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RESUMO

O mercado internacional da floricultura apresenta-se em constante crescimento. No Brasil o ramo
da floricultura cresce a cada ano. Um dos entraves desta expansdo ¢ a comercializagdo de mudas
com patdgenos. O cultivo de embrido possibilita a produgdo de propagulos vegetais livres de
doengas, com plantios mais uniformes e com maior precocidade. O objetivo deste trabalho foi
analisar a variabilidade genética de mudas de Heliconia bihai provenientes de cultivo embrides
(CE) comparadas as mudas de propagagao vegetativa (PV), utilizando o marcador molecular do
tipo RAPD. O DNA foi extraido de 19 diferentes individuos, sendo dez provenientes de
propagacao vegetativa e nove de cultivo de embrido. Estes foram analisados e amplificados com
seis oligonucleotideos de RAPD. Os oligonucleotideos de RAPD, utilizados demonstraram-se
eficientes no estudo da variabilidade em H. bihai, pois amplificaram com eficacia e detectaram
bastante polimorfismo. O dendrograma mostrou que houve a formagao de dois grupos, sendo em
um destes a separagdo de dois subgrupos pelo tipo de propagagdo. Os agrupamentos mostraram-
se bastante proéximos quando sao considerados os coeficientes de similaridade genética. Os dados
gerados por meio de RAPD demonstraram uma alta similaridade dos materiais propagados por
cultivo de embrido com os individuos propagados vegetativamente (81%), ndo inviabilizando a
propagacao por cultivo de embrides in vitro. Nossos resultados sugerem, que para estudo de
variabilidade genética em H. bihai, dados gerados através da técnica RAPD foram bastante
satisfatorios. O coeficiente desta variagdo genética ¢ essencial para o desenvolvimento de

estratégias de propagacao em escala comercial do material vegetal estudado.

Palavras-chave: Heliconia, polimorfismo, escala comercial, variagao genética.
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ABSTRACT

Application of molecular marker RAPD for analysis of genetic variability in deriving
changes of Heliconia bihai of embryo culture and vegetative propagation

The international market of the floriculture is presented in constant growth. In Brazil the branch
of the floriculture grows to each year. One of the impediments of this expansion is the
commercialization of dumb with illnesses. The embryo culture makes possible the production of
free vegetal parts of illnesses, with plantations more uniforms and bigger precocity. The
objective of this work was to analyze the genetic variability of changes of Heliconia bihai
proceeding from culture embryos (CE) compared with the changes of vegetative propagation
(PV), using the molecular marker of type RAPD. The DNA was extracted of 19 different
individuals, having been ten proceeding ones from vegetative propagation and nine of embryo
culture. These had been analyzed and amplified with six oligonucleotideos of RAPD. The
oligonucleotideos of RAPD, used had demonstrated efficient in the study of the variability in H.
bihai, therefore they had amplified with effectiveness and they had detected polymorphism
sufficiently. The dendrograma showed that it had the formation of two groups, being in the one
of this separation of two sub-groups for the type of propagation. The groupings had revealed
sufficiently next when the coefficients of genetic similarity are considered. The data generated by
means of RAPD had vegetative demonstrated one high similarity of the materials propagated for
culture of embryo with the propagated individuals (81%), not making impracticable the
propagation for culture of embryos in vitro. Our results suggest that for study of genetic
variability in H. bihai, data generated through technique RAPD had been sufficiently
satisfactory. The coefficient of this genetic variation is essential for the development of strategies

of propagation in commercial scale of the studied vegetal material.

Keyword: Heliconia, polymorphism, scale commercial, genetic variation.
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CAPITULO I - INTRODUCAO GERAL
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1. INTRODUCAO
1.1 Situacio da floricultura

O mercado internacional da floricultura apresenta um crescimento anual em torno de
10%, gerando uma receita de aproximadamente US$ 94 bilhdes (Ribeiro et al., 2002). No Brasil,
de acordo com Florabrasilis 2002, o faturamento mensal do varejo foi da ordem de R$ 13,8
milhoes, valor obtido a partir de levantamento realizado em 53 principais cidades de 12 estados,
entre abril e outubro de 2002 (Aki & Perosa, 2002). Historicamente, o balanco de importacao e
exportacao brasileiras de flores de corte e plantas ornamentais foi superavitario. Em 2003, o
comeércio exterior brasileiro de produtos da floricultura teve um desempenho favoravel, com um
aumento de 30% no valor total exportado em relagdo ao ano anterior, atingindo o patamar inédito
de USS$ 20 milhdes em vendas para o exterior. Holanda, Estados Unidos, Itilia e Japao
continuaram em 2003 sendo os principais paises de destino dos produtos da floricultura brasileira
(Kiyuna, 2004).

O setor de floricultura no Brasil vem se expandindo e se destacando como uma nova
alternativa de geracdo de emprego e renda no agronegocio nacional. No mercado doméstico,
segundo dados do Ibraflor, o setor movimenta, anualmente, algo em torno de US$ 750 a 800
milhdes. O consumo doméstico é de aproximadamente US$ 4,7 per capita, que se apresenta em
declinio. Entre 1994 ¢ 1998, o consumo chegou a US$ 6,0 per capita, porém longe dos padroes
mundiais. Na Sui¢a ¢ na Noruega, por exemplo, o consumo per capita chega a US$ 170 ¢ US$
143, respectivamente. Na Alemanha, US$ 137, nos EUA, US$ 36 e¢ na Argentina, US$ 25
(Revista SEBRAE, 2005).

O Brasil, por possuir caracteristicas de clima e solo apropriados que favorecem a
producdo de flores temperadas e tropicais vem aumentando a sua area cultivada. Das 200
espécies de flores mais cultivadas no Brasil, cerca de 166 sdo consideradas tropicais (SEBRAE-

PE, 2003).
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De acordo com o Ministério da Agricultura, hd 50 mil pessoas prestando servigos para
2.500 produtores do setor de flores, sendo que a maioria se encontra na categoria de pequenos €
médios empresarios (FLORES, 2001). Ao se considerar que ha cerca de 15 pessoas, em média,
por hectare, trabalhando na producdo de flores e plantas ornamentais, estima-se que sejam
gerados aproximadamente 72.750 empregos no Brasil, no setor de flores (Aki & Perosa, 2002).

