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RESUMO: A utiliza¢do de marcadores moleculares microssatélites ou SSR (Simples Sequéncia Repetitiva) tem
se mostrado uma excelente técnica para identificacdo de cultivares, andlise genealdgica e de distincia genética entre
organismos. O conhecimento da diversidade genética entre grupos de genitores por meio da utilizacdo de marcadores
moleculares vem permitindo estabelecer diferencas entre acessos de algoddo, facilitando a sele¢do de genitores a serem
empregados em programas de melhoramento. O trabalho teve por objetivo avaliar a diversidade genética entre acessos
provenientes do Banco de germoplasma de algoddo da Empresa de Pesquisa de Minas Gerais (EPAMIG) por meio de
marcadores moleculares SSR. Os 37 oligonucleotideos da série BNL amplificaram um total de 106 alelos. Uma média de
2,86 alelos por locus foi detectada, com uma média de contetido informativo de polimorfismo (PIC) de 0,068. A maior
taxa de heterozigosidade (0,15) foi obtida para o acesso Dendera e (0,12) para o acesso Giza 80. As menores taxas de
heterozigosidade (0,05) foram observadas para os acessos T-7044 e Coker-310. A partir das estimativas de dissimilaridade
de Nei a maior distancia genética foi obtida entre os acessos Giza 80 e T-7044 (0,88), e a menor distancia (0,042) entre os
acessos SL 24-82885 e o T-295. O dendrograma gerado apresentou a formacio de nove grupos distintos, sendo os acessos
Giza 80 e Dendera os mais divergentes entre os todos os estudados.

PALAVRAS-CHAVE: Gossypium sp. Dissimilaridade de Nei. SSR. Variabilidade genética.

INTRODUCAO

O algodoeiro é uma dicotileddonea, da
familia das Malvéceas. Seu género, Gossypium, é
bastante variado j4 que € composto por espécies
dipléides (2n = 2x = 26 cromossomos) e
alotetrapldides (2n = 4x = 52 cromossomos).
Atualmente, j4 foram identificadas mais de 50
espécies pertencentes ao género Gossypium, estando
distribuido amplamente pelo continente asiatico,
africano, americano e oceanico. Dentre as diversas
espécies, apenas quatro sdo consideradas
economicamente importantes, por serem as unicas
espécies cultivdveis, G. hirsutum L. e G.
barbadense L. (alotetrapléides), G. herbaceum L. e
G. arboreum L. (dipléides; CEDRONI et al., 2003).

O Brasil, considerado um dos principais
produtores mundiais de fibras té€xteis, experimentou
periodos de desestimulos na producdo algodoeira,
principalmente devido a uma série de fatores
econdmicos e  agrondmicos  desfavordveis,
resultando na queda da produgdo anual
(CARVALHO et al., 2003). No entanto, em meados
de 1997, a cotonicultura brasileira entrou em um
processo de ascensdo. Um fator importante que
possibilitou essa revitalizacdo foi a expansao da area
cultivada na regido do Centro-Oeste, principal

regido produtora do pais (MENEZES et al., 2008).
Além disso, de acordo com Carvalho et al. (2003), a
adocdo de novas tecnologias relacionadas ao
melhoramento  vegetal, direcionadas para o
desenvolvimento de variedades mais resistentes a
pragas e doengas, também tiveram participagdo
importante neste processo.

Assim como para outras culturas
agronomicamente importantes, o melhoramento
genético do algodoeiro tem ganhado atengdo
especial nos ultimos anos. Isso porque dificilmente
se encontra algum gendtipo cultivavel que possua
todas as caracteristicas agrondmicas e qualitativas
desejiveis (MENEZES et al., 2008).

Para o melhoramento do algoddo tem-se
utilizado os chamados métodos convencionais de
cruzamentos cldssicos, sendo a variagdo natural
entre os diferentes gendtipos o principal fornecedor
de novas caracteristicas fenotipicas. No entanto,
para algumas caracteristicas importantes como
resisténcia as pragas e doengas que incidem na
cultura, nao se tem obtido sucesso em sua
prospec¢dao no pool genético disponivel para o
algodoeiro (CARVALHO et al., 2003).

Sendo assim, é importante que técnicas de
avaliacdo mais criteriosas, sejam utilizadas na
caracterizacdo genotipica de subamostras e/ou
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cultivares, o que proporciona maior eficiéncia na
determinacdo da diversidade genética da populagdo
em estudo e, consequentemente, auxilia no
melhoramento genético da espécie. Dentre as
técnicas existentes, os chamados marcadores
moleculares sdo capazes de proporcionar tal efeito.

