, Piaui and none in Maranh&o used harvest the plants,
storage the seeds or gin; however, in Ceara, 40.5% of owners affirmed that they
harvested and commercialized the fiber. It was found that the maintenance of
species is dependent of the fragile cultural habits of local inhabitants, therefore the
maintenance in situ is not a suitable way to conservation of genetic resources. The
efforts must be directed to the continuity of collections, maintenance and
characterization ex situ.

Key words. Moco cotton, In situ characterization, conservation, germplasm



Caracterizacao in situ e genética de algodoeiros mocés 30
Menezes, Ivandilson Pessoa Pinto de

4.1 INTRODUCAO

De 49 espécies pertencentes ao género Gossypium, apenas 4 sao cultivadas:
G. hirsutum, G. barbadense, G. arboreum e G. herbaceum. As espécies mais
importantes sdo a G. hirsutum e G. barbadense, sendo a primeira a mais
amplamente cultivada, responsavel pela quase totalidade da producdo de fibra
comercial do mundo (Freire, 2000; Ulloa et al., 2006; Zhang et al., 2008).

As espécies de algodoeiro do género Gossypium estdo distribuidas na Asia,
Africa, Australia e América (Freire, 2000). A espécie G. hirsutum tem centro de
origem no México e G. barbadense no Peru e na Bolivia (Brubaker & Wendel, 1994).
Conforme citado por Freire (2000), o Brasil é o centro de origem da espécie
alotetrapléide G. mustelinum, com distribuicdo apenas no semi-arido nordestino.
Também € o centro de diversidade secundaria das espécies G. barbadense, que se
distribui em praticamente todo o pais, e de G. hirsutum raca marie galante que se
estende do México ao Nordeste do Brasil. A regido do Serid6 do Rio Grande do
Norte e da Paraiba € considerada o berco do algodoeiro mocé do Brasil (Barroso et
al., 2005a).

O algodoeiro € uma das plantas mais antigas em cultivo no Brasil. G.
barbadense era cultivada em nosso territorio pelos povos indigenas, antes mesmo
da chegada dos portugueses. Iniciada a colonizacéo, passou a ser explorada como
planta téxtil. O cultivo de G. barbadense, entrou em decadéncia com a introdugéo e
disseminagao das duas racas de G. hirsutum. Segundo Barroso et al. (2005a), G.
hirsutum raga latifolium Hutch foi introduzida a partir dos Estados Unidos e esta
presente quase exclusivamente na forma de cultivares. A outra raca, G. hirsutum
raca marie galante (Watt) Hutch pode ter origem autdctone ou foi introduzida por
holandeses ou africanos (Stephens, 1967). Esse algodoeiro foi amplamente
cultivado no Nordeste, chegando ocupar cerca de 2,5 milhdes de hectares na
década de 70 (Freire, 2000). Na década de 1980, a area cultivada com algodoeiro
moco foi drasticamente reduzida em virtude de diversos problemas agravados com a
disperséo do bicudo (Beltrdo, 2003).

Desde 1920, como relatado por Freire (2000), pesquisadores brasileiros e
estrangeiros tém efetuado coleta de germoplasma das espécies de algodoeiros do

Brasil. Acredita-se que esteja ocorrendo um processo de perda de diversidade em
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virtude do abandono do cultivo de G. barbadense e do algodoeiro mocé e pelo
enfraguecimento de habitos e tradicbes associados aos dois algodoeiros (Barroso et
al., 2005b). Uma das acdes basicas para mitigar tais perdas e delinear estratégias
de conservacdo é o conhecimento sobre como as espécies se encontram no local
em que ocorrem. Portanto, objetivou-se caracterizar e determinar o modo com que
as plantas sao mantidas in situ nos estados do Maranhdo, Piaui, Ceara, Rio Grande

do Norte e Paraiba, no inicio do século XXI.
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4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Caracterizacao das Expedicdes

Expedicbes foram realizadas por funcionarios da Embrapa Algodédo (Gildo
Pereira de Araujo, José Henrique de Assuncao, Francisco das Chagas Vidal Neto,
Nelson Dias Suassuna, Paulo Augusto Vianna Barroso e Francisco Pereira de
Andrade) e da Embrapa Meio Norte (José Lopes Ribeiro). A determinacdo do
itinerario de coleta teve como base a literatura sobre a histéria de producdo do
algodoeiro no Nordeste. As expedicdes resultaram na coleta de 343 acessos nos
estados da Paraiba, Rio Grande do Norte, Ceara, Piaui e Maranhdo. As expedicdes
nos estados do Piaui e Maranhao transcorreram nos periodos de 16 de novembro a
3 de dezembro e 7 a 10 de dezembro de 2004, respectivamente. No estado do
Ceard as coletas ocorreram em dois momentos, o primeiro entre o dia 8 de
novembro a 15 de dezembro de 2004 e o segundo nos dias 10 a 18 de outubro de
2005. Nos estados da Paraiba e Rio Grande do Norte foram conduzidas de 8 a 11 e
15 a 19 de agosto de 2005, respectivamente.

Durante as expedi¢des buscou-se identificar e caracterizar os algodoeiros das
espécies de G. hirsutum raca marie galante, G. barbadense e de outros tipos de
algodoeiros mediante entrevistas estruturadas com os proprietarios das plantas.
Também foi realizada uma analise descritiva do ambiente em que as plantas
estavam inseridas, conforme descrito no Quadro 1. Foram anotados dados
geograficos (localizacdo geografica, tipo de propriedade); dados da populacéo
(numero de plantas por ponto de coleta, espécie, tipo de populagdo, origem
declarada da semente, mancha na flor, forma e presenca de linter nas sementes e
cor da folha) e dados culturais (adubacdo, armazenamento das sementes e
beneficiamento) e dados fenoldgicos (época de florescimento, altura e idade das
plantas na coleta). Quanto a classificacdo do tipo de algodoeiro considerou-se a
definicdo proposta por Johnston et al. (2006) em que: i) Selvagem é uma espécie de
planta que s6 ocorre em ambientes naturais; ii) Feral representa progénie sexual ou
vegetativa que € derivada de cultivar, e tem sobrevivido por um longo periodo; iii)
Fundo de quintal € o algodoeiro de vizinhanca; iv) Variedade local € o algodoeiro

tradicional cultivado por fazendeiros, oriundos de sementes coletadas para plantios
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subsequentes; v) Voluntario ou espontaneo referem-se a plantas formadas a partir
de cultivar que sobrevive ao proximo desenvolvimento sazonal, oriundo de sementes

ou de propagulo vegetativo.

Quadro 1. Questionario preenchido para cada algodoeiro identificado nas
expedicdes in situ.

Data:_ /[ Identificacdo do material:

1) Dados geograficos e do proprietario/mantenedor

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

f) Proprietéario g) Propriedade ou endereco
h) Propriedade: ( ) Residéncia urbana () Residéncia rural ( ) Pequena propriedade
() Média/grande propriedade ( ) Beira de estrada Outras
i) Material coletado: ( ) Sementes ( ) Folhas/flores ( ) Estacas ( )Outro

2) Dados da populacéo

a) Espécie: ( ) G. barbadense ( ) G. mustelinum ( ) Mocé ( ) Herbaceo ( ) Nao identificado
b) Tipo de Algodoeiro: ( ) Selvagem ( ) Feral ( ) Fundo de quintal ( ) Variedade local
( ) Espontédnea ( ) Outro

c) Usos: () Medicinal ( ) Fiacdo ( ) Lamparina () Ornamental ( ) Algodao de farmacia

( ) Nenhum ( ) Outro
d) Numero de individuos: Adultos Jovens
e) Area aproximada
f) Origem: () Familiar ( ) Vizinho/amigo ( ) Outro
g) Riscos possiveis: () Pastejo de animais ( ) Depredacédo do ambiente () Fluxo génico
() Mudanca de habitos culturais/abandono ( ) Expanséo de lavouras () Outros
h) Mancha naflor: ( ) Ausente ( )Forte ( ) Média ( ) Fraca ( ) Sem flor
i) Sementes: ( ) Rimfirme ( ) Rim fraco ( ) Semente separadas ( ) Sem sementes
j) Linter: ( ) Presente e branco ( ) Presente e colorido ( ) Parcialmente presente ( ) Ausente
k) Fibra: ( ) Branca ( ) Marromescuro ( ) Marromclaro ( ) Bege ( ) Verde
[) Cor dafolha: () Verde () Colorida

3) Dados culturais

a) Plantio b) Controle de doencas/pragas ¢) Adubacéao
d) Realiza colheita ( ) Sim ( ) Néo

e) Armazena sementes ( )N&o ( ) Sim, como:

f) Beneficiamento ( )Nao ( ) Sim, Como:

g) Doencas: ( ) Ramularia ( ) Ramulose ( ) Mosaico comum ( ) Doenga azul
( ) Bacteriose ( ) Outra

h) Pragas: ( ) Bicudo ( ) Lagartas que atacam macas ( ) Lagartas desfolhadoras
( ) Pulgbes ( ) Outros

4) Dados do ambiente e fenolbgicos

a) Vegetacdo predominante b) Epoca de florescimento
c) Epoca de frutificacio
d) Altura média ( ) <0,5m ( )05alm ( )la2m ( )2a3m ( )acimade3m
e) ldade média aproximada das plantas

5) Observacdes (descricdo origem, outras caracteristicas, etc)
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O inventério das informacfes brutas obtidas com aplicacdo do questionario foi

tabulado e disponibilizado no site www.cnpa.embrapa.br/albrana. Para o presente

trabalho de caracterizacdo os dados foram sistematizados e apresentados na forma

de tabelas e graficos.
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Algodoeiros coletados nas expedi¢cdes in situ

Nos cinco estados visitados da regidao Nordeste do Brasil foram coletadas 343
plantas pertencentes ao género Gossypium. A maior amostra foi coletada no estado
do Ceard, representando 43,1%, seguido dos estados do Piaui (26,3%), Rio Grande
do Norte (12,7%), Maranhéo (11,6%), e Paraiba (6,4%) (Figura 1).

