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RESUMO

Avaliou-se a utilizacdo de marcadores RAPD para estimar a di-
versidade em 42 acessos do género Abel moschus e um de Hibiscus.
As estimativas das distancias genéticas foram feitas com base no
complemento aritmético do Indice de Jaccard. Foram utilizadas as
técni cas de andlise multivariada, através de agrupamento hierérqui-
co do vizinho mais proximo e método de Tocher, para estudar os
arranjos dos grupos de gendtipos, bem como analisar os métodos de
agrupamentos empregados. Trinta e um iniciadores foram utiliza-
dos paraamplificar fragmentosde DNA pelareacdo de polimerizacdo
em cadeia (PCR) e foram gerados 103 fragmentos RAPD. O agru-
pamento hierarquico dos 43 gendtipos com base no método do vizi-
nho mais préximo separou os acessos, de modo geral, conforme as
espécies botanicas, formando 6 grupos distintos. Isto foi confirma-
do pela projecdo das distancias genéticas no plano bidimensional,
onde o primeiro emaior dosgruposreuniu osacessos de A. esculentus
e A caillei. Por outro lado, o método de Tocher reuniu 90% do
germoplasmano grupo | incluindo, neste, os acessos de A. moschatus
eA. manihot, além das outras duas espécies anteriores. O método de
otimizac&o de Tocher permitiu a formag&o de apenas 4 grupos de
gendtipos, mostrando-se coerente apenas em parte a andlise de
agrupamento hierarquico. Porém, o reagrupamento dos acessos do
grupo | de Tocher pelo método hierérquico, revelou a existéncia de
maior heterogeneidade genética no germoplasma estudado.

Palavr as-chave: Abel moschus esculentus, analise multivariada, dis-
tancias genéticas, recursos geneticos.

ABSTRACT

Genetic diversity in okrausing RAPD markers

RAPD markerswere utilized to estimate the diversity among 42
Abelmoschusand 1 Hibiscus accessions . The genetic distanceswere
based on the arithmetic complement of the Jaccard index. For this
purpose we used the multivariate analysis technique by hierarchycal
single linkage and the Tocher methods to obtain the genotypes
agglomeration as well as to analyze the methods employed. Thirty-
one random decamer primers were used do amplify DNA by the
polymerase chain reaction (PCR) and 103 RAPD fragments were
generated. The hierarchycal method of single linkage has separated
43 genotypes, in agenera way, according to the botanical species,
forming six different groups. The genetic distances projection on
the bidimentional level confirmed that the first and largest group
has united A.esculentus and A. caillei accessions.On the other hand,
the Tocher method grouped 90% of the germoplasm at group |,
including A. moschatus and A. manihot accessions, besidesthe other
two previous species. The Tocher optimization method allowed the
formation of just 4 genotypegroups. Therewasonly partial coherence
tothe hierarchycal grouping analysis. The Tocher group | accessions
regrouping by the hierarchycal method revealed the existence of a
most important genetic heterogenity on the studied germplasm.

Keywor ds: Abelmoscus esculentus, multivariate analysis, genetics
distances, genetics resources.
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quiabeiro  [Abelmoschus
esculentus(L.) Moench] écultiva
do extensivamente em todas as regides
tropicais e subtropicais da Asia, Africa
e Américas. No Brasil, pode ser culti-
vado o ano todo, com obtencéo de altas
produgdes. E nitida e bastante expressi-
va aimportancia nutricional, econémi-
caesocial dacultura, emboraasuapes-
quisabésicasgaaindaincipiente, prin-
cipalmente no que se refere aorganiza-
¢do genética do complexo
poliespecifico. Neste sentido, torna-se
necessario o aprofundamento do conhe-
cimento em nivel fundamental paraque
as pesquisas aplicadas possam vir a ser
implementadas (Hamon et al., 1990).
O manejo eficiente de germoplasma
vegetal é de vital importancia para o
pesquisador, pois este precisa de uma
certaquantidade de germoplasmagene-
ticamente puro e bem caracterizado,
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parautiliz&-lo em suas pesquisas e para
0 melhoramento genético. Sendo assim,
0s marcadores baseados no
polimorfismo de DNA, como RAPD
(polimorfismo de DNA amplificado ao
acaso), tém umaaplicagdo muito impor-
tante na administracéo de recursos ge-
néticos, pois proporcionam dados basi-
Cos que S0 necessari os ao melhoramen-
to de plantas ou para 0 mapeamento de
genes (Bretting & Widrlechner, 1995).
Os marcadores moleculares geram uma
grande quantidade de caracteres adicio-
nais que, combinados com caracteristi-
cas fenotipicas, fornecem um quadro
mais completo para o agrupamento dos
gendtipos e o plangamento de cruza-
mentos, como, por exemplo, aidentifi-
cacdo e discriminagdo de gendtipos, a
quantificagdo da variabilidade genética
existente ao nivel de sequénciade DNA
(Ferreira& Grattapaglia, 1995).