Comparando-se o setor de flores com os demais setores, observa-se a sua maior
capacidade de gerar empregos diretos e indiretos (respectivamente, 225,93 e 121,38). E
importante ressaltar que o setor agropecuario que gera 107,17 de empregos diretos e 31,15 de
empregos indiretos por R$1 milhdo produzido (Anefalos et al., 2003)

Novas politicas governamentais vém estimulando o crescimento da floricultura no Brasil,
incrementando e otimizando o desenvolvimento de toda cadeia produtiva de flores no pais. Para
maximizar a sua producdo e reestruturar o setor, foi criado o Programa de Desenvolvimento
Sustentado da Floricultura PROFLORES e FLORA BRASILIS, que visam aumentar a
exportagdo de flores, sobretudo as tropicais (Aki & Perosa, 2002). Os principais Estados
produtores de flores no Brasil s3o: Sdo Paulo, Rio Grande do Sul, Parand, Santa Catarina, Minas
Gerais, Rio de Janeiro, Pernambuco, Ceara e Alagoas.

O Estado de Pernambuco, pelas suas condigdes edafoclimaticas, tem o privilégio de poder
abrigar tanto as flores de clima tropical quanto as de clima temperado. O calor e umidade do
litoral e da Zona da Mata viabilizam o cultivo das flores tropicais; O micro-clima frio de altitude
existente nas regides serranas do agreste propiciam o desenvolvimento das flores de clima
temperado (Teixeira & Zarzar, 2002).

Pernambuco vem se consolidando como o maior produtor de flores tropicais do pais.
Apesar das dificuldades, a produgado das flores tropicais vem crescendo 20% ao ano (Andrade et

al., 2003). Cerca de 90% das flores tropicais produzidas no Estado abastece o mercado nacional e
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o restante destina-se aos compradores internacionais principalmente para o mercado europeu
com destaque para Portugal, Inglaterra e Holanda. (Andrade et al., 2003).
1.2 Origem

As heliconias sdo plantas de origem tropical, encontradas nas Américas Central e do Sul
desde o nivel do mar até 2000m de altitude e nas ilhas do Pacifico Sul at¢ 500m. Entre as plantas
tropicais, a heliconia se destaca como resultado de seu cultivo e popularizagdo, como flor de
corte e planta para paisagismo. No Brasil, as heliconias estdo distribuidas, principalmente, na
Mata Atlantica e na regido da Amazonia, com aproximadamente 40 espécies (Heliconias, 2005-
http://www.sebrae-sc.com.br/noticias/mostrar materia.asp?cd_noticia=10904(2005).

Em 1985, com a fundacdo da “Internacional Heliconia Society”, houve um maior
interesse no estudo de varios aspectos sobre o género (Daniels, 1991). As heliconias por serem
bastantes exoticas e despertarem um grande interesse para o comércio de flores de corte e
paisagismo, nos tempos de hoje, sdo encontradas em diversos paises do mundo em areas tropicais
como o Hawai e Ilhas Fiji, onde ndo sdo nativas (Berry & Kress, 1991). Elas sao
predominantemente de regides umidas, porém ha espécies que ocorrem em dareas de secas
periddicas. Sdo encontradas a pleno sol ou em areas sombreadas de florestas primarias (Criley &
Broschat, 1992).

1.3 Descricao Botanica

As heliconias pertencem a ordem Zingiberales, anteriormente pertencente a familia
Musaceae, que recentemente passou a ser denominada Heliconiaceae (Castro, 1995b). A ordem
Zingiberales ¢ composta pelas familias Musaceae (bananeiras), Strelitziaceae (ave-do-paraiso e
arvore do viajante), Lowiaceae, Heliconiaceae (heliconias), Zingiberaceae (gengibres), Costaceae
(costus); Cannaceae (cana da India) e Marantaceae (Castro, 1995b). O género Heliconia é o
unico na familia Heliconiaceae (Berry & Kress, 1991) e possui entre 120 a 150 espécies. Sao

plantas herbaceas, perenes com bracteas de cores muito variadas e por isso sdo muito apreciadas
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para fins ornamentais (Criley & Broschat, 1992). Existem quatro subgéneros em Heliconiaceae:
Taeniostrobus Kuntze (Griggs); Griggsia Andersson; Stenochlamys Baker e Heliconia
(Andersson 1981; 1985; 1992). Os subgéneros Stenochlamys e Heliconia apresentam o maior

numero de espécies distribuidas no Brasil (Kress, 1990b; Andersson 1992).

Existe uma grande variedade de espécies de Heliconia e sdo identificadas de maneira
geral, a partir de diferengas morfoldgicas, coloracao das flores e bracteas e da durabilidade na
pos-colheita, porém a diferenca entre alguns cultivares nem sempre ¢ muito facil de visualizar
(Kress, 1988).

Nas heliconias existe também uma variacao fenotipica entre regides, como por exemplo:
as de determinadas regides da Venezuela, da bacia Amazonica Central, da Costa Rica e¢ do
Panama, possuem uma tendéncia ao polimorfismo, enquanto as heliconias de micro-climas como
das florestas montanhosas da Venezuela, do sul do México a Honduras e da regido nordeste dos
Andes tendem a ter populagdes morfologicamente mais constantes (Criley & Broschat 1992).

1.4 Descricao Morfolégica e Propagacio

As inflorescéncias de Heliconia sdo tirsiformes e cada inflorescéncia parcial corresponde
a um cincino (Dahlgren et al., 1985; Andersson, 1998). Nas espécies neotropicais 0s cincinos sao
envoltos por bracteas de coloragdo viva (Dahlgren et al., 1985; Berry & Kress, 1991; Andersson,
1998). As bracteas também protegem botdes florais e frutos em desenvolvimento (Endress,
1994).

As heliconias sdo plantas perenes, herbaceas, rizomatosas, com caule ereto, aéreo,
formado por bainhas de folhas sobrepostas denominado pseudocaule (Criley & Broschat, 1992).
Variam de 0,50 a 10,00 m de altura, e no apice do pseudocaule forma-se apenas uma
inflorescéncia terminal, ereta ou pendente, com bracteas bastante coloridas (Berry & Kress,

1991).
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Em Heliconia as bracteas podem ser cimbiformes ou lanceolado-conduplicadas, sendo um
dos caracteres importantes na separacao dos sub-géneros. Em Heliconia, Andersson (1985;
1992), utilizando a anatomia como ferramenta para a diferenciacao dos subgéneros, mostrou que
espécies com bracteas cimbiformes geralmente apresentam canais de ar grandes e numerosos
feixes de fibras proximos a superficie abaxial. J4 as espécies com bracteas lanceoladas
apresentam canais de ar pequenos ¢ numero reduzido de feixes de fibras proximos a superficie
abaxial.