Rio Grande do Norte | 4
Paraiba i 22
cears | 5
Piaui | o1
Maranh&o i 40
I

20 100 150 200

E Mumero de plantas coletadas

Figura 1. Numero de plantas coletadas por estado.

Nas expedicdes de prospeccao, algumas das plantas coletadas nos estados
estudados pertenciam a espécie G. barbadense. Todavia, houve uma predominancia
do tipo moco, representado por 84,7% das plantas. A elevada ocorréncia de
algodoeiro moc6 € condizente com a histéria agricola da regido, por este algodoeiro
ter sido cultivado em larga escala em passado recente (Moreira et al, 1989).
Verificou-se que apenas nos estados do Maranhéo, Piaui e Ceara ocorreram plantas
da espécie G. barbadense, com proporcbes de 22,5%, 38,5% e 8,05%,
respectivamente (Figura 2). Espécimes de G. barbadense também deveriam estar
presentes na Paraiba e no Rio Grande do Norte (Freire et al., 1990). Porém,
parecem ter sido extintas devido ser um tipo de algodoeiro adaptado a regides altas
e de clima umido que depende da intervencdo humana para sua sobrevivéncia no

semi-arido nordestino. Logo, segundo Freire (2000) a presenca de algodoeiros de G.
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barbadense ainda podem persistir em regides préximas ao litoral, que ndo foram

visitadas durante a expedicao.
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Figura 2. Porcentagem de algodoeiros pertencentes a G. hirsutum raca marie
galante (Azul) e G. barbadense (vermelho) coletados por estado.

Todas as plantas da espécie G. barbadense foram encontradas em fundo de
qguintal. Segundo Stephens (1973) esta espécie esta associada a influéncia da
migracdo humana da costa Peruana, centro de domesticacdo da espécie, para
regidao Norte da América do Sul, normalmente como plantas cultivadas em quintais,
como subsisténcia. O cultivo comercial da espécie também ampliou sua distribuicéo
pois, segundo Freire et al. (2002), foi amplamente cultivada em regides altas dos
estados do Maranh&o, Piaui, Bahia e Minas Gerais. A sua manutencéo, atualmente,
estd associada a tradicdo de uso de propriedades medicinais da planta, como
também, para a confeccdo de pavio de lamparina. Aspectos que levaram Almeida
(2007) para os estados do Amapéa e Para a concluir que a adequada conservacao

dessa espécie deva ocorrer com a criacdo de colecdes de germoplasma ex situ.

4.3.2 Caracterizagao in situ de Gossypium hirsutum raca marie galante

4.3.2.1 Dados geograficos
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A prospeccao in situ e coleta de algodoeiros mocOs presentes em cinco
estados nordestinos foram realizadas em 6 expedi¢cdes, no periodo de 2004 a 2005.
Foram coletados folhas ou pétalas, sementes e estacas de 290 acessos de
algodoeiros mocos. Verifica-se na figura 3 que os algodoeiros mocés remanescentes
estdo principalmente na faixa de clima semi arido (com 400 a 600mm de
precipitacdo/ano) na vegetacdo de caatinga. As altitudes em que as plantas foram
coletadas variaram de 46 a 118m no Maranhéo, 60 a 533m no Piaui, 29 a 752m no
Ceara, 147 a 600m no Rio Grande do Norte e de 234 a 613m na Paraiba.

il

Figura 3. Distribuicdo de G. hirsutum raga marie galante. Algodoeiros coletados nos
estados do Maranhéo, Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte e Paraiba.

No estado do Maranhao, 31 plantas de algodoeiro moco6 foram coletadas em
10 municipios. Em média, coletaram-se 3,1 plantas, variando 1 a 6 acessos por
municipios. O municipio de Anapurus apresentou 0 maior numero de planta
coletadas, seis, seguido por Chapadinha e Mata Roma, com cinco; Sao Benedito do
Rio Preto, com quatro; Urbano Santos, com trés; Santa Quitéria do Maranh&o, Brejo
e Buriti, com duas; e Milagres do Maranh&o e Duque Bacelar, com uma planta.

No Piaui foram coletadas 56 plantas de algodoeiro mocé em 29 municipios. O
namero de acessos por municipio variou 1 a 6, com uma média 1,9 plantas. O maior
numero de plantas coletadas foi em Santa Luz com seis acessos, seguido de S&o
Jodo do Piaui com cinco, Palmeira do Piaui, Sdo Braz do Piaui, Picos com quatro,
Sao Raimundo Nonato, Jacobina do Piaui, Paquetad com trés, Jurema, Vila Nova do

Piaui, Itaindpolis, com duas e os demais municipios Teresina, Cristina Castro, Santa
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Luz, Currais, Eliseu Martins, Itaueira, Amarante, Caracol, S&o Raimundo Nonato,
Colonia do Piaui, Oeiras, Sao Julido, Fronteiras, Pio IX, Santo Antbnio de Lisboa,
Massapé do Piaui, Patos do Piaui, Dom Expedito Lopes, Barro Duro e Miguel Alves
com um acesso cada.

O estado do Cearad foi aquele em que o maior niumero de plantas de
algodoeiro moco foi coletado, 137. Essa fato deveu-se a dois fatores: a presenca de
maior nimero de agricultores que ainda cultivavam este algodoeiro e ao maior
esforco de coleta realizado (55 municipios). O numero médio de plantas coletadas
por municipio foi 2,5, com valores maximos e minimos de 1 e 7 plantas,
respectivamente. O maior nimero de plantas (sete) foi amostrado nos municipios de
Forquilha e Acopiara, seguido do Crato (seis), Catunda e Aiuaba com cinco, Santa
Quitéria, Amontada, Capistrano, General Sampaio, Boa Viagem, Quixada,
Quixeramobim, Barbalha, com quatro, Ipaumirim, Pacatuba, Itapipoca, Itapagé,
Taua, Ibaretama, Choré Lim&o, Santa do Cariri, Barro, Aurora, Milagres, com trés,
Véarzea Nova, Ico, Massapé, Uruburetama, Tururu, Independéncia, Pedra Branca,
Mombaca, Farias Brito, Potengi, Campos Sales, Caririacl, com duas. Nos demais
municipios Jucds, lguatl, Morada Nova, Maracanau, Caucaia, Guaiuba Ipueiras,
Jijoca de Jericoacoa, Bela Cruz, Canindé, Buturité, Crateds, Bom Senhor Tabosa,
Senador Pompeu, Solonépole, Mauriti, Jardim, Pena Forte apenas uma planta foi
coletada em cada.

No estado da Paraiba foram coletadas 22 plantas distribuidas em 10
municipios: S&o Mamede, Quixabd, Piancd, Santa Inés, Ibiara, Diamante,
Itaporanga, S&o Bentinho, Catolé do Rocha, Pedra Lavrada. O municipio de Quixabé
foi recolhido o maior nimero de acessos (seis), seguido por Sdo Mamede (quatro),
Santa Inés e Catolé do Rocha (trés), no restante dos municipios apenas uma planta
foi coletada. No estado do Rio Grande do Norte 44 plantas foram amostradas em 6
municipios: Caico, Sao José do Seridd, Serra Negra do Norte, Jucurutu, Acari,
Parelhas. O municipio de Serra Negra do Norte foi aquele em que o nUmero maior
de plantas foi coletadas, ndo somente entre os municipios desse estado, mais
dentre todos os municipios amostrados dos estados estudados neste trabalho. Em
Acari foram coletadas trés plantas, dez em Jucurutu e apenas uma planta nos

demais municipios
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4.3.2.2 Dados da populacéo

Verificou-se que 132 das 290 plantas de algodoeiro mocd, ou seja, 45,5% dos
acessos eram mantidas em fundo de quintal. Este tipo de algodoeiro foi encontrado
em 98% dos acessos dos estados do Maranhéo e Piaui e em 29,2% das coletas do
Ceara. Ele foi menos frequiente apenas no estado do Rio Grande do Norte e da
Paraiba, cujos tipos predominantes foram feral e variedade local, respectivamente.
Mais da metade (57,5%) dos algodoeiros mocds de fundo de quintal ocorrem em
residéncia rural (76). O restante (42,5%) ocorre em residéncia urbana (28), pequena
propriedade (21) e média/grande propriedade (03). A segunda maior ocorréncia é do
tipo lavoura, com 73 plantas, encontradas exclusivamente no Ceara em pequenas e
média/grande propriedades. Em todos os estados foram coletados algodoeiros
classificados como espontaneos, a excecdo do estado do Piaui. Eles representaram
11,7% do total e estavam em beira de estradas, provavelmente originarios de
sementes dispersas durante o transporte das fazendas até as unidades de

beneficiamento (Tabela 1).



Caracterizacao in situ e genética de algodoeiros mocés 40
Menezes, Ivandilson Pessoa Pinto de

Tabela 1. Tipo de populacédo e de propriedade em que plantas de algodoeiro moco
foram coletadas por estado.

Tipo de . Total de N°de plantas por estado
poplFJ)Ia(;()es Propriedades Plantas MA PI CE RN PB
Peq. Propriedade 21 1 6 11 2 1

Méd. Grand. Prop. 3 0O O 2 1 0

: R. Urbana 28 1 15 11 O 1

Fundo de Quintal | o' g al 76 28 30 16 0 2
N&o Identificada 4 0O 4 0 0 0

Subtotal 132 30 55 40 3 4

Peq. Propriedade 1 0O O 1 0O O

Méd. Grand. Prop. 3 O 0 O 0 3

R. Urbana 2 0O O 1 0 1

Espontanea R. Rural 4 O 0 4 0O O
Beira de Estrada 23 0O 0 18 3 2

N&o ldentificada 1 1 0 0 0 0

Subtotal 34 1 0 24 3 6

Peq. Propriedade 30 0O 1 0O 29 O

Feral Méd. Grand. Prop. 8 O 0 O 8 O
Beira de Estrada 1 0O O 0 1 0

Subtotal 39 0O 1 0 38 0

Peq. Propriedade 54 O O 54 0 O

Lavoura Méd. Grand. Prop. 19 0O 0 19 O 0
Subtotal 73 0O 0 73 0 O

Peq. Propriedade 9 0O O 0 0 9

Variedade Local | Méd. Grand. Prop. 2 O 0O O 0 2
Subtotal 11 0O 0 O 0 11

~ - R. Rural 1 0O O 0 0 1
N&o ldentificada Subtotal 1 0 0 0 0 1
Total Geral 290 31 56 137 44 22

Também se verificou que 41% das plantas de algodoeiro mocé provieram de
sementes distribuidas entre familiares (38,6%) e amigos/vizinhos (2,4%). E que
11,7% das sementes foram oriundas do comercio local, pratica observada apenas
no estado do Ceara.

