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ANALISE NUMERICA DOS ELETROFOREGRAMAS DE GLIADINAS
DE CULTIVARES DE TRITICALE'

ELISEU BINNECK?, JORGE LUIZ NEDEL?, ODIR A. DELLAGOSTIN*, SILMAR T. PESKE® E A.C.S.A. BARROS?®

RESUMO - Buscando automatizar o processo de identificagdo de cultivares pelo método de
eletroforese de proteinas, o presente trabalho teve por objetivo avaliar a viabilidade da utilizagao
de valores de intensidade das bandas como dados adicionais de polimorfismos na discriminagao
de cultivares e comparar o comportamento de varios coeficientes de similaridade na analise dos
eletroforegramas de gliadinas. Os eletroforegramas de gliadinas de quatro cultivares de triticale
estreitamente relacionadas foram comparados pela analise computacional utilizando seis
coeficientes de similaridade binarios (presenca/auséncia) (Jaccard, Sorensen-Dice, Nei & Li, Simple
Matching, Yule e Baroni-Urbani) e cinco quantitativos (Pearson product moment correlation,
Spearman, Percent Similarity, Modified Morisita e Gower). As analises quantitativas dos
eletroforegramas levaram em conta a intensidade das bandas, disposta em diferentes nimeros de
classes, possibilitando avaliar o efeito da variabilidade desse parametro. Foram utilizadas cerca
de 60 amostras individuais de sementes de cada cultivar. Apesar do baixo polimorfismo intervarietal,
os coeficientes médios de similaridade dentro das cultivares sempre foram maiores do que entre
cultivares, o que indica o alto poder discriminatorio dos testes. O estudo demonstra a viabilidade
de identificar cultivares de triticale pela comparagdo numérica dos dados de eletroforese de
gliadinas, obtidos das amostras, com uma biblioteca de eletroforegramas. Esse procedimento garante
uma comparagdo mais objetiva dos eletroforegramas, em relag@o a analise visual. Foi constatado
também, que a intensidade (densidade) das bandas nos eletroforegramas de gliadinas ¢ muito
variavel, sendo portanto um parametro pouco confiavel na analise de polimorfismos de gliadinas
em triticale. Ainda com relagdo ao pardmetro intensidade, ha uma perda progressiva na
confiabilidade dos resultados de comparagdo com o aumento no niimero de classes de intensidade.

Termos para indexagao: coeficientes de similaridade, identificacdo de cultivares, eletroforese.

NUMERICAL ANALYSIS OF GLIADINS ELETROPHOREGRAMS
OF TRITICALE CULTIVARS

ABSTRACT - Aiming the automatization of cultivar identification by protein electrophoresis, the
objective of this work was evaluate the feasibility of using band intensity values as polimorphism
aditional data on cultivar discrimination and compare different similarity coefficients on the analysis
of gliadins electophoregrams data. Electrophoregrams of gliadinas take from four cultivars of
triticale closely related were compared by the computer-assisted analysis using six binary (presence/
absence) coefficients of similarity (Jaccard, Sorensen-Dice, Nei & Li, Simple Matching, Yule and
Baroni-Urbani) and five quantitative coefficients (Pearson product moment correlation, Spearman,
Percent Similarity, Modified Morisita and Gower). The intensity of bands used on the quantitative
analysis of electrophoregrams was distributed in different number of classes of intensity, making
possible to evaluate the effect of variability on this parameter. It was used about 60 single seed
samples of each cultivar. In spite of low inter-varietal polymorphism, the coefficient means within
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of the cultivars was always greater than between cultivars. That clearly shows the high discriminating
power of the tests. With this study we demonstrate the viability of identifying triticale cultivars by
the numeric comparison of gliadin electrophoresis data with a library of electrophoregrams. It
allows a more objective comparison of the electrophoregrams, comparing to visual analysis. We
also found a great variability on intensity (density) data of bands. The parameter intensity is therefore
not much reliable on gliadins polymorphism analysis in triticale. Hence about the intensity, there
is a progressive lost on reliability of the results as increase the number of intensity classes.

Index terms: similarity coefficients, cultivar identification, electrophoresis.

INTRODUCAO

A necessidade de métodos precisos e confidveis para a
identificacdo e avaliagdo da pureza genética de cultivares,
cada vez mais numerosas, tem se tornado urgente com a in-
troducdo da lei de protecao de cultivares e conseqiiente ne-
cessidade para a protegdao dos genotipos. Além disso, como
as cultivares sdo atualmente melhoradas para usos especifi-
cos, por exemplo, qualidade de panificacdo em trigo, quali-
dade de malte em cevada, ¢ importante que a cultivar e a pu-
reza da amostra possa ser apurada com exatiddao no comér-
cio.