Quanto a disposicao das folhas, as heliconias sdo classificadas como: musoides (maioria
das espécies), folhas verticais em relagdo ao pseudocaule; zingiberdide, folhas dispostas
horizontalmente de peciolos curtos; e candide, peciolo curto ou de médio comprimento, com
posi¢ado obliqua a haste (Berry & Kress, 1991)

As flores sdo hermafroditas com coloragao que varia de amarelo a branco. As flores
abrem seqiiencialmente a cada um ou dois dias, antes da abscisdo da ultima flor aberta, ou
senescéncia, como observado na maioria das espécies (Broschat & Donselman, 1983). Cada flor
permanece aberta somente por um dia, porém existem muitas flores por bracteas e muitas
bracteas por inflorescéncia, o que prolonga a fase de florescimento (Berry & Kress, 1991).

Estudos feitos por Berry e Kress, (1991) mostraram que os principais polinizadores das
heliconias nos Tropicos Americanos sdo os beija-flores e os morcegos. A vasta gama de cores
das bracteas atraem os beija-flores a longas distancias (Doorn, 1999). As flores, que estdo
alojadas nas bracteas, possuem dois picos de producdo de néctar sendo o primeiro logo no inicio
da manha e o outro apds o meio-dia (Abalo, 1999).

As heliconias podem ser propagadas por sementes ou rizomas. A propagagdo por
sementes ¢ pouco utilizada devido o tempo que a planta leva para florescer e porque, as vezes,

sdo dificeis de germinar (Berry & Kress, 1991). Os passaros, roedores e esquilos sdo
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responsaveis pela dispersdo das sementes quando os frutos ficam maduros (Abalo, 1999;
Montgomery, 1986).

A propagacdo por rizoma, que ¢ a forma mais utilizada pelos produtores de heliconias,
favorece a disseminacao de fitopatdgenos entre as areas de cultivo por geragdes sucessivas. As
heliconias ramificam bastante e emitem novas plantas, formando touceiras, que, de acordo com a
espécie, sao bastante densas (Chapman, 1995), sendo divididas para a obtengao de novas mudas.
Uma mesma espécie pode apresentar grande variagdo quanto ao porte, dependendo da variedade,
cultivar ou forma de conducao (Berry & Kress, 1991).

O cultivo de embrido vem sendo utilizado na horticultura ornamental como um sistema
rapido de multiplicacdo, possibilitando a producao de propagulos vegetais livres de doengas, com
plantios mais uniformes e com maior precocidade (Sato et al. 1999).

O cultivo in vitro de apices caulinares de heliconia ¢ freqiientemente prejudicado por
contaminagdes endofiticas, conforme registrado por diversos autores (Nathan et al., 1992,
Atehortua, et al, 1997, Dias & Rodrigues 2001). Portanto, torna-se necessaria a avaliacdo de
tipos de explantes, menos freqlientemente utilizados para micropropagacdo, para o
estabelecimento dessa cultura in vitro.

1.5. Cultivo de Embriao

Cruzamentos interespecificos e intergenéricos oferecem aos melhoristas de plantas um
método para aumentar a variabilidade genética e para transferir genes desejaveis entre espécies,
principalmente das silvestres para as cultivadas. Em tais cruzamentos podem ocorrer barreiras
tanto pré como pos-fertilizagdo, resultando em sementes invidveis e embrides abortivos. O uso de
hibridacdo entre espécies diferentes é freqiientemente limitado por falhas no desenvolvimento do
endosperma, culminando com degeneragdo dos embrides antes que atinjam a maturidade.
Embrides hibridos podem ser salvos se forem removidos antes que ocorra o aborto e cultivados

artificialmente em um meio nutritivo. Melhoristas de frutiferas tém tido sucesso no resgate de
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embrides e posterior obtencdo de plantas a partir de frutos sem sementes de videira (Emershad et
al., 1989; Gribaudo et al., 1993).

O embrido originado de um processo normal de fecundacao pode ser facilmente separado
e cultivado sob condigdes assépticas em meio de cultura adequado, mantendo-se geneticamente
estavel e produzindo descendentes idénticos. Para a remog¢dao do embrido, basta-se desinfestar
apenas a superficie externa da semente, visto de que o embrido encontra-se alojado em regidao
estéril da semente. Assim, o indice de contaminagdo in vitro ¢ muito baixo em relagdo aos
demais explantes (Illg, 1986).

O meio de cultura adequado, tanto para propagacao quanto para a cultivo de embrides,
deve ser adaptado para cada espécie. Em estudos envolvendo meio de cultura para embrides, ¢
utilizada amplamente a solu¢do de Knop (Andreoli, 1986). Embora diferentes meios sejam
capazes de manter os microcultivos de embrides, o mais utilizado ¢ o MS (Murashige & Skoog,
1962).

Em heliconias, para favorecer o desenvolvimento do embrido zigdtico in vitro até a
formagdo de planta e, posteriormente, a multiplicacdo das mudas a partir de gemas laterais, se faz
necessaria a adequagdo da concentragio dos sais do meio nutritivo, de fontes de carboidratos e de
reguladores de crescimento que possibilitem a micropropagacdo a partir desse explante (Nathan
et al., 1992).

Uma das desvantagens da utilizacdo do cultivo de embrido in vitro é a segregacao
genética, sendo necessaria a avaliagdo genética das plantas provenientes desse tipo de
propagacdo (Hu & Ferreira 1998), para que essa técnica possa, ou nao, ser aplicada no processo
de propagacgdo comercial em larga escala.

1.6. Marcadores Moleculares
Muitas caracteristicas vegetativas sdo influenciadas por fatores ambientais, apresentam

variagdo continua, requerem muito tempo para serem completadas, deixam varias duvidas
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quando se trata de genotipos com caracteristicas muito similares e ndo podem ser realizadas em
qualquer periodo do ano ou ciclo da planta (Bianchi et al. 2003; Lima et al., 2001).

Devido ao desenvolvimento nos campos da biologia molecular e genética, uma grande
variedade de técnicas para analisar polimorfismos genéticos tem sido disponibilizada. Os
marcadores moleculares ¢ um dos métodos mais eficazes para o estudo da diversidade genética
(Laborda, 2003). Segundo Sakiyama (1993), utiliza-se o termo “marcador” para designar fatores
morfologicos, fisioldgicos, bioquimicos ou genéticos passiveis de serem identificados e que
permitem o estudo comparativo de genotipos e de suas progénies. Marcadores moleculares sao
regides do genoma passiveis de serem detectadas e cuja presenga ou auséncia pode caracterizar
um organismo, porém, a seqiiéncia ¢ a fun¢do dos nucleotideos, na maioria das vezes sdo
desconhecidas (Gostimsky et al., 1999).

Tém sido, portanto, utilizados em andlises genéticas com as mais diversas finalidades, tais
como identificagdo de clones, linhagens, hibridos, cultivares, paternidade, estimativas de
diversidade, fluxo génico, taxa de cruzamento, parentesco e na constru¢do de mapas genéticos
(Buso et al., 2003). Esses marcadores podem diferir com respeito a caracteristicas importantes
como abundancia gendmica, nivel de polimorfismo detectado e informacdo genética,
especificidade dos locos, reprodutibilidade, requerimentos técnicos e investimento financeiro
(Buso et al., 2003).