A manutencdo das plantas de algodoeiro moco esta intimamente ligada ao
uso da mesma pela populacdo local. Elas sdo empregadas para diversos fins,
incluindo medicinal, assepsia de ferimentos, confec¢cdo de pavios de candeeiro,
fiacdo e para a agricultura comercial. A maior fracao do total de acessos € destinada
ao uso doméstico como fitoterapico (20,9%) e para produzir pavios (29,7%). Apenas
no Rio Grande do Norte ndo evidenciou o uso medicinal, sendo a utilizagdo para

candeeiro predominante, como também foi verificada para os estados do Maranh&o
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e Piaui. O uso para fiacdo (4,41%) sobrevive gracas aos mais velhos, que ainda
cultivam e vendem a fibra ou realizam a fabricacdo de fios e téxteis artesanais,
verificada em apenas alguns pontos de coleta de todos os estados estudados,
exceto para o Rio Grande do Norte. A venda da fibra foi verificada apenas no estado
do Ceara (19,41%) devido a ainda haver agricultores dispostos a cultivar o
algodoeiro moc6 e comerciantes que intermedeiam a compra e promovem a
distribuicdo das sementes. Uma propor¢cao elevada do total de plantas coletadas,
25%, ndo era usada pelos proprietarios. Tais plantas incluem, principalmente,
aguelas presentes em beira de estrada, ferais e variedades locais encontradas com
frequéncia nos estados do Ceara, Rio Grande do Norte e Paraiba (Figura 4).
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Figura 4. Porcentagem de plantas de algodoeiro mocé quanto ao uso.

A caracterizacdo morfolégica in situ dos algodoeiros mocés plantados nos
estados visitados abrangeu algumas caracteristicas que poderiam ser avaliadas

durante as coletas e que sofreriam pouca influéncia do ambiente. A informacéo para

cada genotipo se encontra disponivel no site www.cnpa.embrapa.br/albrana.

Todas as plantas de moc6 apresentaram folhas verdes e sementes
separadas, as quais sao caracteristicas intrinsecas deste algodoeiro (Pinheiro,
1974). Quase de forma exclusiva, os algodoeiros mocos observados in situ em todos

estados visitados apresentaram fibra branca (98,25%). Materiais com fibra colorida
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(2,75%) foram localizados nos municipios de Caic6 (RN), Barbalha (CE) e Sdo Braz
do Piaui (PI), com fibra bege, bege e marrom, respectivamente.

A maioria das plantas de algodoeiro moco apresentava flores no periodo de
coleta, 82,4%. Entre aquelas que apresentavam flores, verificou-se haver
diversidade quanto a presen¢ca de mancha nas pétalas. A maior parte as possuia,
sendo a intensidade forte, média e fraca em 62,2%, 18,9% e 7,1%, respectivamente.
Plantas classificadas como algodoeiro mocé sem manchas nas pétalas foram

verificadas apenas nos estados do Maranhao e do Piaui (Figura 5).
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Figura 5. Numero de plantas com mancha nas pétalas de algodoeiro
moco.

Considerando todo o conjunto de plantas, a auséncia de linter nas sementes
foi predominante, embora em quase todos os estados tenham sido encontrados
exemplares com linter (Figura 6). A Unica excegdo as plantas encontrados na
Paraiba, em que todas as plantas produziam sementes sem linter. Estranhamente, a
maioria das plantas de algodoeiro mocé do estado do Maranhdo, apresentavam
linter (87,1%). A area de coleta relativamente restrita neste estado, considerada
associada a convergéncia morfolégica neste carater, pode indicar que as plantas
devem ter uma Unica procedéncia, visto que 98% dos algodoeiros mocos
identificados s@o procedentes de quintais, com uma densidade em média de 1,97
por ponto de coleta; e a procedéncia das sementes € da distribuicdo entre familiares,
amigos e vizinhos. Tais condigbes aumentam a probabilidade de homozigosidade

por descendéncia. Outro fator que corrobora com esse fato sdo a baixa diversidade
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genética e o0 elevado indice de endogamia observado para 12 locos de
microssatélites, mostrados no segundo capitulo. Uma coleta mais ampla neste
estado permitira identificar se em outras regiées do Maranh&o também ocorre este

predominio.

Linter por estado  Norte

B Presente e branco BFresents e coloridao

Figura 6. Porcentagem de algodoeiros mocads, segundo presenca
de linter.

A auséncia de manchas nas pétalas, bem como a presenca de linter em
algodoeiro moco € um indicio de fluxo génico a partir de algodoeiros herbaceos
(Neto Vidal et al., 2007). Com relacdo as outras caracteristicas morfolégicas, as
plantas apresentavam caracteristicas predominantes de algodoeiro moco, assim as
introgressoes verificadas ndo devem ser muito recentes, de forma a terem permitido,
por retrocruzamentos, a recuperacao das caracteristicas do moco (Johnston et al.,
2006).

O fluxo génico pode ter ocorrido de duas maneiras. A primeira seria por meio
da fertilizacdo de flores de algodoeiro mocé com pdlen proveniente de lavouras de
algodoeiros herbaceos. Diversos fatores contribuem para que ocorra fluxo génico: a)
o algodoeiro moco pratica taxas de fecundacado cruzada relativamente elevadas; b)
ambos os algodoeiros compartilham polinizadores; c) ha florescimento parcialmente
coincidente; d) desconhecem-se barreiras sexuais (Pires et al., 2006; Freire et al.,
2002). Na segunda, a contaminagao teria acontecido por mistura de sementes. Parte
das lavouras era formada a partir da chamada semente de boca de maquina. Na
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verdade, trata-se de carocos obtidos apds o beneficiamento nas algodoeiras, sem
gualquer procedimento para garantir a pureza genética, situacdo em que é comum a
mistura de sementes de diferentes racas ou espécies (Pinheiro, 1974; Freire e
Cris6stomo, 1980; Freire et al., 1999). Uma vez plantados na mesma area, as
plantas das duas racas cruzavam-se, incrementando a introgressdo entre as
espécies, as quais apresentam taxas de polinizacéo cruzada variando de 30 a 80%
(Freire et al., 1999).

A presenca de algodoeiro com auséncia de mancha nas pétalas nos estados
do Maranhdo e Piaui, como a presenca de linter podem ser remanescentes de
algodoeiros verddes, cultivados na regido Nordeste na primeira metade do século
XX (Pearce, 1921; Freire e Criséstomo, 1980), que podem ter sido mantidos para

fabricacdo de produtos artesanais (Moreira, 1976).

4.3.2.3 Dados culturais

Na Paraiba, em apenas um local, no municipio de Ibiara (PB), colhia-se a
fibra de uma lavoura remanescente com 50 individuos adultos (10 a 20 anos). Em
Serra Negra do Norte (RN), foi declarado pelo proprietario de 35 individuos adultos
(5 a 10 anos) a realizacdo de colheita e o beneficiamento das sementes de forma
manual. No estado do Piaui a colheita era realizada com freqtiéncia mais elevada (7
dos 56 acessos). Nao se realizava colheita em nenhuma das plantas coletadas no
Maranh&do. No estado do Ceara, devido a existéncia de lavouras destinadas a venda
da fibra, a colheita era realizada em 40,5% das propriedades (Albrana, 2008).

4.3.2.4 Dados fendélogicos

Considerando amostra total das plantas coletadas, a maioria dos algodoeiros
apresentou acima de dois metros de altura, sendo a classe mais frequente de 2 a
3m com 43,4% das plantas amostradas e, em seguida a de acima de 3m com
40,6%. As outras classes de 0,5 a 1m e de 1 a 2m foram bem menos frequentes
1,6% e a 14,4%, respectivamente (Figura 7). Assim, a distribuicdo das plantas

conforme as classes de alturas em cada estado mostram ser altas.
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Figura 7. Porcentagem de algodoeiro moc6 segundo a altura em metros.

Verificou-se também que a maior .parte das plantas é adulta, sendo que a
idade estimada de mais da metade das plantas (62%) foi de 4 a 10 anos. Desta
forma pode-se dizer que as plantas estdo vivendo cerca de 4 al0 anos em todos
estados, com excecdo das plantas encontradas no estado da Paraiba que
ultrapassao os 20 anos. Esta observacéo € congruente com o registro de abandono
h& décadas de lavouras nos estados da Paraiba e Rio Grande do Norte declarado
pelos moradores. O numero de plantas jovens foi ausente na Paraiba e bastante
reduzido nos estados do Maranhéo, Piaui e Rio Grande do Norte com trés, quatro e

uma planta, respectivamente. Logo, a renovacao das plantas nestes estados esta

ocorrendo apenas em pequena taxa.
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Figura 8. Porcentagem de algodoeiro moc6 segundo a idade em anos.