Nos ultimos anos, a disponibilidade
de marcadores RAPD permitiu estudos
de diversidade genética e/ou classifica-
¢&0 de cultivares de diversas espécies
como Arabidopsis, Eucalyptus,
Heliantus anomalus, Vicia faba,
Medicago sativa, soja, feijéo, dentre
outras (Penner, 1996). Porém, até o
momento, as técnicas moleculares néo
foram empregadas na andlise da diver-
sidade em quiabeiro. Este trabalho tem
por objetivo autilizago de marcadores
RAPD para estimar a diversidade entre
acessos do género Abelmoschus.

MATERIAL E METODOS

Parao estudo dadiversidade genéti-
cacom base em marcadoresRAPD, uti-
lizaram-se 43 acessos, sendo 42 do gé-
nero Abelmoschus e um do género
Hibiscus. Dos 42 acessos de
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Abelmoschus spp, quinze s&o A.
esculentus, quinze A. caillei, dois A.
manihot, oito A. moschatus, um A.
ficulneus e um A. tetraphyllus. Estes
gendtipos foram fornecidos pela Esta-
¢80 Regional da Gedrgiade Introdugéo
de Plantas do Departamento de Agricul-
tura dos Estados Unidos (USDA), os
quaisforam solicitados através do Cen-
tro Nacional de Recursos Genéticos
(CENARGEN/EMBRAPA) e atual-
mente estdo sendo mantidos pelo Ban-
co de Germoplasma da UENF. Os
gendtipos constam de espécies cultiva-
das e silvestres, de diversas procedén-
cias, conforme a Tabela 1.

As plantas foram cultivadas em va-
sos, em condic&o de casa de vegetacdo
na Unidade de Apoio a Pesquisa da
UENF. As amostras para andlise dos
marcadores de DNA foram constituidas
dediscosfoliares obtidos de cinco plan-
tas de cada acesso, que foram embala-
das, identificadas e mergulhadas em ni-
trogénioliquido. A extracéo de molécu-
las a partir de folhas de quiabeiro foi
realizada no Laboratério de Melhora-
mento Genético Vegetal do CCTA, com
base no protocolo desenvolvido por
Doyle & Doyle (1990).

Para o isolamento do DNA, foram
utilizados cerca de 500 mg da mistura
detecidos macerados obtidos apartir de
discosfoliaresdas cinco plantas. Aote-
cido foi adicionado 700 ml de CTAB
com forte agitagdo em vortex por 30
segundos. A misturafoi incubadaa60°C
por 1 hora e centrifugada para aretira-
dadeimpurezasbrutas. O sobrenadante
passou por duas extragbes com cloro-
formio-&cool isoamilico (24:1), ambas
seguidas por centrifugacéo (14.000 rpm,
por 5 minutos em centrifuga Eppendorf
model 0 5415 C). Para a precipitacdo do
DNA, foi adicionado 2/3 do volume da
amostradeisopropanol seguido por uma
lavagem em etanol a80%. Apos a seca
gem do pellet, o DNA foi ressuspenso
em tampdo TE (0,01M Tris-HCI;
0,001M EDTA) pH 8,00. Em seguida
foi adicionado RNAse (10 mg ml?)
mantendo-se incubado por 30 min a
37°C. Passou por uma nova lavagem
com etanol (80%) e, apds, nova
ressuspensdo em TE. A concentragéo do
DNA foi quantificada pelo fluorémetro
Hoefer modelo DyNA Quant 200.
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Paraverificar aintegridade do DNA,
géis de agarose a 1,4% foram prepara-
dos para eletroforese e, a cada poco do
gel foi aplicadaumaamostrade 3ml de
DNA. Apés corridaa 100 V por 2 ho-
ras, os géis foram, entdo, banhados em
brometo de etidio (0,5 mg/litro) por 30
a45 min atemperaturaambiente. A des-
coloragéo foi realizada imergindo o
gel em 4gua durante 20 min também a
temperatura ambiente e o DNA
visualizado pelo fotodocumentador
Stratagene modelo Eagle Eyell.