Os primeiros marcadores "modernos" foram as isoenzimas, seguidas cronologicamente
pelo RFLP (Botsteisn et al., 1980; Grodzicker et al., 1974; Solomon & Bodmer, 1979), pelo
RAPD-Random Amplified Polymorphic DNA- (Willians et al., 1990), por SSR (Litt & Luty,
1989; Tautz, 1989; Weber & May 1989), pelo AFLP (Vos et al., 1995), entre outros. Todos esses
tipos de marcadores possuem grande potencial para estudos genéticos basicos e/ou aplicados,
respeitando-se as limitagdes de cada um. Dentre esses estudos podem ser citados evolucao,

variabilidade genética, caracterizacdo de germoplasma (prote¢ao de cultivares, pureza genética,
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monitoramento de fecundagdo cruzada, entre outros), selecdo assistida por marcadores e
mapeamento genético (Milach, 1998).

Com marcadores disponiveis adequados e distribuidos por todo o genoma, ¢ possivel
avaliar todas as regides cromossOmicas quanto aos seus efeitos na manifestagdo de caracteres
quantitativos (Stuber et al., 1987).

RLFPs, RAPDs, AFLPs, e SSRs revolucionaram a andlise da variabilidade genética
vegetal pois revelaram métodos mais confiaveis e mais praticos na obtengdo de informagdes
sobre diversidade genotipica. Apesar de serem varios os métodos de estudo da diversidade,
nenhum deles mostra-se tao eficaz como os marcadores moleculares. Dados obtidos por meio de
técnicas moleculares superam a maioria das limitagdes existentes nas demais formas de analise.
Caracteristicas como numero de marcadores praticamente ilimitado, auséncia da influéncia de
fatores ambientais, grande quantidade de locos polimorficos, acesso indistinto a contribuicdo de
ambos genitores e, principalmente, o fato de permitirem comparagdes entre genotipos,
considerando-se 0 DNA propriamente dito, tornam esse tipo de marcador diferenciado no que diz
respeito a estimativa de diversidade genética (Laborda, 2003).

“Um bom marcador” deve ser polimoérfico entre os parentais e apresentar segregacao
mendeliana para essa populagdo. Outros aspectos também sdo importantes tais como custo por
unidade de genotipagem, neutralidade fenotipica e abundancia dos marcadores moleculares no
genoma (Tanksley, 1993). O sucesso de qualquer tecnologia de marcador ¢ dependente da
disponibilidade de um grande niimero de marcadores altamente polimorficos, de uma estreita
relacdo de liga¢ao entre o loco marcador e o carater de interesse (Dudley, 1993) e da facilidade
com que os marcadores podem ser utilizados (Senior et al., 1996).

O surgimento da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) na década de 80,
desenvolvida por Mullis & Faloona (1987), permitindo a sintese enzimatica de milhdes de copias

de um segmento especifico de DNA, provocou uma verdadeira revolu¢do nas técnicas de
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biologia molecular, facilitando muito o trabalho do laboratério. Técnicas que fazem uso da PCR,
tém acelerado o desenvolvimento de novos sistemas para obtencao de marcadores de DNA (Salla
et al., 2002). Sao exemplos os AFLPs, RAPs, SSRs, que abriram novas e inumeras possibilidades
de utilizagdo do polimorfismo encontrado na molécula de DNA.

Dentre os diversos tipos de marcadores atualmente disponiveis, os marcadores RAPD
destacam-se pelas vantagens que apresentam em termos de simplicidade, por serem aplicaveis a
um grande numero de espécies, € por permitirem a analise de um grande niimero de locos. Os
RAPDs consistem em um dos marcadores moleculares mais usados em estudos genéticos
(Oliveira et al., 2001).

Segundo Lynch & Milligan (1994), o uso deste tipo de marcador possibilita, ainda, uma
amostragem aleatoria mais ampla do genoma do que aquelas proporcionadas por outras classes
de marcadores. No entanto, o uso de marcadores dominantes tem sido muito limitado pela falta
de informagdo genotipica do marcador, ndo sendo possivel identificar o genotipo heterozigoto
(Ferreira & Grattapaglia, 1998).

1.6.1. Marcador RAPD

Entre os marcadores de DNA, o que primeiro se destacou foi a técnica do RAPD por
possibilitar analise gendmica, sem a necessidade do prévio conhecimento das seqiiéncias do
organismo sob estudo (Laborda, 2003). Marcadores RAPD sao tecnicamente mais simples que
outros tipos de marcadores, como SSR, RFLP,ente outros, facilitando o estudo de um grande
numero de locos, e fornecendo uma amostragem aleatéria maior (Williams et al., 1990).

Os RAPDs sdo um dos marcadores moleculares mais usados em estudos genéticos
(Oliveira et al., 2001). Essa técnica tem se mostrado eficiente na identificacdo da variabilidade
genética em diversos grupos de plantas, pode ser usada como uma ferramenta auxiliar em

programas de melhoramento, aplicada na obtencdo de mapas genéticos € consiste em uma
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poderosa ferramenta para a identificacdo de cultivares (Calixto, 2003; Obara-Okeyo & Kako,
1998).

Inimeras sdo as vantagens dos marcadores RAPD, como exemplo: a técnica ndo utiliza
radioatividade, ndo esta sujeito a efeitos pleiotropicos, epistaticos ou ambientais € pode ser
utilizada em qualquer tipo de tecido ou estadio de desenvolvimento da planta (Nowbuth et al.,
2005), ndo requer conhecimento prévio da seqliéncia alvo a ser amplificada, necessita de
pequenas quantidades de DNA, além de ser aplicavel a qualquer espécie. Aliados a estas
vantagens estdo o baixo custo, facilidade e rapidez no emprego da técnica. Embora haja poucos
estudos comparando diretamente os diferentes tipos de marcadores, a maioria das comparagoes
sugere que os marcadores RAPD e Isoenzimas revelam padrao similar de diversidade genética,
mas os RAPDs tendem a fornecer marcas relativamente especificas de populacdes , racas ou
espécies (Peakall et al., 1998).

O RAPD ainda ¢ amplamente utilizado em diversas areas do conhecimento. Na
agricultura, tem sido usado no estudo da diversidade genética de plantas (Howell et al.,1994;
Bhat & Jarret, 1995); mapeamento genético (Fauré et al., 1993; Williams et al.,1993), na
identificagdo de variedades ornamentais, descricdo de gendtipos de cultivar e na protegdo de
cultivares (Williams et al., 1990; Camlin, 2001; Debener, 2001b).