A eletroforese de proteinas de reserva, como as gliadinas,
que sdo encontradas em multiplas formas moleculares na
cariopse de triticale, constitui uma alternativa bastante atrati-
va para identificacdo de cultivares e estudos genéticos da es-
pécie. Contudo, o eletroforegrama de gliadinas de cada culti-
var consiste de 20 a 25 bandas que sdo freqiientemente muito
proximas ou fusionadas, resultando num ntimero bastante ele-
vado quando varias cultivares sdo comparadas (algo em tor-
no de 60 possiveis bandas). Com isso, a identificagdo correta
de cada banda no eletroforegrama, a normaliza¢do frente a
um padrdo conhecido e a compara¢do com uma biblioteca de
eletroforegramas conhecidos poder se tornar um trabalho te-
dioso, com resultados muitas vezes equivocados (Bietz &
Simpson, 1992).

Além disso, a observacdo de alguma variabilidade
intravarietal nos eletroforegramas de proteinas (Singh et al.,
1973) tem sido apontado como uma das restri¢gdes ao seu uso
imediato na caracteriza¢do varietal pela Unido Internacional
para Protecdo das Novas Obtencdo Vegetais (Union pour
I’Obtentions dés Vegetales - UPOV (UPOV, 1988)). Em ge-
ral, no processo de melhoramento, as plantas sdo selecionadas
e avaliadas para caracteristicas morfologicas e fisioldgicas
semelhantes, conforme as caracteristicas agrondmicas e in-
dustriais desejadas, as quais muitas vezes sdo usadas como
descritores na caracterizagdo e/ou identificagdo da cultivar.
No entanto, ndo ha, necessariamente, correlagdo entre uni-

formidade morfoldgica, fisioldgica e padrio eletroforético de
proteinas de reserva da semente, como ¢ o caso das gliadinas
(Cooke, 1984 e Cooke, 1995). Claramente, € necessario que
a técnica utilizada para identifica¢do varietal ou analise da
pureza genética, leve em conta a existéncia dessa variabilida-
de. Ainda, as técnicas de eletroforese de proteinas tém
apresentado algumas limitagdes em diferenciar algumas
cultivares, pelo nimero limitado de polimorfismos encon-
trados.

Um outro fator preocupante ¢ a dificuldade de normali-
zacdo dos eletroforegramas obtidos em diferentes géis, prin-
cipalmente quando se trata de géis confeccionados no pro-
prio laboratorio. Observando esses problemas, nessa investi-
gacdo procurou-se avaliar a viabilidade em utilizar valores
de intensidade das bandas como dados adicionais de
polimorfismos na discriminacdo de cultivares e comparar o
comportamento de varios coeficientes de similaridade na ana-
lise dos eletroforegramas de gliadinas, buscando automatizar
o processo de identificagdo de cultivares por este método.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas as cultivares de triticale Embrapa 17,
Embrapa 53, BR 4 e BRS 148, obtidas do Servi¢o de Produ-
¢do de Sementes Basicas (SPSB), da Embrapa - Trigo, Passo
Fundo. Sementes da classe genética dessas cultivares foram
produzidas em 1998 em um ensaio regional em Pelotas, no
campo experimental do Centro Agropecuario da Palma -
UFPel. Foram colhidas espigas de 30 plantas tipicas de cada
cultivar, sendo analisadas sementes de duas espigas por plan-
ta. Todas as sementes foram mantidas em camara seca (11°C
e 45% de UR) até a sua utilizacdo. As analises do material
biologico foram concluidas em até 18 meses ap6s a colheita.
A cultivar BRS 148 foi selecionada para ser utilizada como
padrao de referéncia nos géis de eletroforese.

Cada semente inteira, com aproximadamente 40mg, foi
macerada entre duas folhas de papel germitest, com um alica-
te, e transferida para um tubo de microcentrifuga (eppendorf)
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de 1,5ml. Nesse tubo foi adicionado 0,3ml da solugdo de ex-
tragdo (25% de 2-cloroetanol e 0,05% de metil green em agua
destilada). Apds agitagdo vigorosa, dissolvendo completamen-
te o contetido da semente na solu¢do de extracdo, a mistura
foi mantida por uma noite em temperatura ambiente (20-22°C)
com os tubos fechados. Posteriormente, o contetido foi sub-
metido a centrifugacao a 18.000 x g, sendo o sobrenadante
utilizado para a eletroforese.