Indmeros estudos, a partir da utilizacdo de
marcadores moleculares, tém sido conduzidos para
investigar a diversidade genética em subamostras
e/ou cultivares do algodoeiro (LACAPE et al,
2007), sendo o RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphisms) (ZHANG et al.,, 2008), RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNAs) (ZHANG
et al, 2008; MALEIA et al., 2010), AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphisms)
(ZHANG et al., 2008; RAKSHIT et al., 2010) e
SSR (Simple Sequence Repeats) (ZHANG et al.,
2008; RAKSHIT et al., 2010) os mais utilizados
para estudos com algoddo (STICH et al., 2005;
AMORIM et al., 2008). No geral, tais metodologias
proporcionam  definicio de diferencas nas
sequéncias nucleotidicas dos individuos, sendo
perfeitamente aplicdveis no melhoramento vegetal,
na identificacdo de origem parental e na protecdo de
variedades, no monitoramento de cruzamentos, € em
estudos de diversidade e distancia genética (HAN et
al., 2006).

Dos marcadores mencionados, o SSR tem
sido destacado como o mais promissor (MOIANA,
et al., 2012), j4 que é baseado em uma metodologia
simples e rdpida, capaz de gerar elevado conteido
de informacdo genética que pode ser utilizada em
avaliacoes de diversidade gendmica (FERREIRA et
al., 2012). Segundo intimeros pesquisadores
(COLLARD, et al. 2005; AGARWAL, 2008; LIN et
al., 2010; KALIA et al, 2011), os microssatélites ou
SSRs estdo em grande niimero no genoma, mostram
alto nivel de polimorfismo e sdo marcadores co-
dominates presentes tanto nas regides codificadas
como ndo codificadas distribuidas ao longo do
genoma. Os locos SSR além de apresentarem
segregacdo mendeliana, também sdo altamente
multialélicos (SILVA et al., 2007). Segundo Moiana
et al. (2012), no Brasil hd poucos estudos que
tenham utilizado marcadores moleculares com o
intuito de relacionar caracteristicas estruturais de
populagdes de algoddo com diversidade genética.

Baseado no exposto acima, o presente
trabalho teve por objetivo avaliar a diversidade
genética entre subamostras pertencentes ao Banco
de Germoplasma de Algoddo (BAG) da Empresa de
Pesquisa Agropecudria de Minas Gerais (EPAMIG)
através da utilizacdo de marcadores moleculares do
tipo microssatélites.
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MATERIAL E METODOS

O material vegetal em estudo pertence ao
Banco Ativo de Germoplasma da EPAMIG,
composto por 221 subamostras. A diversidade
genética das subamostras do BAG foram
classificadas em 10 grupos a partir das andlises de
similaridade morfolégica e de fibra (CARVALHO
et al.,, 2003). De todas as subamostras, 36 foram
utilizadas para a construgdo da arvore filogenética
com os dados das caracteristicas obtidas. Dessas 36
subamostras, 32 foram selecionadas com base no
agrupamento realizado, sendo plantadas em casa de
vegetacdo localizada na Embrapa Algoddo, em
vasos de 20 litros contendo uma mistura de
massame, esterco e solo, nas propor¢des de 30-30-
40%, respectivamente.

Apés cinco semanas de desenvolvimento,
folhas foram coletadas e colocadas em nitrogé€nio
liquido para extracio de DNA (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998). As amostras de DNA
foram quantificadas em gel de agarose 0,8%,
tampao TBE 0,5X (Tris-Borato 0,045 mM, EDTA
0,001 M, pH 8,0), corado com brometo de etidio
(0,012 mg/mL) e visualizadas em transluminador
(Hing Performance Ultraviolet Transilluminator).

Para a corrida eletroforética foram aplicados
10 pL de uma solugdo contendo 1 pL. de DNA
diluido 10X, acrescido de 2 pL de tampao de
carregamento (4 g de sacarose + 0,025 g azul de
bromofenol) e 7 pL de dgua MilliQ®.

A quantificagdo do DNA das amostras foi
realizada pela comparagdo entre estas € o DNA do
bacteridfago lambda cuja concentragdo foi de 25
ng/uL. Foram aplicadas, nos géis, as seguintes
massas do A DNA: 50, 100, 150 e 200 ng.

As 32 subamostras selecionadas no Banco
de Germoplasma foram submetidas a avaliacdes
com marcadores microssatélites (Tabela 1), sendo
para isso, utilizados trinta e sete pares de
oligonucleotideos que flanqueiam as regides
microssatélites, anteriormente desenvolvidos e
publicados  pelo  Laboratério Nacional de
Brookhaven — BNL (LIU et al., 2000).