Williams et al. (1990) consideram os polimorfismos do DNA amplificados, via
iniciadores aleatérios, também chamados de “primers”, como excelentes marcadores genéticos.
Essa técnica tem sido largamente empregada na geracdo de polimorfismo em algumas culturas,
como, em rosas (Matsumoto & Fukui, 1996), Cymbidium (Obara-Okeyo & Kako, 1998), citrus
(Schéfer et al., 2004), antirio (Ranamukhaarachchi et al., 2001; Buldewo & Fakim, 2002;
Nowbuth et al., 2005), ameixa (Bianchi et al., 2003) e maracuja (Viana et al., 2003).

Entretanto RAPD também tem limitagdes significantes quando comparados com

marcadores codominantes. A dominancia limita as inferéncias feitas com RAPDs, especialmente
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em estudos de organismos diploides, e podem fornecer algum viés em algumas caracteristicas
genéticas quando comparados a marcadores multialélicos e codominantes (Lynch & Milligan,
1994).

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo comparar geneticamente
mudas de H. bihai, provenientes de embrido zigotico, com mudas propagadas vegetativamente,

avaliando através de marcadores moleculares do tipo RAPD.
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CAPITULO II — Marcador molecular do tipo RAPD na detec¢iio de variabilidade genética

em Heliconia provenientes de cultivo de embrido e de propagacao vegetativa

Este trabalho foi enviado para publica¢do na Revista de Pesquisa Agropecuaria Brasileira— PAB
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RESUMO

O objetivo do trabalho foi analisar a variabilidade genética de mudas de Heliconia bihai
proveniente de cultivo de embrides in vitro (CE) comparados as mudas de propagacdo
vegetativa (PV), utilizando o marcador de polimorfismo de DNA amplificados ao acaso
(RAPD) para detectar a esta variabilidade genética. Os fragmentos de DNA gerados por
RAPD foram avaliados pela presenca (1) ou auséncia (0) de banda e gerada uma matriz
bindria. Anélises de agrupamentos foram realizadas para expressar, em forma de
dendrograma, a variabilidade genética entre e dentro desses dois tipos de propagacdo. A
técnica do tipo RAPD foi capaz de detectar polimorfismo em ambos os métodos de
propagacdo. Nossos resultados sugerem que, para estudo de variabilidade genética em H.
bihai, a utilizagdo do marcador do tipo RAPD foi satisfatorio. De acordo com os resultados do
RAPD, hé bastante similaridade genética entre os dois tipos de propaga¢do, abrindo portas
para outros tipos de propagacdo (cultivo de embrido) mais rapidos e seguros. O coeficiente de
variagdo genética ¢ essencial para o desenvolvimento de estratégias de propagagdo em escala

comercial do material vegetal estudado.
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Palavras-chave: Heliconia bihai, polimorfismo, variagdo genética.
ABSTRACT
Molecular marker of type RAPD in the detention of genetic variability in Heliconia

proceeding from culture of embryo and vegetative propagation

The objective of the work was to analyze the genetic variability of changes of Heliconia bihai
proceeding from embryos culture in vitro (CE) compared with the changes of vegetative
propagation (PV), using the random amplified polymorphic DNA (RAPD) to detect this
genetic variability. The fragments of DNA generated for RAPD had been evaluated by the
presence (1) or absence (0) of band and generated a binary matrix. Analyses of groupings had
been carried through to express, in dendrograma form, the genetic variability inside enters and
of these two types of propagation. The technique of type RAPD was capable to detect
polymorphism in both the propagation methods. Our results suggest that, for study of genetic
variability in H. bihai, the use of the marker of type RAPD was satisfactory. In accordance
with the results of the RAPD, have sufficiently genetic similarity enter the two types of
propagation, opening doors for other types of propagation (embryo culture) faster e safe. The
coefficient of genetic variation is essential for the development of strategies of propagation in

commercial scale of the studied vegetal material.

Keyword: Heliconia bihai, polymorphism, genetic variation.
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INTRODUCAO

A floricultura vem crescendo muito nos ultimos anos, tanto em extensao como no
volume de comercializagdo. O volume do mercado internacional gira em torno dos US$ 94
bilhdes, tendo uma possibilidade de demanda do dobro deste valor (Ribeiro et al., 2002).

O setor de floricultura no Brasil vem se expandindo e se destacando como uma nova
alternativa de geracdo de emprego e renda no agronegdcio nacional. No mercado doméstico,
segundo dados do Ibraflor, o setor movimenta, anualmente, algo em torno de US$ 750 a 800
milhoes (Revista SEBRAE, 2005).

No Nordeste, o Estado de Pernambuco tem se destacado como um dos maiores
produtores de heliconias (Heliconia spp.), além de ter sido o pioneiro em cultivos comerciais.
A regido da Zona da Mata, particularmente, apresentou um aumento de mais de 1.000% na
area plantada nos ultimos anos (Aki & Perosa, 2002; Junqueira & Peetz, 2002). As
exportacdes da floricultura tropical atualmente se concentram em flores frescas de corte.
Pernambuco se encontra na quarta colocagdo em termos de exportacao de flores frescas, e tem
cerca de 1% de participacdo no mercado global brasileiro. O principal destino dessas
mercadorias continua sendo os paises da Europa, como Portugal, Italia, Alemanha, Holanda,
entre outros (Aki & Perosa, 2002).

As heliconias sdo propagadas vegetativamente pelos produtores, o que favorece a
disseminagdo de fitopatdgenos entre as areas de cultivo por geragdes sucessivas. O cultivo in
vitro vem sendo utilizado na horticultura ornamental como um sistema rapido de
multiplicagdo, producdo de propagulos vegetais livres de doencgas, possibilitando plantios
mais uniformes e com maior precocidade (Sato et al. 1999). Entretanto, em heliconias, os
explantes provenientes de cultura in vitro de dapices caulinares sdo freqiientemente
prejudicados por contaminacdes endofiticas, conforme registrado por diversos autores

(Nathan et al., 1992; Atehortua, 1997; Dias & Rodrigues, 2001). Portanto, torna-se necessaria
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a utilizacao de outros tipos de explantes para o estabelecimento dessa cultura in vitro, dentre
os quais destacam-se os embrioes.

Segundo Hu & Ferreira (1998), entretanto um dos entraves para a utilizagdo do
embrido zigotico como explante inicial para a micropropagacdo ¢ a variabilidade existente,
sendo necessaria a avaliagdo genética das plantas provenientes desse tipo de propagagao.
Apesar de serem varios os métodos de estudo da diversidade genética, nenhum deles mostra-
se tao eficaz como os marcadores moleculares. Marcadores baseados em variagoes de
seqiliéncias de DNA foi uma grande revolucao nas metodologias moleculares e novas técnicas
comegaram a ser aplicadas com objetivos de retratar com maior precisdo a diversidade entre
genotipos vegetais (Laborda, 2003).