A mistura do gel consistiu de 10g de acrilamida, 0,4g de
bisacrilamida, 6g de uréia, 0,005g de sulfato ferroso e 0,1g
de acido ascorbico dissolvidos em um volume total de 100ml
do tampado do gel (20ml de 4cido acético glacial e 1g de glicina
em 4gua destilada completando o volume de um litro). A so-
lugdo resultante foi colocada em refrigerador para redugdo
da temperatura até 4°C e, entdo, foram adicionados 100ml de
uma solucdo nova de persulfato de amonio a 10% (mantida a
4°C) e 300ml de TEMED, homogeneizando rapidamente,
cuidando para ndo formar bolhas de ar. Os géis foram
construidos com 11cm de altura, 14cm de largura e 1,5mm de
espessura.

O tampao do eletrodo foi preparado com 4ml de acido
acético glacial e 0,4g de glicina, diluidos em 4gua destilada
até completar o volume de um litro. A eletroforese foi
conduzida a 250V (voltagem constante), até a segunda banda
(purpura) do marcador methyl green chegar ao final do gel,
com o eletrodo positivo na origem (topo) do gel. A eletroforese
foi realizar no interior de uma camara refrigerada para man-
ter a temperatura do gel, durante a corrida, entre 15 e 20°C.

Ap6s a eletroforese, o gel foi removido das placas e co-
locado, por 24 horas, em bandeja de plastico contendo solu-
¢do corante suficiente para cobri-lo. A solucdo corante foi
preparada com a mistura de 10ml da solucdo CB 1% (1% de
Coomassie brilliant blue R250 em metanol) e 200ml da solu-
¢ao TCA 10% (de acido tricloroacético a 10%). A bandeja
foi mantida coberta, sendo submetida a agitacdo lenta por
quatro horas e mantida em temperatura ambiente por mais 20
horas. Ap0s este periodo, o gel foi lavado com agua destilada
para destacar as bandas.

As imagens foram capturadas e digitalizadas a partir
dos géis frescos, colocados sobre uma plataforma de luz
branca, utilizando o sistema Kodak EDAS 120 (Kodak
Electrophoresis Documentation and Analysis System) e o
programa Kodak 1D Image Analysis (Eastman Kodak
Company, Rochester, USA), configurado para Coomassie
Blue e exposicao de 1/275 segundos. A imagens dos géis fo-
ram organizadas num sistema de base de dados e analisadas
no programa Diversity Database™, versdo 2.2 (Bio-Rad
Laboratories). Apds definidas as pistas (slots), efetuou-se a
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extracao do background, baseado no perfil de cada pista, uti-
lizando o método “Rolling Disk”, sendo o raio do disco con-
figurado para 20 pixels.

A normalizacdo dos géis foi feita com base nos tipos de
bandas. Para cada tipo de banda foi calculado o Rf, o qual foi
designado ao mesmo tipo de banda nos demais géis. Os da-
dos de posicao e intensidade de cada banda foram obtidos a
partir dos eletroforegramas de cada amostra de semente Uni-
ca, servindo para comparar a variabilidade existente dentro
de cada cultivar e avaliar a proximidade genética entre as
diferentes cultivares. Esses dados foram obtidos com o auxi-
lio do Software Diversity Database™ e exportados para o
Excel®. A partir desses dados foram, calculadas as matrizes
de similaridade, com o auxilio do programa MVSP® (Multi-
Variate Statistical Package; Kovach Computing Services,
Wales, UK), que apresenta 23 opcdes de medidas de
(dis)similaridade. Foram escolhidas seis medidas de similari-
dade binarias, ou seja, que consideram apenas o posicio-
namento e presenga/auséncia das bandas, e cinco medidas de
similaridade que consideram a posigdo e intensidade das ban-
das. Os dendrogramas foram construidos no MVSP pelo
método UPGMA (Unweighted Pair-Group Method using
Aritmetic Average; média das distancias) (Swofford & Olsen,
1990 e Manly, 1994), mas devido ao niimero muito elevado
de casos, nao sdo mostrados neste trabalho. As médias e os
desvios padroes das medidas de similaridades foram calcula-
dos com o auxilio do Excel®.