As reacOes de amplificacdo para as 32
subamostras foram realizadas em solugao total de 20
uL contendo: 10 ng de DNA gendmico de algodio;
1 puL de Taq sintetizada no Laboratério de
Biotecnologia da Embrapa Algodao; 10X Tampdo
da Taqg DNA polimerase; 0,2 mM de dNTP; 3 e 2
mM de MgCl,; e, 3 pL de oligonucleotideo (Tabela
2).
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Tabela 1. Subamostras de algodao pertencentes ao Banco de Germoplasma de Algodao da EPAMIG, utilizadas
para estudos com marcadores microssatélites. Embrapa Algoddo, Campina Grande-PB. 2005

N° Subamostra Origem/Espécie* ou observacao
1 4S 180 Grécia

2 ACALA 4-42-A EUA

3 AUBURN FG 277 EUA / Brécteas “frégo”

4 BJ 3129 EUA / Brink. — Johns resistente bact.
5 C25-6-79 EUA9

6 DENDERA Egito / G. barbadense

7 DES 24-8 EUA

8 PEE DEE 695 EUA

9 GIZA 80 Egito / G. barbadense

10 SL 22-61131 Brasil / IPEACO

11 SL 24-82885 Brasil / IPEACO

12 SL 5(3-5600) Brasil / IPEACO

13 SU 0450-8909 Brasil

14 T 277-13-2 EUA

15 T 295-1-1 EUA / Texas “race stock”, sel.

16 T 295-6-2 EUA / Texas “race stock”, sel.

17 T-7044 EUA / Progr. Melh. Shafter, Cal.
18 TAMCOT 788 EUA

19 TAMCOT SP 37 EUA

20 THORPE EUA

21 TX CABUCS 1-81 EUA

22 TXCACES 1-81 EUA

23 TX CDPS 177 EUA

24 V 79-098 EUA / Linhag. Avan¢. Oklahoma
25 V 79-109 EUA / Linhag. Avan¢. Oklahoma
26 T-295 EUA / México / tex. Raca morrilli
27 COKER-310 EUA

28 STONEVILLE 213 EUA

29 STONEVILLE 7A EUA

30 EMPIRE GRANDLES Brasil (EUA) / Sem glandulas

31 BJ 3137 EUA / Brink. — Johns resistente bact.
32 T-277-2-6 EUA

Tabela 2. Sequéncias dos 37 oligonucleotideos de microssatélites empregados para as 32 subamostras do banco

de germoplasma

Tamanho estimado do

N° Locus SSR alelo (pb) Composicdo do SSR MgCl, (mM)
1 BNL 1064 145/153 (CA)13 3,00
2 BNL 3255 232/210 (GC)AT(AC) 3 2,50
3 BNL 3599-1 193/179 (TC)s5 2,50
4 BNL 3599-2 216/212 (TC)s5 2,50
5 BNL 3649 183/193 (TO)a 2,50
6 BNL 169 198/214 (GA);5 3,00
7 BNL 1053 194/176 (AC)16 3,00
8 BNL 3065 192/182 (AG)y; 3,00
9 BNL 3279-1 126/108 (AG);s 2,50
10 BNL 3646 166/155 (TC)14 2,50
11 BNL 2553 196/200 (GA)0 2,50
12 BNL 3627 184/176 (TO)17 2,50
13 BNL 3034 158/174 (AG)12 2,50
14 BNL 1679 164/190 (AG)y7 3,00
15 BNL 3955 171/195 (CA)2 2,50
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16 BNL 2590 190/206
17 BNL 1414 138/128
18 BNL 3084 158/174
19 BNL 3971 146/122
20 BNL 2496 112/130
21 BNL 3147 165/155
22 BNL 2544 2197207
23 BNL 786 117/107
24 BNL 3359 212/218
25 BNL 3888 182/194
26 BNL 3279-2 248/256
27 BNL 3383 191/177
28 BNL 2960 150/186
29 BNL 3995 171/195
30 BNL 3902 194/174
31 BNL 3563 230/248
32 BNL 1721 188/176
33 BNL 3008 133/141
34 BNL 3558 216/212
35 BNL 1597 2017207
36 BNL 3482 140/146
37 BNL 3816 203/187

(AG)(, 3,00
(AG)6 3,00
(GA)» 3,00
(TC);5 2,50
(GA)s 2,50
(AG); 3,00
(AG)(, 3,00
(AG) 14 2,50
(AG)6 2,50
(TG)5 2,50
(TC)sT(AC)5G(CA), 2,50
(AG),AC(AG) 2,50
(GA)30 3,00
(AC) 14 3,25
(GT) 5 2,50
(CA)1i3(TA)4 3,00
(AG)y; 2,50
(GA)3 2,50
(AC)1; 2,50
(GA)3 2,50
(AC), 2,50
(TG)sTA(TG);5 2,50