Um acesso de cada espécie foi tes-
tado para 60 iniciadores para avaliar o
polimorfismo de DNA, com o propési-
to de sel ecionar aguel es que amplificas-
sem simultaneamente para todas as es-
pécies. O procedimento de amplificagcdo
foi similar ao descrito por Williams et
al. (1990). O procedimento de PCR
(«Polymerase Chain Reaction») foi
realizado com 30 ng de DNA, 0,1 mM
decadadNTP (Perkin-Elmer, USA), 2,4
mM deMgCl, (Perkin-Elmer, USA), 1U
(unidade) de Tag DNA-Polimerase em
tampédo de PCR (Pharmacia Biotech,
USA), 10mM/50mM de Tris-KCl e 0,4
mM de iniciador (decAmero — Operon
Technologies). As concentragtes de
cada componente foram gjustadas para
o volumefinal de 25 ml de reagdo com
H,O ultra pura estéril. As condi¢Ges da
reacdo foram as seguintes: 1 min a90°C,
seguida por 55 ciclos, cada ciclo cons-
tituindo as etapas de desnaturacdo (1
min, 94°C), anelamento do iniciador (1
min, 36°C) e extensdo do iniciador (2
min, 72°C). Ap6s 0s 55 ciclos, foi inse-
rido um ciclo de 7 min a 72°C para ex-
tensdo final. As amplificacGes foram
desenvolvidas em termociclador
GeneAmp 9600 (Perkin-Elmer, USA).

Apébs a amplificagdo, o volume fi-
nal dareagdo foi de 25 ml. Entretanto,
adicionou-se 5 ml de corante «Blue
Juice» (6X) eo volumefinal passou para
30ml. O DNA amplificado foi aplicado
em gel de agarose a 1,4% em cuba de
eletroforese horizontal e submetido a
100V por 2 horas. Apés aeletroforese,
o gel foi banhado em brometo de etidio
(0,5 ml/litro) por 30 a 45 min atempe-
ratura ambiente. A descoloragéo foi
realizada imergindo o gel em agua du-
rante 20 min também atemperaturaam-
biente e o DNA visualizado sob luz

ultravioleta, para, a seguir, ser
fotodocumentado e sel ecionados osini-
ciadores polimérficos a serem utiliza-
dos nos ensaios de RAPD.

Ap0sasedecdo dosiniciadores, pro-
cedeu-se 0 ensaio de polimorfismo de
DNA amplificado ao acaso (RAPD),
utilizando-se a técnica de PCR descrita
anteriormente (Williams et al., 1990).
A leituradasbandasno gel foi feitapela
tabulacdo dosresultadosemOou 1, res-
pectivamente para auséncia ou presen-
¢a de banda e 2 para os dados perdidos
ou dubios. A tabela de dados binérios
resultante foi utilizada para andlise da
divergéncia genética dos 43 acessos de
quiabeiro.

Nainterpretacdo dos resultados, ge-
rou-se uma matriz de dissimilaridade
genética a partir do complemento arit-
mético do Indice de Jaccard (Sneath &
Sokal, 1973), representado por:

a
, EM que
a+b+c

a=numero de casos em que abanda
esta presente nos dois gendtipos, simul-
taneamente; b = nimero de casosem que
a banda esta presente somente no
gendtipoi; ¢ = nimero de casos em que
a banda esta presente somente no
genotipoj.