Os coeficientes binarios utilizados nesse trabalho foram:
(i) coeficiente de Nei & Li; (ii) coeficiente de Jaccard; (iii)
coeficiente de Sorensen-Dice; (iv) coeficiente de concordan-
cia simples (Simple matching); (v) coeficiente de Yule; e (vi)
coeficiente de Baroni-Urbani Buser. Os demais coeficientes,
baseados na posicao e intensidade das bandas, foram: (i) co-
eficiente de Pearson (Pearson product moment correlation
coefficient); (ii) coeficiente de Spearman (Spearman rank
order correlation coefficient); (iii) coeficiente de porcenta-
gem de similaridade (Percent similarity coefficient); (iv) coe-
ficiente de Morista modificado (Modified Morisita’s
coefficient); (v) coeficiente de Gower (Gower general
similarity coefficient). Todos os coeficientes foram calcula-
dos pelos respectivos algoritmos dispostos no software
MVSP® (Kovach, 1993).

Foram construidos graficos para verificar a variagao das
intensidades das bandas ao longo dos eletroforegramas de
cada cultivar, bem como para estabelecer a confiabilidade do
parametro intensidade como uma medida de polimorfismo
das gliadinas em triticale. Os graficos foram construidos com
o auxilio do software Statistica® (StatSoft, 1998).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise dos eletroforegramas de gliadinas em gel de
poliacrilamida geralmente requer a simplificacdo dos dados
originados, pelo grande numero de bandas polimdrficas en-
contradas. Esses dados podem ser utilizados para calcular uma
matriz de similaridade (Tabelas 1 e 2). Essa medidas de simi-
laridade podem ser estabelecidas utilizando-se um grande
nimero de coeficientes conhecidos. Podem ser utilizados
coeficientes baseados apenas na presenga ou auséncia das

TABELA 1. Valores de similaridade comparando as amostras de
semente unica dentro da cultivar e entre cultivares de
triticale, através de seis coeficientes binarios (presenca/

bandas, nas suas respectivas posi¢oes, considerando portan-
to cada tipo de banda como uma variavel binaria.

O coeficiente de Jaccard (Jaccard, 1908) ¢ talvez o coe-
ficiente binario mais amplamente utilizado para calcular me-
didas de similaridades entre eletroforegramas. Ele mede a
propor¢do de bandas presentes nos dois perfis, ou seja, divi-
de o nimero de bandas comuns pelo nimero total de bandas
nos dois eletroforegramas. Outro coeficiente muito utilizado
na analise de dados derivados de géis de eletroforese, deriva-
do do coeficiente de Jaccard, foi desenvolvido por Dice (1945)
e também utiliza a posicdo de banda, mas adicio-
na maior peso as bandas que coincidem. O coefi-
ciente de Nei e Li (Nei & Li, 1979) mede a pro-
babilidade de um produto amplificado em uma

auséncia). amostra também ser amplificado em outra.
O coeficiente de Pearson € baseado na curva
_ Similaridade (média + DP) de valores de intensidade (densidade) ao longo
Cultivares BR 4 Emb 17 Emb 53 BRS 148 do eletroforegrama. E considerado o coeficiente
(n =54) (n = 56) (n =57) (n=58) mais robusto e objetivo ja que todo o perfil do
............................. Coeficiente de Jaccard (Jaccard 1908)........ccccecevecuvenenne. eletroforegrama pode ser comparado e a identifi-
BR 4 0,88 0,09 cacdo subjetiva das bandas pode ser omitida. Vale
Embrapa 17 0,70£0,07- " 0,89:£0,08 lembrar que a identificagdo automatica das ban-
Embrapa 53 0,65+0,06 0,59+0,06 0,94+0,06 . o
BRS 148 0.60+0,07 058+006 050+006 082+0,10 das, possibilitada pela maioria dos softwares de
.................................... Nei & Li's (Nei and Li 1979) v H1SC 0 EI8, muitas vezes o ocorre com per-
BR 4 0,94 + 0,05 feicdo e necessita da intervengao do analista para
Embrapa 17 0,82+0,05 0,94+ 0,05 evitar erros grosseiros. Isso pode ser um trabalho
Embrapa 53 0,78+0,05 0,74+0,05 0,97 +0,03 bastante enfadonho. Por isso, a grande vantagem
BRS 148 0,75+0,05 0,73+£0,05 0,66+0,06 0,90+0,06 do coeficiente de Pearson é que esse coeficiente
......................... Simple Matching (Sneath and Sokal 1973)........................  possibilita comparar amostras sem a necessidade
BR 4 0,91 0,07 de identificar as bandas em cada eletroforegrama.
Embrapa 17 0,75+£0,07 0,92%0,07 Verifica-se, no entanto, que esta facilidade € mais
Embrapa 53 0,70£0,06  0,63+0,06 0,96+0,05 adequada para comparagdes dentro do mesmo gel,
BRS 148 0,66+0,07 0,63+0,06 0524006 086+008 quando se utilizam géis pré-confeccionados.
........................................... Coeficiente de Yule.......cocceovvveeviniiiniccinnecnnn Embora tenha sido aplicado um procedimen-
BR 4 0,9740,07 to cuidadoso de normalizacdo dos eletroforegra-
gmll:rapa ;?7’ 8’;2 f 8’?2 g’gg f g’gg 0.99 + 0.02 mas em diferentes géis convencionais, dificilmen-
BIIIIISI?ZZ 0238 + 0:30 0:21 £0:38 _0:35 + 0:26 0934009 (€ se consegue bons resultados comparando os
.............................. Coeficiente de Baroni-Urbani Buser .........c..ccccocceueneene. perts, especialmente quando os perfis sao muito
BR 4 0,92 + 0,06 similares, como € o caso das quatro cultivares es-
Embrapa 17 0,78+ 0,06 0,93 0,06 tudadas neste trabalho (Figura 1).
Embrapa 53 0,73+£0,05 0,67+0,06 0,96 0,04 A analise numérica de todos os eletrofo-
BRS 148 0,69+0,06 0,66+0,06 0,57+0,06 0,88+0,07 regramas, baseada nos diferentes coeficientes de
.................................... Coeficiente de Sorensen-Dice ............ccoovvvvcsrnrnnnnnr. Sililaridade, revelou quatro grupos bem distin-
BR 4 0,94 +£ 0,05 tos, formados na maioria por apenas uma cultivar
Embrapa 17 0,82+£0,05 0,94+0,05 (dendrogramas ndo mostrados).
Embrapa 53 0,78 0,05 0,74+0,05 0,97+0,03 As médias e desvios padrdes dos coeficien-
BRS 148 0,75£0,05 0,73£0,05 0,66%0,06 0,90+0,06

