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RESUMO

SOUZA, Silmara Chaves de. Universidade Estadual da Paraiba/ Embrapa Algodéo. Fevereiro
de 2017. Caracterizagdo morfoagrondémica e molecular da colecdo de germoplasma de
sisal da Embrapa Algodéao. Orientadora: Liziane Maria de Lima; Coorientador: José Jaime
Vasconcelos Cavalcanti.

O conhecimento da diversidade genética disponivel na colecdo de germoplasma de
sisal € fundamental para os programas de melhoramento, para tanto € imprescindivel se obter
o méaximo de informagdes quanto as caracteristicas relacionadas & espécie. Dados
morfoagrondmicos e moleculares quando analisados principalmente em conjunto sao
determinantes para estudos de divergéncia genética entre acessos. Objetivou-se, com este
trabalho, avaliar a divergéncia genética presente nos acessos de Agave da Colecdo Ativa de
Germoplasma da Embrapa Algoddo por meio de dados morfoagrondmicos e moleculares.
Trinta e sete acessos de Agave sdo mantidos no campo experimental em Monteiro-PB e foram
avaliadas quanto as seguintes caracteristicas: numero de folhas (NFO), altura da planta
(ALT), comprimento de folha (CFO), peso da folha (PFO), peso da mucilagem fresca (PMF),
peso da mucilagem seca (PMS), peso da fibra fresca (PFIF), peso da fibra seca (PFIS),
comprimento da fibra (CFI), presenca de espinhos nas bordas (PEB), perfilhamento (PF) e
resisténcia ao dobramento (RD). Dez oligonucleotideos ISSR (Inter Sample Sequence Repeat)
foram utilizados para as analises moleculares. Os dados foram interpretados como
qualiguantitativos para os caracteres morfoagrondmicos e qualitativos binarios para 0s
marcadores moleculares. Os dados agronémicos foram submetidos a anélise de variancia e a
comparacgdo de médias foi feita pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. As medidas
de dissimilaridade foram obtidas por meio da distdncia de Gower para os dados
morfoagrondmicos e pelo coeficiente de Jaccard para os dados moleculares. Foi feita a soma
das matrizes de dissimilaridade dos dados morfoagrondmicos e moleculares; e o0 agrupamento
foi feito pelo método hierarquico UPGMA e de otimizacdo de Tocher. As caracteristicas
agrondmicas apresentaram elevada variabilidade genética entre os acessos de sisal. Os acessos
IAC foram os que apresentaram menor distancia entre si, indicando possivel base genética
estreita e alto grau de parentesco. Os Hibridos Quénia e RN como 0s acessos mais similares e
0 acesso Tatui 2 o mais divergente, sendo indicados para possiveis cruzamentos. Os
resultados obtidos neste estudo dardo suporte ao programa de melhoramento da cultura,
podendo possibilitar o aparecimento de materiais superiores.

Palavras-chave: Agave, divergéncia genética, marcador ISSR.



ABSTRACT

Knowledge of the genetic diversity available in the sisal germplasm collection is essential for
breeding programs, so it is imperative to obtain as much information as the characteristics
related to the species. Morphoagronomic and molecular data when analyzed mainly together
are determinants for studies of genetic divergence between accessions. The objective of this
study was to evaluate the genetic divergence present in the Agave accessions of the Embrapa
Cotton Germplasm Active Collection by means of morphoagronomic and molecular data.
Thirty-seven Agave accessions were kept in the experimental field in Monteiro-PB and the
following characteristics were evaluated: leaf number (NFO), plant height (ALT), leaf length
(CFO), leaf weight , Dry weight (PFIF), dry fiber weight (PFIS), fiber length (CFI), presence
of border spikes (PEB), tillering (PF) and resistance to folding (DR). Ten ISSR (Inter Sample
Sequence Repeat) oligonucleotides were used for molecular analyzes. The data were
interpreted as qualiquantitative for the morphoagronomic and qualitative binary characters for
the molecular markers. The agronomic data were submitted to analysis of variance and the
means comparison was done by the Scott-Knott test at 5% probability. The dissimilarity
measurements were obtained by Gower distance for the morphoagronomic data and by the
Jaccard coefficient for the molecular data. The sum of the matrices of dissimilarity of the
morphoagronomic and molecular data was made; and the grouping was done by the
hierarchical UPGMA method and Tocher optimization. The agronomic characteristics
presented high genetic variability among the sisal accessions. IAC accesses were the ones that
presented the least distance between them, indicating a possible narrow genetic base and high
degree of kinship. Hybrids Kenya and RN as the most similar accesses and the access Tatui 2
the most divergent, being indicated for possible crossings. The results obtained in this study
will support the crop improvement program, which may allow the appearance of superior
materials.