A técnica de RAPD se destacou inicialmente por possibilitar a analise genomica, sem
a necessidade do prévio conhecimento das seqiiéncias do organismo em estudo (Jarret &
Gawel, 1995). Os oligonucleotideos modificados por um simples nucleotideo produzem
diferentes perfis de bandas, de forma que a técnica RAPD pode gerar polimorfismo entre
gendtipos muito proximos. E, devido a usar pouco material e poder ser visualizado em gel de
agarose, torna possivel selecionar rapidamente elevadas quantidades de materiais (Deng et al.,
1995).

Assim, os marcadores de RAPD foram extensivamente utilizados para distinguir a
variagdo genética intraspecifica em plantas ornamentais ¢ na detec¢do de clones (Collins et
al., 2003; Arus, 2000; Debener, 2001). A técnica de RAPD tem sido largamente empregada na
detec¢do de polimorfismo em algumas culturas (Obara-Okeyo & Kako, 1998), tais como,
rosas (Matsumoto & Fukui, 1996), Cymbidium (Obara-Okeyo & Kako, 1998), citrus (Oliveira
et al., 2001), anturio (Ranamukhaarachchi et o al., 2001; Buldewo & Jaufeerally-Fakim, 2002;

Nowbuth et al., 2005), ameixa (Bianchi et al., 2003) e maracuja (Viana et al., 2003).
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O objetivo do trabalho foi estudar a variabilidade genética de mudas de Heliconia
bihai, provenientes do cultivo de embrides (CE) e de propagacao vegetativa (PV) utilizando

os marcadores moleculares do tipo RAPD.

MATERIAIS E METODOS

Material Vegetal

Foram coletadas 19 amostras, de diferentes touceiras de H. bihai. Destas, dez oriundas
de propagacao vegetativa (PV) e nove oriundas de cultivo de embrido (CE) (Tabela 1).
Extracdo de DNA

O DNA gendmico foi extraido pelo método CTAB 2% (Doyle & Doyle, 1990) com
modificagdes. Folhas frescas (1g) foram homogeneizadas, em cadinho com o auxilio de
pistilo, em nitrogénio liquido. Apods a obtengdao de um po fino, este foi transferido para tubos
de microcentrifuga (2,0 mL) contendo 700 pL de tampdo de extracio [1%
polyvinylpyrrolidone (PVP), 2% CTAB (p/v), 1,4M NaCl, 2% (v/v) de 2-mercaptoetenol,
20mM EDTA, 100mM Tris-HCI- pH 8,0]. Ap6s 30 min de incubacdo a 65°C, adicionou-se
volume igual de cloroférmio dalcool isoamilico (24:1), homogenizou-se suavemente as
amostras e, em seguida, as mesmas foram centrifugadas por 5 min a 14000 rpm, para
separacdo das fases. A fase superior foi transferida para um novo tubo (1,5 mL), no qual
adicionou-se 2/3 do volume da amostra de isopropanol gelado, permanecendo por 30 min em
gelo. Em seguida, centrifugou-se novamente por 5 min a 7000 rpm. Descartou-se o
sobrenadante, e o precipitado foi lavado por duas vezes com 1 mL de etanol a 70% (v/v) e
uma vez com etanol a 100% (v/v) gelado e posto para secar a temperatura ambiente (TA). O
DNA foi ressuspenso em 30 pL de 4dgua ultrapura estéril e acrescido de RNAse (20 pg/mL),

incubado a 37°C por 30 min e estocado a -20°C.
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Eletroforese e Quantificacdo do DNA

O DNA foi analisado em eletroforese de gel de agarose a 0,8% (p/v), em tampao TBE
(Tris borato 0,09M, EDTA 0,002M), a 100V durante 1 hora. Ap6s a eletroforese, o gel foi
corado com Syber Gold (1X Molecular Probes), visualizado em ultravioleta (UV) e
fotogratado em um fotodocumentador digital Vilber Lourmat. A concentracdo do DNA foi
estimada por comparacdo com marcador de massa molecular conhecida (Low DNA massa

Ladder — INVITROGEN) e cada amostra foi diluida para 15 ng/mL em agua ultrapura estéril.

Ensaios de RAPD

As reacoes de amplificacdo do DNA foram realizadas em termociclador MJ Research,
Inc., PT 100 Programmable Thermal Controller (Watetown, USA). Cada reagao de 25 pL, foi
constituida de: 10 mM de Tris-HCI (pH 8,0), 2 mM de MgCl,, 50 mM de KCI, 100 uM de
cada um dos desoxirribonucleotideo trifosfato (DNTPs), 0,4 mM de um 1nico
oligonucleotideo iniciador, 1U da enzima Tag-DNA polimerase ¢ 15 ng de DNA. Foram
utilizados 44 oligonucleotideos de seqiiéncias arbritarias (Operon Technologies), sintetizados
pela Invitrogen.Utilizou-se o programa de amplificagdo de: 5 min a 94°C, seguido de 35
ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 37°C e 1min a 72°C, seguidos de 5 min a 72°C (extensao
final dos fragmentos). Os fragmentos de DNA amplificados foram separados por eletroforese
em géis de agarose a 1,2% (p/v) em tampao TBE (Tris borato 0,09M EDTA 0,002M), a
100V, por um periodo de aproximadamente 1,5h. O marcador de 1kb plus DNA Ladder
(INVITROGEN) foi utilizado como padrao para estimar o peso molecular dos fragmentos
amplificados. Apos a eletroforese, os géis foram corados com Syber Gold (1X Molecular

Probes) e fotografados sob luz UV em um fotodocumentador digital Vilber Lourmat.

Analises dos dados
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Os dados obtidos pelos oligonucleotideos de RAPD foram tabulados conforme a
presenca (1) ou auséncia (0) de bandas. As similaridades genéticas entre gendtipos foram
estimadas usando-se o coeficiente de Jaccard, no programa Freetree (Versao 0.9.1.50).
Andlise de bootstrap foi realizada com 100 reamostragens, utilizando o programa Freetree
(Versao 0.9.1.50). Os dendrogramas foram construidos no programa Treeview (Page, 1996),

usando-se a opcao UPGMA (Unweighted Pair Group Method Aritimetic Average).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a analise de RAPD foram testados 44 oligonucleotideos, dos quais seis foram
selecionados para as reagdes de PCR, por gerarem mais polimorfismo e apresentarem melhor
perfil de amplificagdo (Tabela 2). Bastianel et al. (1998), utilizando 4 oligonucleotideos de
RAPD, obtiveram polimorfismo suficiente para diferenciar sementes de tangerina
provenientes de embrido zigético e nuclear. Zucchi (2002) realizou um estudo de diversidade
em Eugenia disenterica, testando 80 oligonucleotideos, e utilizando para andlise um total de
oito, sendo todos bastantes polimorficos, obtendo bons resultados. Cavallari (2004) testou 90
oligonucleotideos, dos quais somente cinco foram utilizados para as reagdes de PCR em
estudo de diversidade em Encholirium sp.