tes de similaridade dentro da cultivar e entre cul-
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TABELA 2. Valores médios de similaridade comparando as amostras de semente Unica dentro da cultivar e entre
cultivares de triticale, através de cinco coeficientes, considerando varios nameros de classes de intensidade

das bandas.
Pearson product moment correlation coefficient
Cultivares binomial 3 classes 6 classes 11 classes 21 classes 101 classes
Similaridade (média = DP)
BR 4 (n=54) 0,81 +0,15 0,76 £ 0,12 0,75+0,13 0,73+0,14 0,73 +0,15 0,72+ 0,16
Embrapa 17 (n = 56) 0,77 £ 0,24 0,72+ 0,14 0,67 0,16 0,65+0,18 0,63 +0,19 0,62 10,19
Embrapa 53 (n =57) 0,90+0,11 0,78+ 0,14 0,72+ 0,18 0,70 £ 0,20 0,69+ 0,21 0,68 £0,21
BRS 148 (n = 58) 0,68 +0,20 0,66 £ 0,15 0,66 £ 0,17 0,66 +0,17 0,65+0,18 0,64+ 0,19
BR 4 xEmb 17 0,39+0,19 0,29+ 0,18 0,28 £ 0,19 0,28 £ 0,20 0,28 £ 0,21 0,28 £0,21
BR 4 x Emb 53 0,27 +£0,10 0,35+ 0,12 0,41 +0,15 0,42+0,17 0,43+0,17 0,43+0,18
BR 4 x BRS 148 0,20+ 0,16 0,19+0,17 0,24 0,17 0,24 +0,17 0,24 0,17 0,24+0,18
Emb 17 x Emb 53 0,10+ 0,14 0,15+0,17 0,24 £ 0,20 0,27 £0,22 0,28 £ 0,22 0,29 £ 0,22
Bem 17 x BRS 148 0,11+0,18 0,02 +0,19 0,06 £ 0,19 0,06 0,20 0,06 £ 0,20 0,07 £ 0,20
Emb 53 x BRS 148 -0,14£0,12 -0,13+0,15 -0,06 £ 0,17 -0,04 £ 0,17 -0,03 £0,18 -0,01 £0,18
Spearmen rank order correlation coefficient
Cultivares binomial 3 classes 6 classes 11 classes 21 classes 101 classes
Similaridade (média £ DP)
BR 4 (n=54) 0,73 +£0,20 0,77+ 0,12 0,78+ 0,11 0,78 £ 0,12 0,78+ 0,12 0,78 £ 0,12
Embrapa 17 (n = 56) 0,73+ 0,22 0,73+0,13 0,73 +0,13 0,73+ 0,14 0,73+ 0,14 0,73+ 0,14
Embrapa 53 (n= 57) 0,92 + 0,09 0,79 +0,13 0,79+ 0,14 0,79 £ 0,14 0,79+ 0,14 0,79 £ 0,14
BRS 148 (n = 58) 0,64 £0,21 0,67 t0,15 0,68+ 0,14 0,67 +0,14 0,67+ 0,14 0,67 +£0,14
BR 4 xEmb 17 0,34 +£0,22 0,32+ 0,17 0,34+ 0,15 0,35+0,15 0,35+0,16 0,35+0,16
BR 4 x Emb 53 0,15+0,11 0,31 0,12 0,35+ 0,12 0,35+0,12 0,34+ 0,13 0,34+0,12
BR 4 x BRS 148 0,15+0,19 0,20+ 0,17 0,27+ 0,15 0,28 +0,15 0,29+ 0,15 0,29+0,15
Emb 17 x Emb 53 0,04 +0,16 0,13+0,17 0,18+ 0,17 0,19+0,18 0,19%+0,18 0,19+0,18
Bem 17 x BRS 148 0,07 +£0,20 0,04 £ 0,18 0,09 +£0,17 0,09+0,17 0,10+ 0,17 0,10+ 0,17