A ciclagem foi obtida em termocicladores
(Eppendorf-Mastercycher Gradient), onde
inicialmente o DNA foi desnaturado a 95 °C por 12
minutos. Seguiram-se 47 ciclos de desnaturacdo -
anelamento - extens@o. Nos primeiros 11 ciclos de
amplificacdo, a desnaturagao foi feita a 94 °C por 15
segundos; a temperatura de anelamento, no primeiro
ciclo foi de 65 °C por 30 segundos, sendo diminuida
hum grau a cada ciclo (touch down), chegando a 55
°C no décimo primeiro ciclo. Para a extensdo
utilizou-se temperatura de 72 °C por 1 minuto. Os
trinta e seis ciclos restantes ocorreram a temperatura
de 94 °C por 15 segundos; 55 °C por 30 segundos e
72 °C por 1 minuto. Seguiu-se extensdo final a 72
°C por 6 minutos. Os fragmentos amplificados
foram separados por eletroforese vertical em gel de
poliacrilamida 6%, a 1.700 V por 3 horas, corados
conforme procedimento proposto por Creste et al.
(2001) e documentados em Scanner MK 300s TCE.

Para andlise dos 35 loci de microssatélites
utilizou-se o programa Genes versdo 2005.6.1
(CRUZ, 2005). O nimero médio de alelos por locus
foi obtido pela relacdo entre o ndmero total de alelos
e o ndmero total de loci. A diversidade entre as
subamostras foi calculada a partir da frequéncia
alélica, (pi) da heterozigosidade esperada entre as
subamostras e a distincia genética.

A frequéncia alélica (pi) foi estimada pela
expressdo: pij = n;; / n;.

A heterozigosidade foi calculada para os 35
loci de cada populagdo por meio da expressao:

H=1—Z:pl.2

O conteddo informativo de polimorfismo
(PIC), que fornece uma estimativa do poder
discriminatério de um marcador, sindnimo do termo
diversidade génica, foi calculado a partir da

expressdo: PIC =1— Z pl.2 - Z Z pizpj .
i

Os valores de PIC variam de zero
(monomorficos) a um (altamente discriminativo,
com vdrios alelos). O indice de diversidade genética
de Nei entre as 32 subamostras foi avaliado a partir
das estimativas de similaridade (Sii’) entre todos os
pares de subamostras (ii’) que foram convertidas em
medidas de dissimilaridades a partir do
complemento aritmético (Dii’ = 1 — Sii’). O indice
de similaridade foi obtido pela seguinte expressao:
IS = (N + 2M)/2 (D + M), onde, N = Soma dos
alelos comuns considerando todos os loci; D = N°
total de loci; e, M = N° de marcadores
monomorficos homozigotos.

A partir das distancias obtidas pelo indice
de dissimilaridade, andlises de agrupamento foram
realizadas empregando-se o método hierdrquico
aglomerativo da média aritmética entre pares nio
ponderados (UPGMA) e o método hierdrquico de
Tocher. A partir da matriz de distancia obtida pelo
método de agrupamento UPGMA, efetuou-se a
representacdo simplificada das distancias por meio
de um dendrograma, utilizando o Programa
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NTSYS-pc (ROHLF, 1992). Para avaliar a
consisténcia dos agrupamentos, andlises de
bootstrap foram calculadas, empregando-se 999
permutacoes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As 32 subamostras pertencentes ao Banco
de germoplasma de algoddao da EPAMIG, quando
avaliadas através de 37 pares de oligonucleotideos
de  microssatélites, apresentaram 95% de
polimorfismo.
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Os 37 loci de microssatélites amplificaram
um total de 106 alelos, com uma média de 2,86
alelos por locus amplificados, distribuidos entre as
32 subamostras de algoddo. Os oligonucleotideos
BNL 3482 e 3816 foram monomoérficos para todas
as subamostras, amplificando apenas um alelo por
locus. Dos 35 oligonucleotideos avaliados 17
amplificaram dois alelos (BNLs 1064, 3599-2,
3649, 3646, 2553, 1414, 3084, 2496, 3147, 2544,
3359, 3888, 3279-2, 3995, 3008, 3558 e 1597). O
oligonucleotideo BNL 3971 amplificou um total de
sete alelos. Somente um alelo, em BNL 3279-2,
mostrou uma frequéncia alta de 0,968 (Tabela 3).