Durante décadas, o algodoeiro moc6 foi uma das principais atividades
econdmicas do semi-arido. O apice de cultivo ocorreu durante os anos 70, em que
mais de 2 milhdes de hectares foram cultivados. A area comecou a reduzir devido a
forte seca que ocorreu na regidao nordeste entre os anos de 1979 a 1983. Terminada
a seca, um grave problema fitossanitario foi acrescido ao sistema produtivo: a
introducdo do bicudo do algodoeiro (Moreira et al.,, 1989). Embora préticas de
convivio com o inseto tenham sido disponibilizadas pela pesquisa, a implementacéo
representava um custo adicional que nao poderia ser arcado pelos agricultores. Nos
anos seguintes, uma série de fatores econdmicos e sociais agravou ainda mais a
crise causada pelo bicudo e acabaram de romper o fragil equilibrio econémico da
lavoura do algodoeiro moco.

Prevendo uma possivel desaparecimento deste algodoeiro, Moreira et al.
(1989) sugeriram medidas para evitar a extincdo desta cultura: fazer um novo
rezoneamento de cultivo; implementar de programa de multiplicacdo e distribuicdo
de sementes recomendadas pelo CNPA; colocar em pratica as medidas de convivio
com a praga do bicudo; estabelecer uma politica de precos minimos para fibra do
Seridé e oferecer linhas de crédito para incentivar o plantio de algodoeiro mocé.
Porém, tais medidas ndo foram executadas e, em conseqiéncia constata-se
completa faléncia do cultivo deste algodoeiro no semi-arido do Nordeste. Segundo o
IBGE, em 2007, a area plantada abrange apenas 847 hectares. Nas expedi¢cOes

constataram a quase inexisténcia de lavouras ainda exploradas, e fazem supor que
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a efetiva area cultivada pode ser ainda menor, uma vez que estes dados nao foram
coletados pelo IBGE por visitas aos locais ou medicbes das areas, que
frequentemente sdo plantas remanescentes em propriedades pequenas cultivadas
com diferentes espécies, e cuja area, portanto, € dificil de ser corretamente
estimada. A ndo comercializagdo faz com que a informagédo seja pouco util. No
momento em que as coletas foram realizadas, os agricultores teriam grande
dificuldade em comercializar o algoddo em carogo caso resolvessem voltar a
produzir. Isto porque quase todas as usinas de beneficiamento foram desativadas a
excecao do Ceara, em que uma fraca cadeia ainda persiste, e praticamente ndo ha
compradores de algoddo mocé em caroco.

O numero de algodoeiros mocés observados em cada ponto de coleta foi
pequeno. Encontrou-se, em média, 1,00; 1,10; 2,54; 1,52 e 1,00 nos estados do
Maranhéao, Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte e Paraiba, respectivamente. O maior
numero médio de plantas foi encontrado nas lavouras, seguido pelas plantas ferais.
O numero modal de plantas coletadas foi de fundo de quintal que eram usados,
principalmente, para fins medicinais e na confec¢cdo de pavios para candeeiro.
Todavia uma grande parcela das plantas (25%) ndo apresenta uso, o que pode ser
também interpretado como preservagdo para ornamentacdo. E plausivel supor,
entretanto, que um real abandono das plantas em quintais vem gradativamente,
devido a programas de expansao de eletricidade e de saude, os quais tém levado a
perda da fungdo do algodoeiro, e por ficar claro nas entrevistas que sdo pessoas
mais velhas que zelam pela preservacéo dos algodoeiros em jardins, e que pessoas
mais novas da mesma residéncia ndo percebem os usos da planta da mesma forma.

O conjunto dos resultados permitiu perceber que o cultivo e 0s usos caseiros
do algodoeiro moco estavam em decadéncia no momento em que as coletas foram
realizadas. Um fato relacionado € a reducdo numérica dos algodoeiros mocos
associada a auséncia de plantas jovens. Apenas 8 foram encontradas, quatro no
Piaui, trés no Maranhdo, uma no Rio Grande do Norte e ausente na Paraiba. No
caso de plantas mantidas em quintais esse numero reduzido esta associado a
limpeza. Quando a densidade de plantas e sua distribuicdo sdo comparadas com
expedicdes anteriores, a quantidade de plantas ferais presentes em capoeiras esta
em declinio. Provavelmente, a razdo € a predacdo de sementes por roedores, a

herbivoria de animais de criacdo e a menor capacidade de resiliéncia do algodoeiro
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mocé em relacdo a vegetacao nativa. Portanto, € improvavel que acdes que visem a
conservagdo in situ de algodoeiros mocOs sejam efetivas ou possam ser
implementadas. Conclusdo similar foi obtida em outros trabalhos recentes com
algodoeiros coletados (Barroso et al., 2005b; Almeida, 2007; Ribeiro, 2008).
Portanto, a manutencdo in situ ndo € um meio adequado a conservacao dos
recursos genéticos dos algodoeiros mocés que ainda sao encontrados no semi arido
nordestino. Os esforcos devem ser direcionados para a continuidade das coletas,

manutengao e caracterizagao ex situ.



Caracterizacao in situ e genética de algodoeiros mocés 49
Menezes, Ivandilson Pessoa Pinto de

4.4 CONCLUSOES

o A espécie G. hirsutum raca marie galante ainda predomina no
semi arido da regido nordeste com a grande maioria encontrada em fundo de
quintal e plantas ferais;

o A manutencéo in situ da espécie esta ligada a habitos culturais
locais, principalmente, nos estados da Paraiba, Rio Grande do Norte, Piaui e
Maranhdo. No estado do Ceard a manutencdo da espécie esta ligada a
pratica agricola;

o Para apropriada conservacdo do reservatorio dos recursos
genéticos da espécie presentes nos estados estudados devem ser ampliadas

e manejadas de forma adequada em colec¢des ex situ de germoplasma.
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Capitulo Il

Genética Populacional de Algodoeiro Gossypium hirsutum raca
marie galante do Nordeste do Brasil
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RESUMO

O algodoeiro moc6 foi amplamente cultivado na regido nordeste no século XX, e
drasticamente reduzido apés 1983 com a introducdo do bicudo. Atualmente séo
encontradas plantas em quintais e em lavouras além de alguns poucos campos
abandonados e plantas de beira de estrada. Estes estdo continuamente diminuindo,
e ainda podem ser uma fonte valiosa de diversidade genética, principalmente, por
apresentarem caracteres que permitam maior adaptabilidade a climas secos.
Objetivou-se caracterizar a variabilidade e o padrdo da estrutura genética de
amostras de algodoeiros Gossypium hirsutum raca marie galante presentes nos
estados da Paraiba, Rio Grande do Norte, Ceara, Piaui e Maranhdo para ajudar no
planejamento de estratégias para a conservacdo. Um conjunto de 17 algodoeiros da
Paraiba, 20 do Rio Grande do Norte, 72 do Ceara, 47 do Piaui e 31 do Maranhéao,
totalizando 187 acessos foram coletados em expedi¢cdes nos anos de 2004 e 2005.
Foram analisadas usando 12 pares de primers SSR. Todos os locos utilizados foram
polimorficos, com excecéo dos locos BNL840 na populacdo do Ceara e o CIR246 no
Maranhdo e amplificaram um total de 63 alelos diferentes. O estado do Piaui foi o
detentor de maior variagdo alélica, seguido do Ceara, Paraiba, Rio Grande do Norte
e Maranhédo. O coeficiente de endogamia médio foi de 0,601, com amplitude entre
os estados de 0,339 no Ceara a 0,933 no Maranh&o. A diversidade genética total foi
de 0,520. A maior variabilidade genética foi encontrada nos genotipos coletados no
estado do Piaui, seguido da Paraiba, do Rio Grande do Norte e do Ceara. A menor
foi verificada no estado do Maranh&o. A maior fracdo da variabilidade concentrou-se
dentro dos estados (Gst<0,5), enquanto uma parte menor, contudo expressiva,
encontra-se entre as populagées (Fst e Gsr; p<0,01), a qual representa cerca de
29% da diversidade total. As analises realizadas para verificar a similaridade entre
os algodoeiros mocos de cada estado e o dendrograma permitiram identificar que os
materiais coletados no Ceara foram os mais divergentes e que 0s provenientes do
Rio Grande do Norte e Paraiba detinham variabilidade similar. Dado haver elevada
diversidade entre algodoeiros mocés presentes nos estados incluidos neste estudo,
ndo € possivel priorizar a coleta ou a conservacdo in situ. Para a adequada
conservacao, acoes devem ser empreendidas isoladamente nos estados do Piaui,
Maranhdo e Ceara. No Rio Grande do Norte e Paraiba, as a¢fes podem ser
delineadas de modo conjunto.

Palavras-chave. Algodoeiro moco, diversidade genética, marcador SSR,

conservacao
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Population Genetics of Gossypium hirsutum race marie galante
Cotton from Brazil’s Northeast

ABSTRACT

Moco cotton was widely cultivated in Brazil's Northeast region at the XX century, and
drastically reduced after 1983 with the introduction of boll weevil. Nowadays plants
are found in dooryards and farmings, in addiction to few abandoned crops and some
roadsides plants. These are continually reducing, and can still be a valuable source
of genetic diversity, mainly due to present characters that allow greater adaptability to
drought. The objective was to characterize the variability and pattern of genetic
structure of samples of cotton plants Gossypium hirsutum race marie galante
collected in states of Paraiba, Rio Grande do Norte, Ceara, Piaui and Maranh&o to
assist in planning strategies for conservation. A set of seventeen cotton plants from
Paraiba, twenty from Rio Grande do Norte, seventy-two from Ceara, forty-seven from
Piaui and thirty-one from Maranh&o, totalizing one hundred and eighty-seven access
were collected in expeditions during the years of 2004 and 2005, were analyzed
using twelve SSR primer pairs. All loci used were polymorphic, except the loci
BNL840 in Ceara population and CIR246 in Maranhdo. They amplified a total of
sixty-three different alleles. The state of Piaui had higher allelic variation, followed by
Ceara, Paraiba, Rio Grande do Norte and Maranh&o. The average inbreeding
coefficient was 0.601, with amplitude between the states of 0.339 in Ceara to 0.933
in Maranh&o. Total genetic diversity was 0.520. The higher genetic variability was
found in genotypes collected in state of Piaui, followed by Paraiba, Rio Grande do
Norte and Cear&. The lower one was verified in the state of Maranh&o. The largest
fraction of the variability is concentrated in the states (Gst <0.5), while a smaller part,
however significant, is among the populations (Fst e Gsr ; p<0.01), which represents
approximately 29% of the total diversity. The analysis carried out to verify the
similarity between the moco cotton plants of each state and the dendrogram allowed
to identify that the materials collected in Ceard were the most divergent and that the
ones from Rio Grande do Norte e Paraiba had similar variabilities. Since a high
diversity among moco cotton plant is present in the states included in this study, it is
not possible to prioritize collections or the conservation in situ. For the proper
conservation, actions must be undertaken isolated in the states of Piaui, Maranh&o
and Ceara. In Rio Grande do Norte and Paraiba, the actions can be outlined
together.