Emb 53 x BRS 148 -0,02+0,17 -0,13+£0,14 -0,11£0,14 -0,11£0,14 -0,11 0,14 -0,11£0,14
Percent similarity coefficient
Cultivares binomial 3 classes 6 classes 11 classes 21 classes 101 classes
Similaridade (média £ DP)
BR 4 (n=54) 93,45%+5.25 87,60 + 5,80 7823 £7,11 74,14+ 7,73 72,40 £ 8,15 70,93 £ 8,61
Embrapa 17 (n = 56) 93,52 +5,59 84,88 £ 5,95 75,38 £ 8,37 71,99 £ 9,94 70,27 £ 10,48 68,69+ 11,15
Embrapa 53 (n= 57) 96,99 + 3,37 88,51 £ 6,39 79,39 £ 8,59 75,75+9,.25 74,07 £ 9,74 72,69 10,17
BRS 148 (n = 58) 89,35+6,73 83,23+ 6,72 73,62 £8,48 69,78 £ 9,27 68,15+£9,85 66,51 £10,48
BR 4 xEmb 17 81,60 £522 72,58 £6,42 61,15+8,05 57,12 + 8,86 55,25+9,31 53,58+9,78
BR 4 x Emb 53 78,28 £ 4,84 72,09 £ 5,63 62,29 £6,72 58,60 £ 7,43 56,96 + 7,84 55,60 = 8,22
BR 4 x BRS 148 74,66 £ 5,54 66,41 £ 5,66 56,89 + 6,86 52,52 +7,80 50,76 £ 8,22 48,97 £8,71
Emb 17 x Emb 53 73,72 £ 5,05 66,31 £6,13 58,71 £6,99 55,92+7,48 54,61 £7,75 53,42 £ 8,00
Bem 17 x BRS 148 72,56 £ 5,08 63,34+ 5,62 52,88 £6,29 49,03 7,07 47,21+ 7,37 45,48 +7,78
Emb 53 x BRS 148 65,87 £5,93 57,72 £5,39 46,83 + 5,98 43,01 £ 6,64 41,14+ 6,93 39,52+ 7,21
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Modified Morisita’s coefficient

Cultivares binomial 3 classes 6 classes 11 classes 21 classes 101 classes
Similaridade (média = DP)
BR 4 (n=54) 0,93 + 0,05 0,91 + 0,05 0,87+ 0,07 0,85+ 0,08 0,83 + 0,09 0,82 +0,10
Embrapa 17 (n = 56) 0,92+0,10 0,89 £ 0,05 0,85+ 0,08 0,82+0,11 0,80+ 0,12 0,78 £0,13
Embrapa 53 (n= 57) 0,97 £0,03 0,92 £ 0,05 0,87 £ 0,08 0,85+0,10 0,84+0,11 0,82%0,12
BRS 148 (n = 58) 0,89 £ 0,09 0,87 £ 0,06 0,82 £0,09 0,80 £0,11 0,78+ 0,12 0,77+£0,13
BR 4 xEmb 17 0,81 0,07 0,74 £0,07 0,66 £ 0,10 0,62+0,11 0,60+ 0,12 0,59+0,13
BR 4 x Emb 53 0,78 £0,05 0,76 = 0,05 0,72 £0,08 0,69 £ 0,09 0,68 £ 0,10 0,67£0,11
BR 4 x BRS 148 0,75 £ 0,06 0,69 £ 0,07 0,61+0,11 0,57£0,12 0,55+0,12 0,53+£0,13
Emb 17 x Emb 53 0,74 £ 0,05 0,70 £ 0,07 0,66 = 0,09 0,64 £0,10 0,63+0,11 0,62%0,11
Bem 17 x BRS 148 0,72+ 0,07 0,64 £ 0,06 0,55+ 0,09 0,51£0,10 0,49+0,11 0,47%0,11
Emb 53 x BRS 148 0,66 £0,07 0,59 £ 0,06 0,49 £ 0,08 0,45+ 0,09 0,43£0,10 0,42%0,11
Gower general similarity coefficient
Cultivares binomial 3 classes 6 classes 11 classes 21 classes 101 classes
Similaridade (média = DP)