Tabela 3. Nimero dos alelos, frequéncia e diversidade génica dos 35 SSR /loci das 32 subamostras de algoddo

Locus N° de Frequéncia dos alelos Diversidade génica
alelos

1  BNL 1064 2 0,062; 0,937 0,000
2 BNL 3255 3 0,625; 0,312; 0,062 0,023
3 BNL 3599-1 4 0,812; 0,062; 0,093; 0,031 0,000
4 BNL 3599-2 2 0,937; 0,062 0,000
5 BNL 3649 2 0,578; 0,421 0,011
6 BNL 169 6 0,062; 0,437; 0,031; 0,015; 0,437; 0,015 0,363
7 BNL 1053 3 0,527; 0,031; 0,453 0,363
8 BNL 3065 3 0,125; 0,812; 0,062 0,000
9 BNL 3279-1 4 0,453; 0,015; 0.500; 0,031 0,375
10 BNL 3646 2 0,906; 0,093 0,000
11 BNL 2553 2 0,062; 0,937 0,000
12 BNL 3627 3 0,937; 0,031; 0,031 0,023
13 BNL 3034 3 0,031; 0,593; 0,375 0,000
14 BNL 1679 3 0,031; 0,468; 0,500 0,375
15 BNL 3955 3 0,031; 0,937; 0,031 0,023
16 BNL 2590 4 0,016; 0,016; 0,306; 0,661 0,035
17 BNL 1414 2 0,937; 0,062 0,000
18 BNL 3084 2 0,937; 0,062 0,000
19 BNL 3971 7 0,031; 0,031; 0,062; 0,281; 0,140; 0,078; 0,375 0,375
20 BNL 2496 2 0,937; 0,062 0,000
21 BNL 3147 2 0,937; 0,062 0,000
22 BNL 2544 2 0,937; 0,062 0,000
23 BNL 786 6 0,046; 0,468; 0,265; 0,156; 0,031; 0,031 0,093
24 BNL 3359 2 0,937; 0,062 0,000
25 BNL 3888 2 0,062; 0,937 0,000
26 BNL 3279-2 2 0,968; 0,031 0,023
27 BNL 3383 3 0,937; 0,031; 0,031 0,000
28 BNL 2960 4 0,062; 0,781; 0,062; 0,093 0,000
29 BNL 3995 2 0,906; 0,093 0,000
30 BNL 3902 3 0,343; 0,593; 0,062 0,000
31 BNL 3563 3 0,015; 0,562; 0,421 0,328
32 BNL 1721 5 0,062; 0,531; 0,187; 0,156; 0,062 0,000
33 BNL 3008 2 0,062; 0,937 0,000
34 BNL 3558 2 0,437; 0,562 0,000
35 BNL 1597 2 0,062; 0,937 0,000
36 BNL 3482 1 - -
37 BNL 3816 1 - -
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A avaliacdo da diversidade genética entre as
subamostras do Banco de Germoplasma de Algodao
da EPAMIG, por meio de marcadores moleculares
SSR, mostrou a formacdo de grupos préximos, o
que deve ter sido ocasionado principalmente pelo
grande nimero de subamostras que foram
originadas de programas de melhoramento.

Os resultados obtidos neste trabalho sdo
compativeis com os apresentados por Liu et al.
(2000), que avaliando a diversidade genética de
subamostras de algodao, a partir da utilizagcdo de 56
pares de oligonucleotideos da série BNL,
verificaram a amplificacdo de 62 loci polimérficos,
sendo que destes, um total de 325 alelos foram
amplificados, com média de cinco por marcador. Da
mesma forma, Moiana et al. (2012) buscando
identificar a diversidade genética e a estrutura
populacional de 43 cultivares e linhagens de
algoddo, observaram que dos 33 marcadores SSRs
utilizados, 15 apresentaram a amplificacdo de 104
alelos polimérficos. No entanto, Menezes et al.
(2008) estudando 65 linhagens e 4 genétipos de
algoddo, verificaram que apenas 9 dos 19 pares de
iniciadores SSR utilizados apresentaram
polimorfismo, sendo que cada iniciador amplificou
apenas um loco, sendo o nudmero de alelos
produzidos nos locos polimérficos igual a 2. Ja
Rakshit et al. (2010) verificaram que dos 177
iniciadores SSR testados, apenas quatro detectaram
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algum tipo de polimorfismo entre as linhagens
avaliadas.