Segundo Cruz & Milach (1998) e Ferreira & Grattapaglia (1998), a reprodutibilidade
estd fortemente associada a qualidade do DNA e a padronizagao das condi¢des de reacdo. Keil
& Griffin (1994) também obtiveram padrdes de amplificagio RAPDs bastante consistentes,
ao trabalharem com FEucalyptus, verificando pequena ou nenhuma variacdo durante as
repeti¢des

Foram amplificadas, através do marcador RAPD, 59 regides de bandas das quais 43

apresentam-se polimorficas (72,9%), obtendo-se, em média, 9,83 loci por oligonucleotideo. O
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numero de bandas amplificadas normalmente ¢ fungdo da espécie, do oligonucleotideo e das
condi¢des da amplificacdo (Ferreira & Grattapaglia, 1998). O oligonucleotideo o OPAH-05
produziu maior nimero de bandas com 15 regides, sendo dez polimorficas e cinco
monomorficas. O oligonucleotideo OPAZ-14 gerou apenas uma regido de banda
monomorfica, o OPG-03 e o OPB-10 geraram trés regides de banda monomorfica cada. O
oligonucleotideo OPG-09 foi o unico que gerou todas as regides de banda polimorficas.

Provavelmente ndo ha presencga de clones entre os materiais analisados. Obara-Okeyo
& Kako (1998), estudando a variabilidade de cultivares de Cymbidium também observou uma
alta variabilidade por meio de marcador molecular RAPD nao encontrando, tampouco, clones
entre os materiais estudados.

A andlise de agrupamento para a técnica RAPD esta ilustrada na Figura 1. Observou-
se através do dendrograma pelo método UPGMA, a formagao de agrupamentos separando-se
por tipo de propagacdo, e a confiabilidade dos dados e consisténcia das bifurcagcdes
(bootstrapping), foram constatados pelos altos valores do bootstrap (Figura 1). A técnica
RAPD apresentou altos valores de bootstrap (acima de 50%) para a maioria dos grupos
formados. De posse destes valores de bootstrap pode-se demonstrar que os marcadores de
RAPD foram capazes de separar (a partir de 60% de similaridade) os individuos propagados
vegetativamente dos oriundos de cultivo de embrido. Houve uma primeira formagao de dois
grandes grupos, onde o primeiro agrupamento esta formado por CE-1 ¢ CE-7, ¢ o outro
formado pelos demais. O segundo agrupamento formado por outros dois subgrupos, dentre
dos quais observa-se a separagdo dos tipos de propagacdo em um dos subgrupos formados.
Um agrupamento foi formado por todos os individuos oriundos de propagagdo vegetativa
(PV-4, PV-5, PV-§, PV-9, PV-2, PV-3, PV-1, PV-10, PV-6 ¢ PV-7) e o outro formado por

cinco provenientes de cultivo de embridao (CE-10, CE-6, CE-3, CE-4 e CE-9).
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O coeficiente de similaridade de Jaccard demonstrou que a maior similaridade esta
entre os individuos PV-4 ¢ o PV-5 com 0,93 (93%) e o PV-8 e PV-5 com 0,93 (93%), em
propagacao vegetativa, e CE-3 e CE-4 com 0,90 (90%) em individuos oriundos de cultivo de
embrido. Os individuos mais distantes foram o CE-7 e o PV-1 com 0,49 (49%) de
similaridade (Tabela 3).

Entre os dois tipos de propagacao utilizados, os individuos mais proximos foram o
CE-3 e 0 PV-9 com 0,82 (82%) de similaridade. Houve maior distancia entre individuos do
mesmo tipo de propagagdo como ¢ o caso dos individuos PV-1 e PV-7 que se mostraram
bastante distantes, com um coeficiente de similaridade de 0,60 (60%). Os matériais mais
distantes dentro do cultivo de embrido foram o CE-8 e CE-9 com 0,53 (53%) de similaridade.
Nenhuma das bandas produzidas mostrou-se exclusiva para nenhum dos dois tipos de
propagacao ou de algum agrupamento.

Marques et al. (2004) constataram variabilidade utilizando o marcador molecular
RAPD, ao estudarem individuos de populacdes de Heliconia bihai e H. rostrata propagados
por cultivo de embrides extraidos de sementes apresentando uma variagdo de 0,47 a 0,98 na
populacdo de H. rostrata e de 0,67 a 1,00 na populagdo de H. bihai.

Segundo Silva (2005), trabalhando com Heliconia bihai, as plantas provenientes da
cultivo de embrido apresentaram maior desenvolvimento dos parametros fisiologicos
avaliados em comparacdo com as plantas provenientes de rizoma, como também, apresentou
precocidade na floragdo. Apesar das plantas provenientes do cultivo de embrido nao
apresentou alteragdes morfoldgicas nas plantas e nem nas inflorescéncias obtidas.

No presente trabalho foi observado, pelo uso do marcador RAPD, que os materiais
propagados vegetativamente, apresentaram variabilidade. Algumas plantas de propagagao
vegetativa apresentam diversidade (Ellstrand & Roose, 1987; Hamrick e Godt, 1990;

Widen et al., 1994). A fonte dessa variacdo genética pode ser resultantes de mudas



226

227

228

229

230

231

232

233

234

235

236

237

238

239

240

241

242

243

244

245

246

247

248

249

250

SILVA FILHO, M. A. Aplicacdo do marcador molecular do tipo RAPD... 44

provenientes de cruzamentos, mutagdo ou origem multiplas dos rizomas inicialmente
introduzidos na regiao de cultivo (Korpelainen et al., 1999).

Conforme Cook (1983), em espécies clonais, dois niveis de organizagdo podem ser
reconhecidos: genetos (genets) e rametos (ramets). Um geneto compreende todos os
individuos geneticamente idénticos, membros de um clone, originados de um tnico zigoto. Ja
um rameto consiste numa parte potencialmente independente de um geneto, apresentando
variacoes genéticas.

A propagacao do material vegetal em estudo neste trabalho, foi através de rizomas e
de embrides retirado de sementes, aumentando assim a variabilidade genética. Segundo Berry
e Kress (1991), a polinizagdo nas heliconias ¢ feita, na grande maioria das vezes, por
morcegos ¢ beija-flores, portanto as mudas de sementes sdo provenientes de cruzamento
aberto o qual favorece a variabilidade genética. A origem dos plantios de H. bihai, na Zona da
Mata de Pernambuco, ¢ desconhecida pois, as mudas nao foram introduzidas de maneira
uniforme, sendo procedentes de diversos locais do Brasil e do mundo.