Key words. Moco cotton, genetic diversity, SSR markers, conservation
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5.1 INTRODUCAO

O algodoeiro mocéd (Gossypium hirsutum r. marie galante) € uma das sete
racas da espécie alotetrapléide G. hirsutum (Hutchinton,1951). E a Unica raca de G.
hirsutum que apresenta um porte arboreo. Ela destaca-se entre as demais devido a
apresentar uma distribuicdo geogréafica mais ampla e ser simpéatrica com outros
algodoeiros em praticamente em toda sua area de ocorréncia (Stephens, 1973). No
Brasil, é encontrada principalmente no semi-arido nordestino, na forma de variedade
comercial, populacdes ferais e de fundo de quintal (Freire, 2000).

A regido nordeste detém grande variabilidade do género Gossypium. E a
Unica regidao conhecida no Brasil que abriga trés das cinco espécies alotetrapléides:
G. hirsutum, G. barbadense e G. mustelinum. O algodoeiro mocé é mondico, com
um sistema misto de reproducdo, que segundo Freire et al. (2002) apresenta
acentuada taxas de polinizacdo cruzada por insetos. E sexualmente compativel com
os demais algodoeiros tetrapléides, inclusive com as cultivares comerciais de
algodoeiro herbaceo, com os quais formam hibridos vidveis e vigorosos (Silva et al.,
1982). Desta forma os algodoeiros mocds podem ser utilizados como fonte potencial
de variabilidade em programas de melhoramento.

As mudancas climaticas, o aquecimento global (Santos, 2007) e a
intensificacdo da cotonicultura nestes ultimos anos (Conab, 2007) poderéo expor as
lavouras a niveis de estresse abioticos ou bioticos mais intensos. Desta forma, o
desenvolvimento de novas variedades que possuam combinacfes de caracteres que
permitam obter maior tolerdncia a seca, a altas temperaturas e a doencas
representa o principal desafio para o melhoramento.

A cultura do algodoeiro moco foi explorada no semi-arido nordestino, devido a
sua adaptabilidade as adversidades do ambiente, particularmente a seca. As
lavouras chegaram a ocupar cerca de dois milhdes de hectares na década de 70
(Freire, 2000). Seu cultivo entrou em declinio acentuado apdés a introdugéo da praga
do bicudo do algodoeiro (Anthomonus grandis). Atualmente, a manutencdo dos
remanescentes de algodoeiros mocos in situ estd ameacada e acredita-se que parte
da diversidade ja foi perdida. Apesar de muitos acessos ja terem sido coletados, as

colecBes devem contém apenas parte da variabilidade existente.
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Os estados do Piaui, Maranh&o, Ceara, Rio Grande do Norte e Paraiba
apresentam boa parte de sua histéria associada ao algodoeiro. No periodo colonial,
a espécie G. barbadense foi cultivada em escala para produzir fibra para atender a
demanda do mercado interno e para ser exportada para a Europa (Boulanger, 1971).
Posteriormente, algodoeiros mocé e verddes foram cultivados por pequenos
agricultores e meeiros (Freire e Cris6stomo, 1980). Na atualidade, o algodoeiro
herbaceo é cultivado na regido do cerrado, incluindo o nordeste brasileiro, enquanto
lavouras de algodoeiro mocé tornaram-se raras.

O conhecimento do padrdao da distribuicdo da diversidade genética
compartilhada entre os estados nordestinos € importante para o delineamento de
estratégias adequadas de conservagdo in situ e ex situ. Tais informacdes podem ser
obtidas empregando marcadores moleculares, dentre eles se destacam o0s
marcadores codominantes (Baloux & Lugor-Moulin, 2002; Lemes et al., 2003).
Marcadores SSR desenvolvidos especificamente para algodao (Liu et al.,, 2000;
Nguyen et al.,, 2004) tem sido utilizado em estudos de caracterizacdo de
germoplasma de algoddo herbaceo (Menezes et al., 2008), em popula¢des naturais
de G. mustelinum (Batista, 2005) e amostras de G. barbadense (Almeida, 2007).
Estudos de diversidade ja foram realizados com marcadores morfolégicos (Freire et
al, 1990; 1998; Freire e Moreira, 1991; Moreira et al., 1995), mas até o momento nao
h& trabalhos em que a diversidade de algodoeiro mocé tenha sido estimada com
marcadores moleculares.

Este trabalho teve como objetivo caracterizar a variabilidade e o padréo da
estrutura genética de amostras de algodoeiros Gossypium hirsutum raca marie
galante presentes no nordeste do Brasil, através de marcadores de microssatélites,

com implicacdes para preservacéo do germoplasma coletado.
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5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Material de estudo

A prospeccao de coleta dos recursos genéticos de algodoeiros mocés foram
realizadas em 6 expedicfes, no periodo de 2004 a 2005. Durante as expedi¢cdes 290
acessos de algodoeiros mocds foram identificados e coletados, com autoriza¢des do
CGEN e IBAMA, folhas ou pétalas, estacas e sementes para ampliar a colecao de
germoplasma da Embrapa Algod&o. A distribuicdo dos algodoeiros remanescentes,
e portanto das coletas, concentrou-se na faixa de clima semi arido (com 400 a
600mm de precipitacdo/ano) na vegetacdo de caatinga, correspondente aos estados
do Maranhao (altitude de 46 a 118m), Piaui (altitude de 60 a 533m), Ceara (altitude
de 29 a 752), Rio Grande do Norte (altitude de 147 a 600m) e Paraiba (altitude de
234 a 613). Os tecidos foram posteriormente usados para realizacdo de andlises

com marcadores moleculares.
5.2.2 Extracdo de DNA

Cada gendtipo foi representado pelo DNA gendmico extraido a partir de cinco
sementes de cada planta de algodoeiro moco coletada in situ. Amostras de
sementes com cerca de 50 mg foram colocadas em tubos de 2 mL com um esfera
aco de inox (4 mm). Adicionaram-se 700 pL de tampdao de extracao (SDS a 10%, 5M
de NaCl, 0,5M EDTA, 1M de Tris HCI pH 7,5) e a mistura foi agitada até a
maceracao dos tecidos. O extrato foi centrifugado a 11.700 g por 7 min. A fase
liquida foi transferida para tubos de 1,5 mL, a qual se adicionou 10 pL de proteinase
K (10 mg mL™) e 10 pL de CaCl, 1 mM, incubando em banho-maria & 37<C por 30
min. Para precipitacdo do DNA foi adicionado uma parte de isopropanol gelado (v/v)
e centrifugado a 11.700 g por 10 min. O pellet foi lavado duas vezes com etanol a
70%, uma vez com etanol absoluto e ressuspenso em tampéao TE (10 mM, 1 mM
EDTA). Aliguotas do volume total de DNA extraido foram quantificadas por
comparacao visual das bandas, geradas de uma série de concentracdes conhecidas
de DNA fago A (50, 100, 200, 300 e 400 ng) em géis de agarose 0,8% corados com
Sybr green (Zippe & Brunner, 2004). O DNA foi diluido em TE para uma
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concentracdo de uso de 10 ng pL™. Em seguida o DNA das cinco sementes que
representavam um genotipo foi misturado de modo que a solugdo estoque usada

nas reacdes de PCR continha 2 ng pL™ de DNA cada uma das cinco plantas.
5.2.3 Obtenc¢éo de marcadores SSR

Um conjunto de 12 pares primers anteriormente desenvolvidos
especificamente para algodoeiro (Liu et al., 2000; Nguyen et al., 2004) foram usados
na genotipagem (Tabela 1). A reacdo de PCR foi realizada para se obter um volume
total de 20yuL, contento cerca 4 a 5ng de DNA gendmico, 10 mM de Tris-HCI (pH
8,3), 50 mM de KCI, 2 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP, 0,6 unidade Taq DNA polimerase e

0,4 mM de cada primer.

Tabela 1. Primers selecionados para caracterizacao genética.

Primer Motivo Cromossomo Primer Motivo Cromossomo
CIR148 TGg cl2 BNL 840 CAy D08
CIR203 TG11N{TGs c6 BNL1421 - A01
CIR212 TGoo c3 D08 BNL1434 AG; 2
CIR246 TGe cl4 BNL1551 GA2 D02
CIR249 CAgN3AT, c4 BNL 2496 GA5 cl7
CIR311 AC7 cl15 BNL 3103 GAy, c25

A reacdo de amplificacdo foi realizada em termociclador, com as seguintes
etapas para os pares de primers CIR: desnaturacgao inicial do DNA a 94°C por 5 min;
seguido de 35 ciclos constituidos de desnaturacdo a 94°C por 30 s, temperatura de
anelamento de acordo com cada par de primer (46<C a 55C) por 1 min e extensao a
72°C por 1 min; extensao final a 72 por 8 minutos . Para os pares de primers BNL
utilizou o seguinte programa: desnaturacgéo inicial a 95T por 12 min, seguido de 35
ciclos de temperatura, sendo cada ciclo composto por 93T por 1 min, 55T por 2
min e 72T por 3 min, com uma extensdao final a 72C por 7 min.