Marcadores microssatélites t€m sido muito
utilizados para a caracterizacdo de vdrias espécies,
devido suas vantagens em relagdo a outros
marcadores, como RFLPs, RAPDs e AFLPs
(KALIA et al, 2011). Os loci de microssatélites sdo
multialélicos, amplificando, em média, de um a sete
alelos por locus (MENEZES et al, 2008;
MUZZALUPO et al., 2009; CRUZ et al., 2009;
MOIANA et al., 2012). Chiba et al. (2003)
estudando 12 variedades de meldo, detectaram cerca
de trés alelos por locus para 28 loci de
microssatélites. Em variedades de pimenta, Kwon et
al. (2005) observaram um numero médio de alelos
amplificados por locus de 3,3 para 27 loci
polimérficos avaliados, amplificando de dois a sete
alelos por marcador.

A taxa de heterozigosidade média
determinada pelo indice de diversidade de Nei entre
as subamostras de algoddo é demonstrada na Figura
1. A maior taxa de heterozigosidade (0,15) foi
obtida para a subamostra Dendera, seguido pela
subamostra Giza 80 (0,12). As menores taxas de
(0,05) foram observadas para as subamostras T-
7044 e Coker-310. A maioria das subamostras
apresentaram  heterozigosidade de 0,085,
correspondendo a um nivel baixo de diversidade
genética.

oo f—

o oo

F1 F: F5 F7T F
Fz2 F4 Fo F2

F 11
1arF 1

o
F

F1zF
=F 14

Figura 1. Heterozigosidade média das 32 subamostras (P) de algoddo avaliadas com 35 marcadores

microssatélites.

A baixa taxa de heterozigosidade
determinada entre as subamostras de algoddo do
BGA EPAMIG pode ser determinada pelo alto
indice de parentesco entre as subamostras. Segundo
Queiroz et al. (2000) a endogamia resulta do

acasalamento de individuos aparentados, sendo
capaz de alterar a constituicdo genética da
populacdo. Isto se dd por meio do aumento da
homozigose e, consequentemente, da diminui¢cdo da
heterozigose, alterando assim, a frequéncia
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genotipica, mas ndo as frequéncias génicas. Em
plantas como o algoddo que apresentam sistema
misto de reproducdo, diferentes coeficientes de
endogamia sdo encontrados devido a variagdes nas
taxas de autofecundagdo natural (PEDROSA, 2005).

Os valores do conteddo informativo de
polimorfismo (PIC) refletem a diversidade e a
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frequéncia alélica entre variedades, medindo a
diversidade de cada marcador. A média dos valores
de PIC dos 35 loci de marcadores de microssatélites
foi de 0,068 com oscilagdo de 0 a 0,375. Entre os 35
loci de microssatélites, 22 apresentaram PIC igual a
zero. Os marcadores mais informativos foram BNLs
169, 1053, 3279, 1679, 3971 e 3563 (Tabela 4).

Tabela 4. Conteddo informativo de polimorfismo (PIC) avaliado para os 35 loci de microssatélites entre os 32

acessos de algodio

N° Loci PIC N° Loci PIC
1 BNL 1064 0,000 19 BNL 3971 0,375
2 BNL 3255 0,023 20 BNL 2496 0,000
3 BNL 3599-1 0,000 21 BNL 3147 0,000
4 BNL 3599-2 0,000 22 BNL 2544 0,000
5 BNL 3649 0,011 23 BNL 786 0,093
6 BNL 169 0,363 24 BNL 3359 0,000
7 BNL 1053 0,363 25 BNL 3888 0,000
8 BNL 3065 0,000 26 BNL 3279 0,023
9 BNL 3279 0,375 27 BNL 3383 0,000
10 BNL 3646 0,000 28 BNL 2960 0,000
11 BNL 2553 0,000 29 BNL 3995 0,000
12 BNL 3627 0,023 30 BNL 3902 0,000
13 BNL 3034 0,000 31 BNL 3563 0,328
14 BNL 1679 0,375 32 BNL 1721 0,000
15 BNL 3955 0,023 33 BNL 3008 0,000
16 BNL 2590 0,035 34 BNL 3558 0,000
17 BNL 1414 0,000 35 BNL 1597 0,000
18 BNL 3084 0,000 Média 0,068

Os valores PIC determinam a diversidade
entre as subamostras, detectando alelos
heterozigotos existentes nas amostras avaliadas. Os
valores determinados de PIC (Tabela 4) demonstram
baixa distribuicdo dos alelos nas amostras avaliadas.
Azmat e Khan (2010), analisando a diversidade
genética de 25 variedades de algodao através do uso
de marcadores SSRs, encontraram valores de PIC
entre 0,000 e 0,744. Folkertsma et al. (2005)
identificaram 100 subamostras de Sorghum bicolor
L. de uma colecdo de 293, através da utilizagdo de
21 oligonucleotideos desenvolvidos para esta
espécie. O valor do PIC, para estes 21 marcadores,
apresentou média de 0,44, sendo o valor minimo de
conteuido informativo de 0,06 e o maximo de 0,81.
Em milho, dos 215 pares de marcadores de
microssatélites, 50 apresentaram-se bem
distribuidos entre os dez cromossomos avaliados
para a cultura, amplificando um total de 262 alelos,
sendo os valores de PIC entre 0,24 a 0,90 com
média de 0,61 de conteido informativo
(LABORDA et al., 2005).