BR 4 (n=54) 0,92 0,06 0,89 £ 0,05 0,87 £ 0,05 0,86 £ 0,05 0,86 = 0,05 0,86 £ 0,05
Embrapa 17 (n = 56) 0,94 £ 0,06 0,85+ 0,06 0,82 + 0,06 0,82 £ 0,06 0,82 + 0,06 0,82 £ 0,06
Embrapa 53 (n= 57) 0,96 + 0,05 0,88 + 0,07 0,85+ 0,07 0,84 £ 0,06 0,84 + 0,06 0,83 £ 0,06
BRS 148 (n = 58) 0,89 £ 0,07 0,85+ 0,06 0,84 + 0,06 0,84 £ 0,06 0,84 + 0,05 0,84 + 0,05
BR 4 x Emb 17 0,76 £ 0,06 0,75+ 0,07 0,74 + 0,07 0,75 £ 0,06 0,75 %+ 0,06 0,76 = 0,06
BR 4 x Emb 53 0,79 £ 0,05 0,75+ 0,06 0,75+ 0,05 0,75+ 0,05 0,76 = 0,05 0,76 £ 0,05
BR 4 x BRS 148 0,71 £ 0,06 0,71 £ 0,05 0,75+ 0,05 0,75 £ 0,04 0,76 + 0,04 0,77 £ 0,04
Emb 17 x Emb 53 0,72 £ 0,05 0,68 + 0,07 0,70 + 0,07 0,71 £ 0,06 0,72 + 0,06 0,72 £ 0,06
Bem 17 x BRS 148 0,68 £ 0,06 0,67 £ 0,07 0,69 + 0,06 0,70 £ 0,05 0,71 £ 0,05 0,72 £ 0,06
Emb 53 x BRS 148 0,58 £ 0,06 0,62 + 0,06 0,65+ 0,06 0,67 £0,05 0,67 £ 0,05 0,68 = 0,05

tivares, calculados por seis medidas diferentes, considerando
apenas a presenca ou auséncia das bandas (Tabela 1), demons-
tram que apesar do baixo polimorfismo intervarietal, os coe-
ficientes médios de similaridade dentro das cultivares sem-
pre foram maiores do que entre cultivares, o que indica alto
poder discriminatorio dos testes. Os seis coeficientes de si-
milaridade tiveram um comportamento muito similar entre as
diferentes comparacdes intravarietais e entre cultivares, ten-
do uma variagdo também muito homogénea, medida pelo
desvio padrao. Os coeficientes de similaridade intravarietal,
utilizando as diferentes medidas baseadas em dados binarios,
foram sempre maiores que 0,82 (82%), sendo que o maior
indice de similaridade entre genétipos foi encontrado entre
as cultivares Embrapa 17 e BR 4, e intravarietal na cultivar
Embrapa 53 (Tabela 1). Isso indica que a cultivar Embrapa
53 produz eletroforegramas de gliadinas muito homogéneos
entre as diferentes amostras de semente Gnica. Ao contrario,

a cultivar BRS 148 apresentou o menor indice intravarietal
em todos os coeficientes, sendo portanto a cultivar que mos-
tra maior variabilidade nos eletroforegramas em diferentes
amostras. O alto indice de similaridade entre as cultivares
Embrapa 17 ¢ BR 4 indica uma estreita relagdo genotipica
entre os dois genotipos.

De forma geral, os eletroforegramas de gliadinas das
cultivares Embrapa 53 e BRS 148 apresentaram o menor in-
dice de similaridade, em todos os coeficientes estudados, sen-
do portanto as duas cultivares mais distantes genotipicamente.
A principal deducdo desses resultados, entretanto, ¢ que os
diferentes coeficientes de similaridade estudados apresentam
resultados altamente relacionados, sendo ambos boas medi-
das para a comparagdo de gendtipos. Fica, portanto, dificil
escolher qual seria o melhor coeficiente.