Keywords: Agave, genetic divergence, ISSR marker.
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1. INTRODUCAO

O sisal é uma planta que teve origem no continente Americano. Alguns estudiosos
relatam que a sua utilizacdo é datada de muito antes do descobrimento das Américas por
Cristovdo Colombo. No Brasil as primeiras plantacGes de sisal datam do inicio do século XX
com plantios na Bahia (SOUSA, 2004).

O México é considerado o centro de origem do género Agave, especialmente as zonas
aridas e semiaridas do pais, porém, Estados Unidos, América Central e América do Sul
também possuem espécies distribuidas. De todas as espécies de Agave, cerca de 75% sdo
encontradas no México, destas, 55% séo encontradas exclusivamente neste pais (GRANICH
et al., 2005).

E uma cultura que apresenta grande importancia em regides semiaridas, tendo em vista
a possibilidade do aproveitamento de todas as partes da planta. As fibras de sisal sdo
totalmente aproveitadas nas industrias de artesanato e cordoalha e na construcdo civil, sdo
incorporadas a argamassa; ja a industria automobilistica a utiliza na fabricacdo de painéis e
bancos, substituindo plastico e fibra de vidro. A mucilagem também € aproveitada na
alimentacdo animal, durante o periodo de seca prolongada ou de escassez de pasto em regides
que sofrem com grandes periodos de seca e 0 pé que sai do processo de batimento das fibras
pode ser utilizado como adubo organico (SILVA e BELTRAO, 1999).

Do ponto de vista econémico e social no Brasil, o cultivo do sisal, incluindo as etapas
de beneficiamento, gera emprego e renda em regides com baixos indices de desenvolvimento
humano, tanto na agricultura familiar quanto nas cidades, sendo em muitos casos, 0 Unico
meio de sobrevivéncia de muitas familias. A cultura ajuda ainda a fixar o homem no campo,
mantendo suas origens (SUINAGA et al., 2006; GARCIA-HERRERA et al., 2010).

Sabendo-se da importancia do sisal para o Brasil e principalmente para a regido
Nordeste, a Embrapa Algodao criou, em 1996, a Colecdo Ativa de Germoplasma de sisal, que
consiste na conservacao de acessos para fins de estudos de divergéncia genética e utilizacéo
no programa de melhoramento genético da cultura.

Ressalta-se que esses estudos sdo de extrema importancia, principalmente por
fornecerem pardmetros para a identificacdo de genitores que possibilitam o aparecimento de
materiais superiores quando cruzados, além de facilitarem o conhecimento da base genética
da populacdo (FERRAO et al., 2002).
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Em colecdes de germoplasma, estudos de divergéncia genética podem ser executados
por Vérias técnicas, como: a caracterizacdo morfoagronémica que seleciona descritores que
melhor representam cada acesso, esses descritores podem ser de natureza quantitativa e, ou
qualitativa (ENGELS, 1993); a caracterizacdo molecular, utilizada para complementar dados
fenotipicos com a utilizacdo de marcadores moleculares. Com as informagdes obtidas é
possivel que pesquisadores, principalmente melhoristas, constituam ferramentas importantes
para seus estudos.