Posteriormente, adotou-se 0 méto-
do hierarquico do «vizinho mais proxi-
mo» para 0 agrupamento dos acessos.
No procedimento analitico, partindo-se
da matriz de distancias genéticas, pro-
cedeu-se asucessivasidentificagbes dos
genotipos mais proximos, apartir do par
mais semel hante, até que se estabel eceu
um diagrama de arvore.

A distdncia entre um acesso k eum
grupo formado pelosacessosi ej, édada
por: Dz(ij)k =min (D%; Dzjk),

em que:

D2, éadistanciaentreo grupoij €o
acessok, emin (D?; D?,) @amenor dis-
tanciaentre osgruposde acessosik ejk.

O agrupamento dos acessos foi fei-
to, também, pela utilizagdo do método
deTocher (Rao, 1952), daformaseguin-
te: apartir damatriz de distncias gené-
ticas identificou-se o par mais préximo
que constituiu o primeiro grupo;
concomitantemente, obteve-se g, que €
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0 maior vaor do conjunto de menores
distancias entre os acessos. A partir de
entdo, avaliou-se a possibilidade de in-
clusdo de outros acessos neste grupo,
respeitando-se o critério da distancia
meédia intragrupo inferior a quaisquer
distancias intergrupos. Para tanto, pro-
cedeu-se a comparagdo entre 0 acrésci-
mo no valor médio da disténcia dentro
do grupo e o maximo permitido,
comumente denominado g. A inclusdo
de um acesso em um grupo foi possivel
guando:

D

2
@ik

< 6,emque
n

D2 = D%, + D%, em que:

D? = distdncia entre 0s acessosi e
k; D2jk = disténcia entre 0s acessos | e
k; en = ndmero de acessos que consti-
tui o grupo original.

A partir da andlise de agrupamento
pelo método de Tocher, os gendtipos
pertencentes ao primeiro grupo foram
reagrupados pel o método hierdrquico do
vizinho mais préximo, com o propésito
de se verificar o novo perfil da diver-
géncia genética.

As andlises genético-estatisticas fo-
ram realizadas com o auxilio do Progra-
ma Genes (Cruz, 1997).

RESULTADOSE DISCUSSAO

Foram utilizados 31 iniciadores,
previamente sel ecionados por exibirem
pelo menos uma banda polimérfica no
gel para os 43 gendtipos de quiabeiro.
Nenhum destes oligonucleotidios mos-
trou monomorfismo, provavel mente por
estarem envolvidas diversas espéciesdo
género Abelmoschus etambém um aces-
so0 do género Hibiscus. Os 31 iniciado-
res amplificaram um total de 103 frag-
mentos polimarficos, na propor¢do de
3,3RAPDspor iniciador. Até6 fragmen-
tos foram polimorficos para diversos
iniciadores.

Os acessos de nimero 1293, 1294,
1295, 1300, 1305, 1322, 1323 e 1324,
identificados na Tabela 1 como A.
manihot, mostraram-se tanto fenotipica
como genotipicamente muito similares
aA. caillel, portanto seréo considerados
como pertencentes a Ultima espécie, 0
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Ae=A. esculentus; Ac=A. caillgi;
Am=A. manihot; Amo=A. moschatus,
At=A. tetraphyllus, Af=A. ficulneuse
Hs=H. sabdariffa.

Dislancia de gacho

Figura 1. Dendrograma da dissimilaridade genética de 43 gendtipos de quiabeiro, estabel e-
cido pelo método hierarquico do vizinho mais proximo utilizando-se o complemento arit-
mético do indice de Jaccard, com base em marcadores RAPD. Campos (RJ), UENF, 1999.
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Figura 2. Projegdo de distancias genéticas, para sistemas cartesianos, de 42 acessos de
Abelmoschus spp. e 1 acesso de Hibiscus sabdariffa, obtidos a partir de marcadores RAPD.

Campos (RJ), UENF, 1999.

gue é fundamentado pelo fato de que
estes acessos sao provenientes do oeste
africano, onde sdo, muitas vezes, trata-
dos como A. manihot, embora a descri-
G0 correta segja A. caillei. Existe, ain-
da, apossibilidade de ocorrénciadeerro
na descri¢cdo dos acessos no Banco de
Germoplasma, pois A. caillei é consi-
derada uma espécie distinta e ndo mais
uma variedade de A. manihot.