ApOs a reacgdo foram adicionados 10uL de solugédo contendo 0,05% de azul
de bromofenol, 0,05% de xyleno cianol, EDTA 10mM e formamida 95%. Os produtos
de amplificacdo foram desnaturados a 95°C por 5 mim no termociclador, em

seguida, imersos em gelo. Aliquota da solucéo final de cada produto de PCR foi
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aplicada em gel de poliacrilamida a 6% e separados por eletroforese vertical,

corados conforme Creste et. al. (2001).

5.2.4 Analises dos dados

Os marcadores SSR foram interpretados atribuindo-se valor 1 para os
homozigotos do 1° alelo; 2 para os homozigotos do 2° alelo amplificado e 1:2 para os
heterozigotos para cada loco com dois alelos, no caso de trés ou mais alelos a
identificacdo numérica discorreu em ordem crescente de pares bases em relacéo a
posicéo final de migracdo das bandas. Em seguida foi confeccionada uma matriz
guantitativa que serviu para analises genéticas. O tamanho dos fragmentos de DNA
obtidos pela amplificacdo de produtos SSR nos géis de acrilamida foram estimados
de acordo com a distancia de migracdo em centimetro das bandas geradas por
pares primers. Foi utilizando marcador de peso molecular (Ladder 50pb) como
referéncia para inferir o peso molecular em pares de base (pb) dos fragmentos
amplificados. As expressfes usadas para estimar os fragmentos amplificados foram
obtidas pelas regressdes de melhor ajuste de acordo com o programa Table curve
2D (Bruno, 1994).

A partir das frequéncias alélicas foram estimadas a diversidade genética
intrapopulacional, a frequéncia de alelos exclusivos, o numero médio de alelos, a
porcentagem de locos polimérficos, a heterozigosidade esperada e observada (Nei,
1978). Para cada estado foi estimado os indices de endogamia, a estatistica F de
Wright, cujo intervalo de confianca foi obtido pelo processo de reamostragem
bootstrap utilizando 10000 repeticdes. A distribuicAo da variabilidade entre os
estados foram obtidas através da andlise das estatisticas de Nei (Nei, 1973; Nei,
1978; Nei, 1987) usando os programas GDA-Genetic Data Analysis versdo 1.1
(Lewis & Zaykin, 2000) e FSTAT (Goudet, 2001).

A matriz de distancias genéticas entre o conjunto das amostras de cada
estado foi estimada por meio proposto por Nei (1978) utilizando o programa GDA
(Lewis & Zaykin, 2000). E a distancia entre os pares de gendtipos foi calculada com
base na proporcédo de alelos comuns (Bowcock et al.,, 1994), usando o programa
MICROSAT (Minch, 1997). Cada matriz de distancia obtida foi usada para
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construcdo dos dendrogramas por meio do programa MEGA4 (Tamura et al. 2007),

empregando-se o agrupamento de Neighbor joining (Saitou & Nei, 1987).
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram genotipados 187 individuos, 17 da Paraiba, 20 do Rio Grande do
Norte, 72 do Ceard, 47 do Piaui e 31 do Maranhdo, utilizando 12 locos de
microssatélites. Os 187 individuos foram coletados em expedi¢des realizada por
funcionarios da Embrapa em 5 diferentes estados na regido arida do Nordeste do
Brasil (Figura 1).

0 BO0 Kilometers

Figura 1. Distribuicdo de G. hirsutum raca marie galante. Algodoeiros coletados nos
estados do Maranh&o, Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte e Paraiba.

Todos os locos de microssatélites utilizados foram polimoérficos. Considerando
os estados individualmente, o loco BNL840 foi monomorfico para o alelo de tamanho
159pb entre os genotipos do Ceara e o para o alelo 161pb do loco CIR246 no
Maranh&o. A fixagcédo do alelo 159pb pode ter sido causada por selecdo humana por
ainda existir o plantio comercial no Ceara. Enquanto, a auséncia de polimorfismo do
CIR246 esteja relacionada ao baixo contetudo de informacgéo polimérfica. No total
foram amplificados 63 alelos distribuidos em 12 diferentes cromossomos localizados
tanto no genoma A como no genoma D. Em média, foram obtidos 5,25 alelos
polimorficos por loco, com amplitude entre 3 a 8 alelos. Avaliando cada estado,

obtiveram-se 2 a 4 alelos polimérficos por loco, com uma média de 3,52 alelos
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(Tabela 2). A amostra de algodoeiro do estado do Piaui foi aguela com maior
variacdo alélica, com 53 alelos; seguido do Ceara com 48, Paraiba com 40, Rio
Grande do Norte com 39 e o estado do Maranhdo com apenas 26 alelos. A variacéo
alélica observada por primer foi duas vezes maior que a verificada por Almeida
(2007) para germoplama de G. barbadense coletado no Parda e Amapa utilizando
outros 12 primers de SSR, que amplificaram 39 alelos com média de 2,53 alelos por
loco; e gquantitativamente maior do que foi amplificado para diferentes espécies (G.

hirsutum e G. barbadense) coletadas no estado de Pernambuco (Ribeiro, 2008).

Tabela 2. Indicadores de variabilidade genética. Numero médio de gendtipos de
algodoeiro moco avaliados com marcadores SSR, proporcdo de locos polimorficos,
numero de alelos total e e para cada estados, heteozigosidade observada (Ho),
heterozigosidade esperada (Hg) e coeficiente de endogamia intrapopulacional,
segundo o estado.

~ N°médio % de Locos Alelos AIeJos
Populagéo Lo S polimérficos Ho He Fis
genotipos  polimorficos  porloco
por loco

Paraiba 16,66 100 3,33 3,33 0,179 0,451 0,610
Rio Grande 19,50 100 3,33 3,33 0,179 0,365 0,515
do Norte

Cearéd 68,00 92 4,00 4,27 0,227 0,342 0,339
Piaufi 46,50 100 4,41 4,41 0,157 0,580 0,731
Maranhao 30,25 92 2,16 2,27 0,008 0,121 0,933
Média 36,18 96,7 3,45 3,52 0,150 0,372 0,601
Todas 180,91 100 5,25 5,25 0,162 0,520 0,689

A diversidade genética média considerando todos os estados foi de 0,372,
tendo variado de 0,121 a 0,580. A maior variabilidade genética foi encontrada nos
genadtipos coletados no estado do Piaui, seguido da Paraiba, do Rio Grande do
Norte e do Ceara. A menor foi verificada no estado do Maranhdo (Tabela 2). A
diversidade genética dos acessos de algodoeiros mocos por estado é coerente com
0 numero de alelos por loco observado em cada estado separadamente, exceto para
amostra de acessos coletada no Ceara. Essa discordancia no estado do Ceara esta
associada a baixa frequéncia do elevado numero de alelos exclusivos e a auséncia
equitativa das frequéncias alélicas nos locos analisados (Anexo).

A média das heterozigosidades esperadas por loco foi de 0,520, as quais
variaram de 0,183 a 0,775. A heterozigosidade média observada por loco foi bem
menor (0,162), apresentando uma amplitude de valores menor que a

heterozigosidade esperada. Nao foram observados heterozigotos para o loco
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BNL840, e a maior proporcdo de heterozigotos ocorreu para o loco BNL 2496
(Ho=0,410). A deficiéncia de heterozigotos observada em cada loco indicada pelo
baixo valor Hp, tem como consequéncia altos valores de endogamia, que variaram
de 0,362 a 1,00, com uma média de 0,689. A provavel causa de altos valores de
fixacdo por loco seja a reproducdo ndo aleatéria. Entretanto, a morfologia floral do
algodoeiro moco é bastante variavel (Neto Vidal et al., 2007), com elevadas taxas de
polinizacdo cruzadas (Freire et al., 2002). Além de existirem cruzamentos
preferenciais na espécie devido a existir grupos de plantas com periodo de
maturacdo diferenciado (Moreira et al.,1982). Logo, apenas o modo de reproducéo
dos algodoeiros verificados in situ hdo explica a elevada endogamia observada.

O excesso de plantas homozigotas foi alto quando descrito por estado, (Fis=
0,601), indicado, também, pelas baixas heterozigosidade média observadas, que
variaram entre 0,008 e 0,227. A quase extingdo dos algodoeiros mocds no semi
arido nordestino causou um afunilamento genético que explica o elevado nivel de
endogamia. Atualmente, os riscos de perdas de diversidade dos algodoeiros
remanescentes por deriva genética sdo maiores. A deficiéncia de heterozigotos
devido a deriva e a reproducdo ndo aleatdria torna-se mais evidente com os altos
valores de endogamia obtidos nos estados do Maranhdo (0,933) e Piaui (0,731).
Nestes estados hd um predominio de planta de fundo de quintal, com uma
ocorréncia de 1 a 2 plantas por sitio de coleta, isoladas por barreiras fisicas que
dificultam a atuacdo de polinizadores, e desta forma diminui a taxa de polinizagao.
Na Paraiba e Rio Grande do Norte verificaram-se valores de fixacdo intermediarios,
de 0,610 e 0,515, respectivamente. Os algodoeiros mocés predominantes nestes
estados foram do tipo variedade local e feral, nesta ordem. No passado, foram
selecionados e desenvolvidos por programas de melhoramento da Embrapa, e hoje
encontram-se em campos abandonados que existem h& décadas, fato que pode ter
contribuido para o aumento da taxa de cruzamentos. A amostra do estado do Ceara
foi a que apresentou o menor coeficiente de endogamia (0,339) (Tabela 2). Esse
estado foi, dentre os outros analisados, 0 Unico que ainda apresentava lavouras
comerciais, e 0s caracteres selecionados para as lavouras podem diferir bastante
daqueles visados para manutengdo em quintais. Logo, pode-se deduzir que ocorrem
diferentes taxas de autogamia e alogamia, o que confirma que o sistema de
reprodutivo do algodoeiro moco é misto (Freire et al., 2002; Stephens, 1973).
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Foram identificados 7 alelos que ocorriam de forma exclusiva nos estados, 0os
guais foram amplificados pelos pares de primers BNL1434, BNL2496, BNL1421,
BNL3103, CIR246, CIR148, CIR203 (Tabela 3). O maior numero de alelos
exclusivos foi observado no estado do Ceara, que apresentou 4 alelos, seguido do
Piaui com 2 alelos, e apenas um no Rio Grande do Norte. Com excec¢édo do alelo de
tamanho 167pb que ocorre em 25,7% da amostra populacional do Ceard, todos os
outros alelos exclusivos ocorreram em baixa frequéncia, variando de 1,4 a 6,8%.
Alto numero de alelos exclusivos também foi observado para espécie G. barbadense
(Almeida, 2007) e para G. mustelinum (Batista, 2005). Conforme descrito por Petit et
al. (1998) a presenca desses alelos exclusivos pode auxiliar, como indicativo, no
meérito da escolha da populacdo que deva ser conservada. Caso fossem
encontrados em frequéncias mais altas, também poderia ser usados como

marcadores de populacdes em estudos discriminativos.