Vaérios tipos de marcadores moleculares estdo disponiveis para a caracterizacdo da
diversidade genética em plantas, porém, os que usam a PCR (Reacdo em Cadeia da
Polimerase) apresentam maiores vantagens por permitir a analise de polimorfismo em vérios
gendtipos sem a influéncia do ambiente (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

Para a caracterizacdo molecular da diversidade em colecGes de germoplasmas, 0s
marcadores ISSR (Inter Sample Sequence Repeat) é um dos mais recomendados,
principalmente por serem Uteis nas analises de espécies relacionadas evolutivamente, com
resultados confiaveis, por apresentar grande dispersdo no genoma, grandes numeros de locos
polimorficos em quantidades suficientes, além da rapidez em seus resultados e baixo custo em
comparacéo a outros marcadores (RODRIGUES, 2010).

Diante do exposto, objetivou-se com este trabalho identificar a divergéncia genética
entre acessos de sisal conservados na Colecdo Ativa de Germoplasma da Embrapa Algodéo,
por meio da caracterizacdo morfoagronémica e molecular, a fim de caracterizar e detectar 0s

gendtipos mais promissores para subsidiar o programa de melhoramento da cultura.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Determinar a diversidade genética disponivel na Colecdo Ativa de Germoplasma de

sisal da Embrapa Algodao.

2.2. Especificos

e Caracterizar morfoagronomicamente e por meio de marcadores moleculares ISSR,

trinta e sete acessos de sisal;

e Auvaliar as caracteristicas morfoagrondmicas por meio de caracteres quantitativos e

qualitativos;
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Origem e historico do sisal

Originario da penisula de Yucatd no México, o sisal recebeu esse nome devido a
existéncia de uma erva nativa conhecida como zizal-xiu (MARTIN et al., 2009). Era uma
planta bastante utilizada também pelos nativos na preparacdo de uma bebida fermentada
chamada pulque, oriunda do suco da folha. Trazida para o Brasil por volta de 1903 pelo
engenheiro agrobnomo Horacio Hurpia Janior, o sisal (Agave sisalana) adaptou-se bem ao
clima do nordeste brasileiro com os primeiros bulbilhos introduzidos na Bahia (ALVES,
2005).

Na Paraiba, as primeiras mudas foram introduzidas em 1911, trazidas da Bahia.
Porém, as primeiras plantagcbes com fins comerciais comegaram a aparecer na Paraiba entre os
anos de 1930 e 1938 e em 1939 na Bahia, onde a cultura foi identificada como potencialmente
produtiva. Iniciando-se assim o plantio, em campos experimentais, estimulado pela demanda
da fibra na segunda guerra mundial. Passada a guerra, devido ao aumento da demanda, aliado
as condicBes ambientais, o sisal consolidou-se na Paraiba. Nesse periodo, o Estado tornou-se
0 maior produtor da fibra, colaborando para que o Brasil se tornasse um dos maiores
exportadores de sisal do mundo (SUINAGA et al., 2006). Atualmente, os estados brasileiros
que mais produzem a fibra sdo: Bahia (96,4%), seguidos da Paraiba (3,4%), Ceara (0,6%) e
Rio Grande do Norte (0,1%) (IBGE, 2015).

As regides de clima mais quente tendem a favorecer o desenvolvimento da planta de
sisal, porém, a espécie também pode ser cultivada em regides tropicais e subtropicais (SILVA
et al., 2011). No semiarido do Nordeste brasileiro, o sisal apresenta uma boa adaptacéo, por se
tratar de uma planta semixerofila a qual possui resisténcia a secas prolongadas e altas
temperaturas. Esta adaptabilidade se deu, sobretudo, devido as condic¢des climaticas da regido,
com temperaturas médias que variam entre 28°C e 30°C (ABREU, 2010).