O agrupamento dos 43 gendtiposcom
base no méodo hierérquico do vizinho
mais proximo, utilizando marcadores
RAPD, separou 0s acessos, de modo ge-
ral, conforme as espécies botanicas, for-
mando seis grupos distintos (Figura 1).
O primeiro grupo foi composto pelos

acessos de A. esculentus e A. caillei, por
se mostrarem muito semelhantes. Os
acessos com maior proximidade genéti-
ca foram 4 e 0 13 (A. esculentus var.
Itaocaral e A. esculentus de Camardes),
seguidos por 2 e 10 (A. esculentus, cv.
Santa Cruz e A. esculentus da Algéria).
Por outro lado, os acessos de A.
esculentus que mostraram-se mais dis-
tantes foram os de ndmero 6 e 15 (A.
esculentus da Siria e A. esculentus cv.
Parbhani Kranti). Com relacdo aos aces-
sosdeA. caillei, osgendtipos 16 com 29
e 19 com 32 formaram, respectivamen-
te, os dois pares mais semel hantes.

O segundo grupo é composto pelos
acessos de A. moschatus, o terceiro pe-
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Tabela 1. Lista dos acessos de Abelmoschus spp. e suas procedéncias. Campos (RJ), UENF, 1999.

Ma:ﬁ,"al N° do acesso Identificagao da espécie Procedéncia
01 1367 A. esculentus cv. Piranema Itaguai-RJ.
02 1368 A. esculentus cv. Santa Cruz 47 ltaguai-RJ.
03 1369 A. esculentus cv. Pusa Sawani india
04 1370 A. esculentus var. Itaocara | Itaocara-RJ.
05 1371 A. esculentus var. Itaocara |l Itaocara-RJ
06 1291 A. esculentus Siria
07 1304 A. esculentus Paquistao
08 1307 A. esculentus Nigéria
09 1310 A. esculentus Burkina Faso
10 1311 A. esculentus Algéria
11 1312 A. esculentus Siria
12 1313 A. esculentus Zambia
13 1314 A. esculentus Camardes
14 1315 A. esculentus Sudao
15 1321 A. esculentus cv. Parbhani Kranti india
16 1372 A. caillei india
17 1284 A. caillei Costa do Marfim
18 1288 A. caillei Costa do Marfim
19 1290 A. caillei Costa do Marfim
20 1301 A. caillei Costa do Marfim
21 1306 A. caillei Costa do Marfim
22 1309 A. caillei Costa do Marfim
23 1373 A. manihot india
24 1293 A. manihot Togo
25 1294 A. manihot Guiné
26 1295 A. manihot Togo
27 1297 A. manihot Japéo
28 1300 A. manihot Burkina Faso
29 1305 A. manihot Camardes
30 1322 A. manihot Costa do Marfim
31 1323 A. manihot Benin
32 1324 A. manihot Guiné
33 1289 A. moschatus Benin
34 1296 A. moschatus Benin
35 1302 A. moschatus Benin
36 1303 A. moschatus Togo
37 1316 A. moschatus Benin
38 1317 A. moschatus Costa do Marfim
39 1318 A. moschatus Benin
40 1320 A. moschatus Benin
41 1374 A. tetraphyllus india
42 1375 A. ficulneus india
43 1376 Hibiscus sabdariffa Bom Jardim-RJ
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Tabela 2. Agrupamento pelo método de otimizagdo de Tocher, de 43 gendtipos de quiabei-
ro, com base em marcadores RAPD, utilizando o complemento aritmético do indice de

Jaccard. Campos (RJ), UENF, 1999.

Grupos Genétipos
43 13 5 31 9 3 1 2 12 10 11 14 7 8 15 6
1 29 16 18 19 26 21 17 32 25 30 28 22 24 20
40 39 36 33 34 35 38 27 23
2 41 42
3 37
4 43

. A sequiéncia dos nimeros indica a entrada dos gendtipos no grupo.
, A identificacéo dos genotipos encontram-se na Tabela 1.

Ae=A. esculentus; Ac=A. caillei;
Am=A. manihot e Amo=A. moschatus.