Liu et al. (2000) avaliando o contetido
informativo de subamostras de algoddo através do
uso de 62 marcadores microssatélites da série BNL,

observaram média de 0,31, com valores minimos de
0,05 e médximo de 0,85, sendo os oligonucleotideos
mais informativos os: BNLs 2572 (0,76), 1053
(0,71), 1721 (0,74) e 3649 (0,85). Diferentemente
do observado por Liu et al, apenas o
oligonucleotideo BNL 1053 (Tabela 4) encontra-se
entre os que tiveram maiores valores de PIC para as
subamostras do BGA da EPAMIG determinados
neste estudo.

A partir das estimativas de dissimilaridade,
a maior distancia genética foi verificada entre as
subamostras Giza 80 e T-7044 (0,88), e a menor
distancia (0,042) entre as SL 24-82885 e a T-295.

A partir da matriz de distincia, o
dendrograma foi obtido aplicando-se o método
aglomerativo da UPGMA. A consisténcia do
agrupamento foi avaliada a partir de andlises de
bootstrap, efetuando-se 1000 permutacdes, gerando
o dendrograma consenso entre as subamostras
estudadas (Figura 2). A andlise de agrupamento pelo
método UPGMA apresentou um ajuste de
correlacdo cofenética de 0,98 com os dados
originais, indicando que o agrupamento obtido é
representativo dos dados.
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O dendrograma obtido a partir da matriz de
dissimilaridade de dados pelo método aglomerativo
UPGMA apresentou a formagdo de nove grupos,
sendo o primeiro formado pelas subamostras
Dendera e Giza-80, ambas de origem Egipicia / G.
barbadense. A subamostra mais distante em relagdo
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a Dendera e Giza-80 foi a subamostra 4S-180
origindria da Grécia, a qual constituiu isoladamente
um grupo em relacdo as demais subamostras. A
tendéncia de agrupamento das demais subamostras,
no geral, ocorreu de acordo com as suas origens
(Figura 2).

T.285-1-1
EMPIRE-GRANDLES :l_

BI3137

T-285-6-2
TAMCOT-183

DENDERA =

GIE Bl ]

gl 033

075 10

Figura 2. Dendrograma obtido pelo método aglomerativo UPGMA, relacionando os 32 acessos de algodao
baseado na informagao de 35 loci de microssatélites.

A partir do agrupamento utilizando-se o
método de Tocher, também se verificou a formacao
de nove grupos (Tabela 5). Coincidentemente, da
mesma forma como observado para o método
UPGMA, verificou-se a formagdo de um grupo (4)
composto pelas subamostras Dendera e Giza-80. No
entanto, pelo método de Tocher, o grupo 1 foi
formado pela maioria das subamostras, as quais pelo
método de agrupamento UPGMA encontram-se
distribuidas em varios grupos.

O sucesso em programas de melhoramento
vegetal reside na existéncia de variabilidade na
populacio que se deseja estudar. A divergéncia
genética pode ser avaliada a partir de caracteres
moleculares, agrondmicos e morfolégicos, onde
informacdes multiplas de cada subamostra podem
ser expressas em medidas de dissimilaridade, que
representam a diversidade existente no conjunto de
subamostras estudadas (CRUZ; CARNEIRO, 2003).
Embora os dados morfolégicos e agrondmicos
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sejam de grande importincia para avaliar a
diversidade genética em determinado estudo, estes
devem ser interpretados com cautela, devido a
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possiveis efeitos ambientais (interagdes gendtipo—
ambiente).

Tabela 5. Agrupamento obtido pelo método de Tocher das subamostras avaliadas por marcadores

microssatélites
Grupos Acessos

1 SL 24-82885 (11), T-295 (26), SL 22-61131 (10), TXCACES 1-81 (22), PEE DEE
695 (8), TAMCOT SP 37 (19), V-79-109 (25), THORPE (20), TX CABUCS 1-81
(21), TX CDPS 177 (23), STONEVILLE 213 (28), STONEVILLE 7A (29), C25-6-79
(5), T-277-2-6 (32), COKER-310 (27), 4S 180 (1) e AUBURN FG 277 (3).