Dessa forma, pode-se afirmar que o cultivo do sisal nas regides semiaridas, além da
importancia historica, destaca-se também na geracdo de empregos em localidades onde ndo ha
outras fontes de renda que oferecam resultados econdémicos satisfatorios para a populagdo
(SANTOS, 2006).
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3.2. Classificacao botanica

O sisal ¢ uma planta monocotiled6nia, série Lilioflorea, pertencente a familia
Agavaceae. Suas folhas produzem a principal fibra dura existente entre as plantas, utilizada
em larga escala pelas industrias de diversos segmentos; a familia Agavaceae compreende
cerca de 25 géneros e 637 espécies, sendo que as mais utilizadas, principalmente pela
qualidade de suas fibras, sdo: A. Sisalana e A. foulcloydes (MEDINA, 1959; JUDD et al.,
2007).

3.3. Morfologia

A folha do sisal possui forma lanceolada linear, ligadas diretamente ao caule, de
coloracdo verde-escuro, quase plana, rigida e lisa, podendo chegar a medir dois metros
(Figura 1A); porém, normalmente mede de 90 a 120 cm. Geralmente, a maioria das espécies
ndo possuem espinhos nas bordas, mas possuem um actleo de 20 a 25 mm de comprimento
de formato conico na extremidade da folha (MEDINA, 1959).

E uma planta com sistema radicular fibroso em forma de tufo, de caule curto
(acaulescente). Possui dois tipos de raizes, as transportadoras que séo responsaveis por fixar a
planta no solo e suportar o peso das folhas, sendo, portanto, raizes mais profundas, e as
alimentadoras, responsaveis por absorver os nutrientes do solo por meio dos pélos radiculares,
sdo mais superficiais, pois as camadas mais proximas da superficie do solo sdo mais ricas em
nutrientes (SILVA et al., 2008).

Possui escapo floral (Figura 1C) com aproximadamente 8 metros de comprimento e
cerca de 15 cm de didmetro que surge quando a planta emite a inflorescéncia, ou seja, quando
as folhas centrais de juntam ao redor do ponto apical. No escapo existem cerca de 40 flores
monocérpicas e hermafroditas distribuidas em cachos que deixam o escapo com a aparéncia
de uma piramide (Figura 1D) (MEDINA, 1959; SILVA et al., 2008).

A propagacéo do sisal é de forma assexuada, por intermédio de perfilhos ou bulbilhos
(Figura 1B e 1E); todavia, podem se reproduzir de forma sexuada quando suas flores séo
polinizadas por morcegos e em menor escala por alguns insetos, como abelhas, mariposas e
até mesmo aves. Os frutos e sementes capazes de germinar sdo obtidos das gemas inferiores

do escapo floral; eles amadurecem cerca de seis meses ap6s a flor ser polinizada. As sementes
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sdo de cor preta e medem de seis a sete milimetros no seu maior comprimento (Figura 1F)
(MENDONZA, 2007).

Figura 1: A — Planta adulta de sisal, B — Perfilhos oriundos da planta mae, C — Escapo floral,
D — Panicula com flores em cachos, E — Bulbilho, F — Capsula madura e sementes redondo-

triangulares. Monteiro — PB, (2016). Fonte: Silmara Chaves de Souza.

3.4. Importancia socioecondomica do sisal

O sisal é, atualmente, um produto agroindustrial de grande importancia econémica e
social existente no semiarido brasileiro; explorado principalmente pelas familias que
sobrevivem da agricultura em uma regifo cujo maior indice de Desenvolvimento Humano
Municipal (IDHM) é de 0,678 (ATLAS BRASIL, 2013).

E a principal cultura geradora de emprego e renda no alto sertio da Bahia, estado que
ocupa o topo da producdo brasileira da matéria prima. Apesar de o sisal ser o principal
produto agroindustrial do semidrido brasileiro, atualmente sua exploracdo vem sendo assolada
por uma seca histérica, porém, devido a sua forte adaptacéo a climas aridos, vem conseguindo
manter os produtores no campo. Essa forte adaptacdo da cultura ao nordeste faz o Brasil
manter-se como 0 maior produtor (48,8%) e exportador (80%) de sisal do mundo; outros
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principais paises produtores sdo a Tanzénia, China, Quénia, Madagascar, México e Haiti
(Figura 2) (CONAB, 2013).