Lhsiancia de |igacss

Figura 3. Redistribuicdo hierdrquica dos gendtipos do grupo | de Tocher, com base em
marcadores RAPD, analisados pelo método do vizinho mais préximo. UENF - Campos

(RJ), 1999.

los acessos de A. manihot, o quarto en-
volveu a espécie A. tetraphyllus e o
quinto, A. ficulneus. A espécie H.
sabdariffa formou, separadamenrte o
grupo 6, mostrando ser a mais distante
dentre o0s 43 acessos avaliados.

A projec8o das disténcias genéticas
no plano bidimensional (Figura 2), foi
eficaz naseparacéo dosacessos. Por esta
figura, pode-se observar que 0s acessos
de A. esculentus e de A. caillei, forma-
ram um Unico grupo. Esteresultado esta4
de acordo com o agrupamento pelo mé-
todo hierarquico (Figura 1), quando pro-
cede-se um corte vertical auma distan-
ciadeligacéo de aproximadamente 0,35.
Assim, as espécies A. esculentus e A.
caillei revelaram semelhangas genéticas
em elevada magnitude, constituindo
genomas muito aproximados.
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Martinello et al. (1996), numa an&
lise por componentes principais aplica-
da a caracteristicas morfologicas em
quiabeiro, verificaram que a espécie A.
caillel foi aunicadas silvestres que fez
parte do grupo em gue todos 0s outros
acessos eram A. esculentus. Estes auto-
res verificaram, ainda, que hibridagtes
interespecificas entre A. caillei (2n=
185-189) e A. esculentus (2n= 72-144)
foram eficazes e que, os hibridos F, sGo
férteis e produzem grandes quantidades
de sementes viéveis, apesar da diferen-
¢ado nimero de cromossomos entre 0s
parentais. I sto indica uma grande afini-
dade entre os genomas, que podem fa-
zer parte de um mesmo «pool» génico.
Estas constatages denotam que, no pro-
cesso de evolucdo, estas espéciesdiver-

giram ou bifurcaram mais recentemen-
te. Talvez A. caillel sediferenciou de A.
esculentus, ou vice-versa, por um pro-
cesso evolucionério reticulado, isto €,
anfiploidizagcdo, poliploidizacéo,
hibridagdo ou outro sistema genético
(Baum & Gupta, 1996). Convém salien-
tar que este tipo de situagdo envolven-
do evolucéo reticulada para as plantas
superiores, ainda é muito pouco estuda-
do. Siemonsma (1982) hipotizou que A.
caillei é um anfipl6ide natural de A.
esculentus (2n= 130-140) e A. manihot
(2n=60-68).

Aindacom relagdo aandlise gréafica
das distancias genéticas no plano
bidimensional (Figura 2), as espécies
representadas por apenas um acesso for-
maram grupos individuais, como é o
caso de A. tetraphyllus , A. ficulneus e
Hibiscus sabdariffa. Os acessos de A.
moschatus e A. manihot também for-
maram grupos separados. Sendo assim,
os marcadores RAPD foram capazesde
classificar e também diferenciar corre-
tamente as espécies, com excegdo do
gendtipo 31 (A. caille) que se asseme-
Ihou aos acessos de A. esculentus.

A aplicagdo do método de agrupa-
mento por otimizacdo de Tocher, utili-
zando amatriz de disténciasobtidaspelo
complemento aritmético do indice de
Jaccard, permitiu aformag&o de quatro
gruposdistintos (Tabela2). Ogrupo 1 é
composto pelosacessosde A. caillei, A.
esculentus, A. moschatus e A. manihot,
sendo que 0s acessos das espécies A.
caillei e A. esculentus mostraram-se a -
tamente similares e estéo representados
pel os gendtipos de nimero 4, 13, 5, 31,
9,3,1,2,12,10,11, 14,7, 8, 15, 6, 29,
16, 18, 19, 26, 21, 17, 32, 25, 30, 28,
22, 24 e 20. Neste grupo, 0s acessos de
nimero 4 e 13 sdo 0s mais proximos.
Osgendtiposde niimeros 40, 39, 36, 33,
34, 35 e 38 pertencem a espécie A.
moschatus e os de nimero 27 e 23, a
espécie A. manihot que, por sua vez,
mostraram-se mais distantes em rel agcéo
asespécies A. caillei e A. esculentus. O
grupo 1 compreendeu aproxi madamen-
te 90% do germoplasma avaliado, indi-
cando baixa amplitude davariabilidade
genética nos gendtipos em estudo.