Segundo os dados gerados através dos RAPDs, os individuos provenientes de cultivo
de embrido analisados possuem bastante similaridade com os individuos propagados
vegetativamente (82%), sendo assim, n3o inviabiliza a utilizacdo do cultivo in vitro de

embrido como forma de micropropagacao da espécie.

CONCLUSOES
A técnica de RAPD foi bastante util para detectar variabilidade tanto nos individuos de
propagacao vegetativa como nos provenientes de cultura de embrido;
De acordo com os resultados do RAPD, ha bastante similaridade genética entre os dois tipos
de propagagdo, abrindo portas para outros tipos de propagagdo (cultivo de embrido) mais

rapidos e seguros;
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A técnica de RAPD indicou variabilidade entre os individuos propagados

vegetativamente;

O dendrograma gerado pelo RAPD foi bastante satisfatorio, na formagao dos agrupamentos,

portanto, o RAPD ainda ¢ uma técnica bastante confidvel.
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Tabela 1 — Identifica¢dao dos 19 individuos de H. bihai de diferentes métodos de propagacao

Material Sigla do acesso Tipo de propagacio Identificacio da espécie Origem
1 PV1 Vegetativa (PV) Heliconia bihai Zona da mata de PE
2 PV2 Vegetativa (PV) Heliconia bihai Zona da mata de PE
3 PV3 Vegetativa (PV) Heliconia bihai Zona da mata de PE
4 PV4 Vegetativa (PV) Heliconia bihai Zona da mata de PE
5 PV5 Vegetativa (PV) Heliconia bihai Zona da mata de PE
6 PVe Vegetativa (PV) Heliconia bihai Zona da mata de PE
7 PV7 Vegetativa (PV) Heliconia bihai Zona da mata de PE
8 PVS8 Vegetativa (PV) Heliconia bihai Zona da mata de PE
9 PV9 Vegetativa (PV) Heliconia bihai Zona da mata de PE
10 PV10 Vegetativa (PV) Heliconia bihai Zona da mata de PE
11 CE1 Cultivo de Embrido (CE) Heliconia bihai Zona da mata de PE
12 CE2 Cultivo de Embrido (CE) Heliconia bihai Zona da mata de PE
13 CE3 Cultivo de Embriao (CE) Heliconia bihai Zona da mata de PE
14 CE4 Cultivo de Embrido (CE) Heliconia bihai Zona da mata de PE
15 CEo6 Cultivo de Embrido (CE) Heliconia bihai Zona da mata de PE
16 CE7 Cultivo de Embrido (CE) Heliconia bihai Zona da mata de PE
17 CES8 Cultivo de Embrido (CE) Heliconia bihai Zona da mata de PE
18 CE9 Cultivo de Embrido (CE) Heliconia bihai Zona da mata de PE
19 CE10 Cultivo de Embrido (CE) Heliconia bihai Zona da mata de PE

Tabela 2 - Seqiiéncias dos Oligonucleotideos de RAPD, ntimero e tamanho dos fragmentos

amplificados e polimorfismo produzido

Oligonucleotideos Seqiiéncia Tamanho do N° de N° de fragm. Polimorfismo
5'-3 fragmento (pb) fragm. monomor. (%)
OPAHS5 TTGCAGGCAG 2800-500 15 5 66,7%
OPAZ14 CACGGGTTCC 2200-900 7 1 87,5%
OPB 10 CTGCTGGGAC 2000-1000 5 3 40,0%
OPGO03 GAGCCCTCCA 2100-850 8 4 50,0%
OPG09 CTGACGTCAC 2800-550 13 0 100,0%
OPG10 AGGGCCGTCT 2000-550 11 3 72,7%
TOTAL 59 16 72,9%
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Tabela 3 — Matriz de similaridade do marcador RAPD: (PV-4 ¢ PV-5 com 0,93; PV-8 e PV-5 com 0,93) (CE-3 e CE-4 com 0,90); (CE-7 ¢

PV-1 com 0,49); (PV-7 e PV-1 com 0,60); (CE-9 e CE-8 com 0,53) e (CE-3 ¢ PV-9 com 0,82)

CE8 PV3 PVl PV2 CE1 CE2 PV7 CE7 PVée PV10 PV9 CE3 CE4 CE6 PV8 CE9 CE10 PV4 PVS
CE8 1,00
PV3 0,79 1,00
PVl 0,57 0,74 1,00
PV2 0,71 0,89 0,85 1,00
CE1 059 055 0,55 0,53 1,00
CE2 0,78 0,66 0,51 0,63 0,68 1,00
Pv7 0,71 0,74 0,60 0,73 0,55 0,66 1,00
CE7 0,55 055 049 0,53 0,64 0,58 0,58 1,00
PVé 0,57 0,64 0,60 0,64 0,62 0,57 0,64 0,62 1,00
PV10 0,63 0,69 0,69 0,73 0,65 0,62 0,69 0,65 0,86 1,00
PV9 0,60 0,72 0,75 0,81 0,64 0,65 0,75 0,64 0,73 0,84 1,00
CE3 0,62 065 062 068 067 0,70 062 0,67 0,59 0,67 0,82 1,00
CE4 0,60 062 062 0,69 0,64 068 0,62 0,67 063 0,68 0,80 090 1,00
CE6 0,58 0,67 0,71 0,74 0,66 0,60 0,64 0,63 0,61 0,67 0,79 082 0,83 1,00
PVv8 0,63 0,73 0,77 0,80 0,55 0,51 0,69 0,65 0,74 0,79 0,84 0,70 0,68 0,73 1,00
CE9 0,53 0,64 0,67 0,70 0,63 0,58 0,61 0,66 0,58 0,64 0,78 0,81 0,86 0,82 0,70 1,00
CE10 0,57 0,65 0,65 0,72 0,64 062 0,62 061 063 0,65 080 086 0,84 087 0,75 0,82 1,00
Pv4 0,64 0,73 0,70 0,76 0,59 0,57 0,73 0,65 0,71 0,76 0,88 0,77 0,72 0,74 091 0,74 0,78 1,00
PVS 0,68 0,78 0,74 0,81 0,56 0,55 0,67 0,63 0,72 0,77 0,82 0,72 0,66 0,68 0,93 0,68 0,73 0,93 1,00
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Figura 1 — Anaélise de agrupamento, do marcador molecular RAPD, dos 19 individuos de H.

bihai, obtida através do programa Treeview, usando o UPGMA.