2 ACALA 4-42-A (2), T-277-13-2 (14), SL 5(3-5600) (12), T-295-1-1 (15) e SU 0450-
8909 (13)

3 EMPIRE GRANDLES (30) e BJ 3137 (31)

4 DENDERA (6) E GIZA 80 (9)

5 T-7044 (17) e TAMCOT 788 (18)

6 BJ 3129 (4)

7 T-295-6-2 (16)

8 V-79-098 (24)

9 DES 24-8 (7)

A caracterizacdo por métodos moleculares
tem sido ultimamente utilizada nos estudos de
diversidade (AGARWAL et al., 2008; MALEIA et
al. 2010; KALIA et al, 2011; MOIANA et al., 2012)
pois as sequéncias de DNA e proteinas sdo
estritamente herddveis, o que nem sempre ocorre
para muitos dos caracteres morfoldgicos. Segundo
Borém e Caixeta (2006), dados moleculares sido
mais receptivos a tratamentos quantitativos que os
morfolégicos, j4 que teorias matemadticas e
estatisticas mais sofisticadas estdo desenvolvidas
para andlises de sequéncias de DNA, enquanto que
estudos morfoldgicos sdo baseados em sua esséncia
nas argumentacdes qualitativas.

O trabalho de caracterizagcdo agrondmica
por meio de descritores associados aos componentes
de produgdo e de fibras realizado por Carvalho et al.
(2003), detectou grande variabilidade genética, entre
as 221 subamostras, sendo estas agrupados em 10
grupos distintos. No estudo de Carvalho et al. a
maior distancia euclidiana obtida foi de 4,36 entre
as subamostras S8186 e T-295-1-1, sendo a menor
distancia (0,25) entre as subamostras TX CACES 1-
81 e TX CDPS 177. Com a utiliza¢do de marcadores
moleculares microssatélites (SSR), dentre as 32
subamostras, as quais também foram avaliadas
agronomicamente por Carvalho et al., verificou-se a
formacdo de 9 grupos, sendo a maior distancia
obtida entre as subamostras Giza-80 e T-7044 (0,88)
e a menor distincia entre as subamostras SL 24-
82885 e T-295 (0,042).

Em comparacio aos resultados obtidos por
Carvalho et al. (2003) e os apresentados neste
trabalho, pode-se inferir que a diversidade genética
obtida por meio de marcadores moleculares SSR é
mais minuciosa e precisa na formagao de grupos.
Isso porque, os marcadores moleculares sdo menos
influenciados a variagdes de forma geral, o que a
torna uma importante ferramenta em estudos de
variabilidade genética entre subamostras,
eliminando-se possiveis clones de subamostras e
permitindo uma melhor selecdo de gendtipos mais
estdveis para serem utilizados em programas de
melhoramento.

CONCLUSOES

Agrupamentos realizados por marcadores
moleculares microssatélites (SSR) foram diferentes
dos obtidos a partir das andlises realizadas por
descritores agron0micos;

As subamostras Dendera e Giza 80, quando
avaliadas por marcadores moleculares, foram as que
apresentaram maior diversidade genética;

A diversidade genética obtida por meio de
marcadores moleculares SSR é mais minuciosa e
precisa na formag¢do de grupos, podendo ser
utilizada com mais precisdo para a avaliacdo da
diversidade genética de subamostras de bancos de
germoplasma.
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ABSTRACT: The use of microsatellite molecular markers or SRS (Simple Repetitive Sequence) has proved to
be an excellent technique for cultivar identification, genealogical analysis and genetic distance between organisms. The
knowledge of genetic diversity among groups of parents through the use of molecular markers has allowed establishing
differences among accessions of cotton, facilitating the selection of parents to be used in breeding programs. The study
aimed to assess the genetic diversity among accessions from the germplasm bank Cotton Research Company of Minas
Gerais (EPAMIG) using SRS markers. The 37 primers from BNL series amplified a total of 106 alleles. An average of
2.86 alleles per locus was detected with average polymorphism information content (PIC) of 0.068. The highest rate of
heterozygosity (0.15) was obtained for access Dendera and (0.12) for Giza 80. The lowest rates of heterozygosity (0.05)
were observed for the accessions Coker T-7044-310. From the Nei “s dissimilarity estimation the largest genetic distance
was observed between Giza 80 and T-7044 (0.88), and the shortest distance (0.042) between accessions 24-82885 SL and
T-295. The dendrogram generated showed the formation of nine distinct groups, accesses Giza 80 and Dendera were the
most divergent among all studied.

KEYWORDS: Gossypium sp. Nei’s dissimilarity. SRS. Genetic variability.
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