A andlise de agrupamento por
otimizacdo de Tocher, mostrou-se coe-
rente apenas em parte a andlise de
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agrupamento hierarquico, vez queo gru-
po 1 conteve, além das espécies A.
esculentuseA. caillei, A. moschatuse A.
manihot. O grupo 2 compreendeu A.
tetraphyllus e A. ficulneus. Por suavez,
A. moschatus compds o grupo 3 e H.
sabdariffa o grupo 4.

Quando aplicou-se 0 método hierar-
quico do vizinho mais préximo apenas
sobre o grupo | de Tocher (Tabela 2),
houve, consequentemente, o surgimento
de sais fragmentos monomarficos, re-
sultando 88 locos polimérficos. Esse
polimorfismo foi reanalisado pelo com-
plemento aritmético do indice de
Jaccard. A redistribuicdo hierdrquicados
39 gendtipos que compunham o grupo |
de Tocher (Figura 3), mostrou-se bas-
tante semelhante ao apresentado pela
Figural, sendo que naFigura3 houvea
formac&o de quatro grupos, quando pas-
sa-seumalinhavertical aumadistancia
de 0,35. O primeiro grupo reuniu mais
uma vez os acessos de A. esculentus e
A. caillel. Osacessos 2 e 10 mostraram-
se, destavez, osmais proximos, porém
0 acess0 13 mostrou-se maisdistante com
relagdo aos demais do mesmo grupo, in-
clusive afastando-se bastante do acesso
4, que naFigura 1 apresentou-se intima-
mente associado agquele. O grupo 2, da
Figura 3, permaneceu idéntico ao grupo
2 daFigural. O grupo 3 reuniu os aces-
sosde A. manihot que, por suavez, mos-
traram-se os mais distantes dentre 0s 39
avaliados. Assim, o reagrupamento dos
acessos revelou a existéncia de uma
heterogeneidade genéticano grupo | que,
desta forma, tornou os resultados da
metodologia de Tocher semelhantes aos
obtidos com o método hierarquico do
vizinho mais préximo.

O reagrupamento tem sido utilizado
por aguns autores, como forma alter-
nativa de tornar os resultados mais
elucidativos. Amaral Jinior (1996), por
exemplo, trabalhando com tomateiro,
subdividiu o grupo | de Tocher, em dois
subgrupos para uma melhor compara
¢do entre a diversidade obtida com

marcadores RAPD e caracteristicas
morfoagronémicas. Vasconcellos
(1995), por sua vez, trabalhando com
feijoeiro, também procedeu a
redistribuic&o intragrupo parauma me-
Ihor visualizagao das disténcias entre os
individuos que foram separados com
base nos padrdes de faseolina e nos ta-
manhos de sementes.

Com esta pesquisa verificou-se que
os marcadores RAPD foram eficientes
no estudo da diversidade genética do
quiabeiro. Verificou-se aindaque astéc-
nicas estatisti cas empregadas foram ca-
pazes de estabecer padrdes e classifica-
¢oes da diversidade genética, revelan-
do aformagdo de seis grupos. O agru-
pamento pelo método hierdrquico do
vizinho mais proximo, com base nos
marcadoresRAPD, revel ou que os aces-
sosdeA. esculentus, apesar dasdiferen-
tes procedéncias, sdo bastante homogé-
neos e que estdo muito proximos de A.
caillei. O reagrupamento dos acessos,
por suavez, revelou aexisténciade uma
heterogeneidade genética no grupo |
gue, desta forma, tornou os resultados
da metodol ogia de Tocher semelhantes
aos obtidos com 0 método hierarquico
do vizinho mais préximo. Este trabalho
apresentou informagdes valiosas que
podem ser utilizadas na escolha de pro-
genitores mais adequados para iniciar
um programa de melhoramento da cul-
tura em questéo.
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