Tabela 3. Tamanho e frequéncia de alelos exclusivos amplificados em algodoeiros
mocds por estado.

Locos Tamanho (pb) Freguéncia (%) Procedéncia dos

genotipos
BNL 1434 236 2,78 RN
BNL 2496 167 25,71 CE
BNL 1421 222 6,78 Pl
BNL 3103 209 2,17 Pl
CIR 246 172 4,86 CE
CIR 148 146 3,60 CE
CIR 203 242 1,40 CE

A presenca de alelos exclusivos pode ser consequéncia da amostragem ou
fruto do isolamento das populagdes formadas pelos algodoeiros de cada estado
estudado. A segunda hipétese seria mais provavel, diante do nUmero de amostras e
da disposicdo geogréfica dos estados. Entretanto, tem-se observado que a
distribuicdo do algodoeiro plantado no Nordeste brasileiro tem sido influenciada pela
migracdo humana desde século XIX (Moreira et al., 1989; Stephens, 1973). Desta
forma a acdo antropica tem estreitado a diversidade algodoeira no Nordeste. Todos
os algodoeiros mocos que foram encontrados em cada estado passaram por algum
processo de selecdo, além de haver evidéncias de fluxo génico resultante da pratica
de troca de sementes geneticamente similares na regido que, se fosse considerada

uma pratica bastante difundida e recente, poderia estar incoerente com a presenca
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dos alelos exclusivos. E necessario, entretanto, considerar as amplas distancias
geograficas, e a relativa pouca mobilidade da populacdo humana nesta regiéo, e que
trocas de sementes normalmente envolve vizinhos préximos.

O Nordeste representa um complexo de cultura do género Gossypium e que
sua extensao ha simpatria levantando a hipétese de introgresséo de outras espécies
de algoddo na ragca marie galante, visto que coletaram-se plantas em campos
abandonados ha mais de dez anos. Outros estudos em algodao tém mostrado o
processo hibridizagdo (Freire et al., 2002), como também a presenca de complexo
interespecifico no Nordeste brasileiro (Freire et al., 1990; Freire, 2000).

A diferenciagcdo genética (Fst) e a proporgdo da variabilidade genética (Gsr)
entre o conjunto de gendtipos de cada estado foram estimadas. Os valores mais
baixos foram observados entre a Paraiba e Rio Grande do Norte e os maiores entre
o Maranhdo e Ceara. A maior parte da variabilidade genética esta concentrada
dentro de cada estado (Gst < 0,5), enquanto uma parte menor da diversidade, mais
expressiva, encontra-se entre os estados. A excecdo dos materiais coletados na
Paraiba e no Rio Grande do Norte, todas as demais comparacdes produziram
valores de P significativos (0,05), mostrando que os algodoeiros mocos de cada

estado eram diferentes (Tabela 4).

Tabela 4. Propor¢cdo da diversidade genética. Medida entre os pares de conjuntos
de algodoeiros mocés coletados em cada estado segundo os coefientes Fst (abaixo
da diagonal) e Gst (acima da diagonal).

Rio Grande do

Paraiba Ceard Piaui Maranhao

Norte
Paraiba 0,011™ 0,292* 0,101* 0,356*
Rio Grande do Norte 0,012" 0,351* 0,156* 0,382*
Ceara 0,313* 0,354* 0,317* 0,601*
Piaui 0,094* 0,142* 0,328* 0,276*
Maranhao 0,406* 0,411* 0,563* 0,250*

*P<0,05 (ICgs0: 10000 bootstraps); "*N&o significativo

A alta uniformidade genética entre os gendtipos da Paraiba e Rio Grande
corrobora a alta similaridade quando comparada a alguns marcadores morfolégicos
(tipo da semente, cor da folha, mancha na flor, presenca de linter, cor da fibra e
altura). Essa baixa divergéncia deve-se a um efeito fundador, constituido de
variedades comerciais distribuidas no passado e oriundas de programa de
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melhoramento da Embrapa Algodéo (Freire et al., 1999), além de uma histéria de
troca mutua de sementes entre os cotonicultores em ambos os estados. A alta
diferenca dos acessos coletados no Ceard dos demais estados estudados pode
estar associado a tipos de algodoeiros mocoés tipicos do sertdo cearense,
conhecidos como mocozinhos, desenvolvidos em programa de melhoramento
préprio para a regiao (Freire e Criséstomo, 1980; Moreira et al., 1982; Freire et al.,
1999).

Quando foi calculada a distancia genética de Nei (1978) entre as amostras
correspondentes a cada estado, estas apresentaram um comportamento similar as
estatisticas Gsr e Fst (Tabela 5). Os acessos de algodoeiros do estado da Paraiba e
Rio Grande do Norte sdo os menos divergentes e os mais diferenciados sao entre os
algodoeiros do Maranhdo e Ceard. Nas demais combinagfes verificam-se altos
valores de divergéncia, sendo congruente com a Vvariabilidade encontrada. Na
analise de agrupamento por estado segundo método de Neighbor Joining, o Ceara
foi aquele mais divergente; a Paraiba e o Rio Grande do Norte foram os mais
similares e se agruparam de modo intermediario ao grupo formado pelos estados do

Maranhéo e do Piaui (Figura 2).

Tabela 5 Matriz de distancia genética entre grupos de algodoeiro mocé por estado.

Paraiba Rio Grande do Norte Ceara Piaui
Rio Grande do Norte 0,016
Ceara 0,319 0,347
Piaui 0,139 0,172 0,492
Maranhao 0,231 0,210 0,605 0,177
Pl
MA
L RN
PB
CE
—
0.05

Figura 2. Agrupamento segundo Neighbor Joining dos conjuntos de algodoeiros
mocos coletados em cada estado.
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Na analise de divergéncia genética de cada um dos gendtipos de algodoeiro
mocé avaliados neste estudo verificou-se um agrupamento molecular similar ao
observado por estado (Figura 3). Os gendétipos do Ceara e do Maranh&do estdo em
grupos bem definidos e separaram-se de outros estados. Os gendtipos do Piaui
formam dois grupos, intercalados por aqueles do Maranh&o, aos quais mais se
assemelham. Algodoeiros da Paraiba e Rio Grande do Norte ndo se distinguem
entre si, tampouco formam grupo muito definido, assemelhando-se bastante a um
dos grupos do Piaui.

Parte dos materiais coletados no estado do Piaui apresentou elevada
similaridade com G. barbadense, formando um agrupamento bem definido que
incluia um individuo de G. barbadense coletado no Mato Grosso e um hibrido entre
mocé e G. barbadense. A outra parte dos materiais do Piaui, todos os gendétipos
maranhenses e alguns materiais do Rio Grande do Norte e da Paraiba parecem
possuir contribuicbes de algodoeiro herbaceo, devido a caracteristicas morfologicas
(dados ndo mostrados) e por terem se agrupado ao herbaceo, como mostra a Figura
3. Estes materiais podem ter duas origens: 1) Serem descendentes de materiais
desenvolvidos em programas de melhoramento; 2) Ou provenientes de cruzamentos
com algodoeiros herbaceo ou verdbes cultivados no passado. Os materiais
coletados no Ceard formaram um grupo a parte, sendo bem diferenciados dos
demais e aparentemente sem contribuicbes de algodoeiros herbaceos e de G.
barbadense.

A maioria dos acessos de algodoeiros mocés do estado do Rio Grande do
Norte e da Paraiba foi bastante similar, agrupando separadamente dos materiais
coletados nos outros estados. Eles devem representar os algodoeiros mocos tipicos,
oriundos do Seridd, em concordancia com o verificado por Freire e Moreira (1991).

Essa estruturacdo molecular observada entre os algodoeiros mocoés coletados
provavelmente deva-se ao rezoneamento da espécie estabelecidos principalmente
nos estados do Ceara, Rio Grande do Norte e na Paraiba como medida de mitigar a

incidéncia do verdao nos estados nordestinos (Freire e Criséstomo, 1980)
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Legenda

@ Paraiba
®Rio Grande do Norte
@Piaui
@Maranhao
O Ceara
| Hibrido (Moco x
Barbadense)
B Barbadense o
O BRS Cedro A L Y
®
o

—
0.1

Figura 3. Agrupamento segundo Neighbor Joining de gendtipos de algodoeiro moco
avaliados.

Os algodoeiros mocés apresentaram elevada diversidade genética dentro dos
estados, e uma expressiva diferenca entre as unidades da Unido (dendrogramas e
estatisticas Fst e Gst) (Tabela 2). A diferenca acentuada entre os tipos cultivados
em cada estado deve-se a acdo antropica e indica haver baixa migracao, exceto

para os materiais da Paraiba e Rio Grande do Norte.
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Os marcadores de microssatélites tem permitido reconhecer a existéncia de
um certo nivel de estruturagcdo molecular em algodoeiros. Valores de variabilidade
tém auxiliado no delineamento das estratégias de conservacdo ex situ de
populacdes naturais de algodoeiro silvestre (Batista, 2005), de germoplasma de G.
barbadense e G. hirsutum (Almeida, 2007; Ribeiro, 2008).