Em programas de identifica¢do de cultivares, busca-se
exaustivamente métodos que permitam uma alta discrimina-
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FIG. 1. Exemplo representativo dos eletroforegramas de
gliadinas de quatro cultivares de triticale.

(1) BRS 148, (2) BR 4, (3) Embrapa 53, (4) Embrapa 17.

O topo da figura ¢ a origem (p6lo positivo).

¢do entre as amostras de cultivares diferentes e baixa varia-
¢do ou discriminagdo entre amostras da mesma cultivar. No
entanto, o0 método ndo deve ser tdo detalhista ao ponto de
detectar muita variagdo entre amostras do mesmo genotipo,
como ¢ o caso do coeficiente de Yule. Este seria uma 6tima
medida, ndo fosse a elevada variacdo, evidenciada pelos des-
vios padroes (Tabela 1). Os demais coeficientes baseados em
dados binarios apresentam uma natureza muito similar quan-
to a esses parametros.

Na Tabela 2 encontram-se os valores médios e desvios
padrdes de similaridades, utilizando coeficientes que consi-
deram a intensidade das bandas, em diferentes niimeros de
classes de intensidade. Pode-se observar que as medidas de
similaridade levando em consideracdo as intensidades das
bandas refletem a grande variabilidade do parametro intensi-
dade das bandas e que a normalizagdo entre géis ndo ¢ sufici-
ente para minimizar essa variacao o suficiente. Observou-se,
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no entanto, que quando as comparacdes sdo feitas dentro do
mesmo gel, a intensidade pode ter valor na discriminagao entre
genotipos (dados ndo mostrados).

Com relacdo a similaridade intra e intervarietal, esses
coeficientes mostraram resultados equivalentes entre si e em
relacdo aos coeficientes baseados em dados binarios. No en-
tanto, com o aumento no nimero de classes de intensidade
esses coeficientes variam de forma diferenciada, havendo,
entretanto, uma tendéncia geral de perda de confiabilidade
nos resultados. Por exemplo, os coeficientes Percent Similarity
e Modified Morista mostram um aumento na variabilidade
dos resultados quando aumenta o nimero de classes de inten-
sidade. O coeficiente de Pearson mostra claramente a perda
de poder discriminatorio com o aumento no nimero de clas-
ses de intensidade, isto é, diminui a similaridade intravarietal
e aumenta a similaridade intervarietal. O coeficiente de
Spearman se mostrou menos sensivel ao aumento no numero
de classes de intensidade (Tabela 2).

Apesar do grande poder discriminatério entre cultiva-
res, os coeficientes de Pearson e de Spearman apresentaram
desvios padrdes relativamente altos, o que evidencia uma alta
variacao entre valores relacionados. O coeficiente de Gower
parece ser mais estavel em termos de variagao.

A Figura 2 mostra a distribuicdo de densidade média e o
desvio padrao das gliadinas ao longo do perfil de bandas das
quatro cultivares de triticale estudadas neste trabalho. Os gra-
ficos evidenciam a alta variabilidade na densidade das ban-
das, sendo este, portanto, um parametro pouco confiavel na
analise de polimorfismos de gliadinas em triticale. Observa-
se também a alta similaridade entre os perfis das diferentes
cultivares, havendo maior concentragdo de proteinas nas re-
gides da banda 6 a 11 e da banda 18 a 20. O processo de
deteccdo automadtica das bandas pelo programa Diversity
Database ¢ bastante eficiente, mas algumas bandas parecem
ter sido identificadas equivocadamente. Este problema pode
ser corrigido por uma inspecdo visual antes da gera¢do dos
resultados, mas prejudica o objetivo de automagao do processo.

CONCLUSOES

*+ O estudo demonstra a viabilidade de identificar cultivares
de triticale pela comparacdo numérica dos dados de
eletroforese de gliadinas, obtidos das amostras, com uma
biblioteca de eletroforegramas. Esse procedimento garante
uma comparacdo mais objetiva, em relagdo a andlise visual
dos eletroforegramas;

¢+ aintensidade das bandas nos eletroforegramas de gliadinas
¢ muito varidvel, sendo portanto um parametro pouco confia-
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vel na analise de polimorfismos de gliadinas em triticale.
Ainda com relagdo ao parametro intensidade, ha uma per-
da progressiva na confiabilidade dos resultados de compa-
ragdo com o aumento no nimero de classes de intensidade.
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