Com base nestas informacdes, a amostragem de algodoeiros mocoés deve ser
realizada isoladamente nos estados do Maranhdo, Piaui e Ceara, ndo sendo
possivel priorizar coletas de um estado em detrimento do outro. J& para os estados
do Rio Grande do Norte e da Paraiba, a amostragem de coleta pode ser em

conjunto devido a compartilharem de uma variabilidade similar.
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5.4 CONCLUSOES

e Os estados do Piaui, Ceard, Paraiba e Rio Grande do Norte apresentam
elevada diversidade genética de algodoeiro mocé mantida in situ;

e Com excecdo dos algodoeiros dos estados da Paraiba e Rio Grande do
Norte, ha diferencas genéticas significativas entre os algodoeiros mocés dos
estados estudados, sendo essencial a preservacdo em banco de germoplasma

ex situ;
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6. DISCUSSAO GERAL

O conhecimento da distribuicdo dos locais de ocorréncia dos algodoeiros e a
analise da diversidade tem sido objeto de estudo h& anos em instituicdes privadas e
publicas (Freire, 2000; Carvalho et al., 2003; Ulloa et al., 2006). Mais 0 seu emprego
em programas de melhoramento tem sido limitado ou pouco descrito (Bowman,
2000). O algodoeiro moco é uma espécie adaptada ao semi arido nordestino que foi
amplamente cultivada na regido no século XX, e drasticamente reduzida por causas
diversas. Embora coletas e avaliacdo de diversidade e distribuicdo do algodoeiro
mocd nos estados nordestinos teham sido anteriormente realizadas (Braga Sobrinho
e Freire, 1983; Freire e Moreira, 1991; Freire et al., 1990), em vista do
desaparecimento da cultura, atualizaram-se diagnose da manutencéo in situ e a
ampliacdo da colecdo. Atualmente, o pouco que resta deste tipo de algodoeiro
ocorre como algodao de fundo de quintal, feral, e como voluntaria em lavouras e
beira de estrada. Ainda se encontra, também, em lavouras comerciais. Estas so
foram observadas no estado do Ceard; entretanto em 2007, segundo dados
publicados no IBGE (2009) foram encontradas em todos os estados analisados e
Pernambuco, com uma area plantada de 849 hectares.

Medidas urgentes devem ser tomadas para que o algodoeiro mocé nao
desapareca e juntamente com eles seus valores agricolas. A Embrapa tem se
preocupado em preservar o germoplasma do algodoeiro mocé desde sua fundacéo
em 1975. Concentrando esforcos em expedi¢cdes de coletas, no desenvolvimento de
cultivares, na multiplicacédo e distribuicdo de sementes melhoradas e na geracao de
conhecimento de praticas de convivio com bicudo. Mas nada disso evitou a drastica
reducdo da espécie no semi arido. E provavel que acdes complementares devessem
ter sido implementadas, a exemplo, das medidas legislativas propostas por Moreira
et al., (1989) em estabelecer uma politica de pre¢cos minimos para fibra do Serido;
oferecer linhas de crédito para incentivar o plantio de algodoeiro moco; liberacdo de
50% do ICM arrecadado pelas as usinas de beneficiamento do algodoeiro moco
para incentivar a producéo de sementes, o fomento e a divulgacéo da cultura.

Este trabalho de caracterizacdo in situ de algodoeiro mocé encontrado no
semi arido nordestino e de variabilidade molecular ttm uma grande relevancia para

conservacdo dos recursos genéticos e para programas de melhoramento. O
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entendimento do modo como os algodoeiros mocOs remanescentes in situ, nos
estados nordestinos, estdo sendo mantida, a localizacao precisa de sua distribuicéo
geografica por Sistema de Posicionamento Global (GPS) e a caracterizacéo
genética por marcadores de DNA nao tinham sido realizados até entéo.

Essas informacdes sdo importantes. As sementes ou estacas de coleta vém
sendo multiplicadas e suas caracteristicas morfolégicas avaliadas. Em conjunto com
os dados de coleta (Albrana, 2009) e caracterizacdo molecular, espera-se sugerir
melhoria na estratégia de conservacdo ex situ atuais, como também no
estabelecimento de medidas a maximizar a diversidade genética em coleta de
sementes para compor bancos de germoplasma, como o da Embrapa. A escolha de
materiais para constituir avaliagdes de pré-melhoramento também é facilitada, como
a valoracdo do germoplasma coletado quanto as caracteristicas agronémicas e de
fibra.

Estratégias tradicionais de manutencéo in situ, que normalmente adaptam-se
a espécies nativas, ndo parecem ser um meio adequado a conservacado dos
recursos genéticos dos algodoeiros mocdés ainda presentes na regido, uma vez que
dependem do plantio, e portanto da preservacdo de costumes. Podem ser possiveis
acOes de educacédo que visem esclarecimento das pessoas que mantém algodoeiros
em quintais da importancia de sua manutencao in situ como recurso genetico.

Conforme a elevada diversidade genética ainda encontrada nos estados
analisados néo se deve priorizar a selecédo de sementes de um estado em relacdo a
outro. As coletas devem ser feitas de forma separada em cada estado, amostrando
o0 maximo de individuos. E apenas para os algodoeiros dos estados da Paraiba e Rio
Grande do Norte podem ser realizada em conjunto ou um em detrimento do outro.
Observou-se nas expedicdes que o numero de algodoeiros remanescentes se
encontra em declinio acentuado. Coerentemente, os dados moleculares mostram
gue a variabilidade genética existente estd ameacada, principalmente por efeito da
deriva, indicada pelos altos indices de endogamia, nos diferentes locos analisados e
nos estados.

Estes algodoeiros detém de um reservatério genético que pode ser utilizado
no desenvolvimento de cultivares. A geragdo de produtos de valor agricola tem sido
adquirida com uso da variabilidade genética de germoplasma de algodoeiro mocd,
por exemplo, o desenvolvimento de cultivares de fibra colorida (Freire, 1999). Outro
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valor agregado a espécie é a alta qualidade da fibra e tolerancia a seca, o que faz

com que permaneca como doadora de genes para estas caracteristicas.
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8. Anexo |

Anotac&o do tamanho dos alelos em pares de bases e das frequéncias alélicas, por

loco em cada estado.

Locos Tzzrrr;agttl © Pparaiba Rio ?\Irgrrt]ge do Piaui Maranhdo Ceara
236 0,000 0,028 0,000 0,000 0,000

243 0,059 0,000 0,043 0,034 0,000

BNL 1434 248 0,647 0,889 0,596 0,966 0,106
257 0,176 0,083 0,064 0,000 0,754

266 0,118 0,000 0,266 0,000 0,099

274 0,000 0,000 0,032 0,000 0,042

149 0,000 0,000 0,234 0,067 0,000

BNLS840 160 0,000 0,000 0,106 0,000 1,000
173 0,563 0,588 0,660 0,933 0,000

181 0,438 0,412 0,000 0,000 0,000

108 0,281 0,105 0,064 0,000 0,021

112 0,125 0,079 0,011 0,000 0,171

117 0,063 0,000 0,053 0,000 0,114

BNL2496 125 0,281 0,500 0,500 0,952 0,129
126 0,000 0,158 0,106 0,032 0,250

135 0,000 0,000 0,160 0,000 0,050

148 0,250 0,158 0,106 0,016 0,007

167 0,000 0,000 0,000 0,000 0,257

195 0,133 0,225 0,156 0,000 0,234

199 0,533 0,500 0,411 0,967 0,500

BNL1421 207 0,267 0,225 0,267 0,033 0,258
222 0,000 0,000 0,067 0,000 0,000

228 0,000 0,050 0,044 0,000 0,000

248 0,067 0,000 0,056 0,000 0,008

157 0,031 0,000 0,255 0,065 0,000

164 0,031 0,000 0,000 0,000 0,767

BNL1551 169 0,781 0,889 0,564 0,000 0,183
173 0,094 0,111 0,128 0,935 0,042

176 0,063 0,000 0,053 0,000 0,008

BNL3103 191 0,077 0,079 0,109 0,000 0,000
193 0,077 0,184 0,152 0,000 0,080

197 0,115 0,105 0,065 0,000 0,030

199 0,462 0,579 0,304 0,935 0,010
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204 0,269 0,000 0,326 0,065 0,260
206 0,000 0,053 0,022 0,000 0,620
209 0,000 0,000 0,022 0,000 0,000
171 0,824 0,950 0,628 0,968 0,893
CIR311 179 0,059 0,025 0,277 0,032 0,036
188 0,118 0,025 0,096 0,000 0,071
150 0,000 0,075 0,053 0,000 0,042
CIR246 158 0,059 0,100 0,000 0,000 0,063
161 0,941 0,825 0,947 1,000 0,847
172 0,000 0,000 0,000 0,000 0,049
131 0,000 0,000 0,326 0,032 0,021
CIR212 140 0,971 0,975 0,533 0,968 0,972
145 0,029 0,025 0,120 0,000 0,007
141 0,118 0,050 0,202 0,081 0,022
145 0,000 0,000 0,149 0,032 0,000
CIR148 146 0,000 0,000 0,000 0,000 0,036
147 0,000 0,075 0,043 0,000 0,101
151 0,882 0,875 0,606 0,887 0,841
242 0,000 0,000 0,000 0,000 0,014
245 0,147 0,075 0,000 0,000 0,042
249 0,559 0,775 0,047 0,000 0,908
CIR203 250 0,294 0,100 0,000 0,000 0,035
251 0,000 0,000 0,360 0,672 0,000
255 0,000 0,000 0,384 0,310 0,000
267 0,000 0,050 0,209 0,017 0,000
192 0,706 0,850 0,564 0,967 0,819
CIR249 196 0,118 0,000 0,202 0,000 0,042
198 0,000 0,100 0,021 0,033 0,028
200 0,176 0,050 0,213 0,000 0,111