Atualmente tem-se observado uma queda na producdo da fibra e manufaturados de
sisal no Brasil, em 2014 a producdo foi de 95,4 mil toneladas, em 2015 foi de 91,1 mil
toneladas, bem diferente de 2016 com uma queda histéria de 12,18% em relacdo ao ano
anterior, produzindo-se apenas 80 mil toneladas. Esse valor é bem proximo aos produzidos
nos anos de 2012 e 2013, onde muito se falou na sucumbéncia da cadeia produtiva de sisal
pelo lado da oferta. Apesar da evidente baixa na producdo, sabe-se que o sisal possui uma
grande importancia econdémica para as regides produtoras e que 0 mercado externo,
principalmente, exige uma grande demanda pela fibra e por produtos diversos, o que gera
renda tanto para os produtores no campo quanto para as industrias de beneficiamento
(CONAB, 2016).

Madagascar
6,7% 4 México
5,7%

Haiti Outros
4,6% 5,9%

Brasil
48,4%

Quénia
8,2%

China

8,4% Tanzania
12,1%

Figura 2. Producdo mundial de sisal (Fibra e manufaturados). Fonte: CONAB,
(2013).

Nos ultimos anos vem crescendo no mundo o interesse pelo desenvolvimento de
tecnologias ecoldgicas que promovam menos impacto ao ambiente. Produtos sintéticos, como
os plasticos, detém a maior atencdo por parte dos 6rgdos de defesa do meio ambiente, por
causarem toxidez durante a sua producdo e necessitarem de muito tempo para degradacéo,

gerando, dessa forma, grandes quantidades de lixo na natureza.
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Buscando resolver essa problemaética, diversos setores da sociedade vém tentando
trabalhar para garantir a preservagdo do meio ambiente. No Brasil existe a Lei 6.938 de 31 de
agosto de 1981 que atribui aos estados e municipios o poder de estabelecer limites e padrdes
para a instalacdo e licenciamento das industrias, exigindo o estudo de impacto ambiental
(BRASIL, 2008).

Observado essa necessidade, as empresas voltadas para o ramo vém trabalhando no
desenvolvimento de tecnologias alternativas que oferecam produtos com resultados
satisfatorios e que ao serem descartados ap6s sua vida Util, ndo causem danos ao meio
ambiente. A fibra de sisal vem ganhando espaco nessas discussdes por ser uma alternativa
ecoldgica para as industrias automobilisticas e de construcdo civil, com enorme potencial na

substituicdo de plasticos e fibra de vidro, por exemplo.

3.5. Aplicacdes do sisal

Historicamente a principal aplicacdo do sisal tem sido na producéo de cordoalha, ou
seja, todos os produtos de sisal como fios, barbantes, cordéis, todos os tipos de cordas que sao
usadas na agricultura, pecudria, industria e comércio; porém, sabe-se que 2/3 da fibra de sisal
sdo destinadas a fabricacdo de baler twine, um tipo de barbante produzido com fios oleados,
exclusivamente para o mercado externo, fabricado nas cores laranja, verde e natural e
identificados como Gold, Green e Untreated, respectivamente (Figura 3A). Os estoques fora
do padrdo sdo comercializados no mercado nacional para pequenos agricultores e usados nos
servicos de amarracdo em geral (SILVA e BELTRAO, 1999).

Existem, porém, outros produtos provenientes da fibra do sisal que devemos destacar,
0s quais apresentam importante papel na diversidade de aplicacGes que a cultura possui, como
0 barbante singelo, conhecido como fio comercial ou ndo oleado, difere do baler twine por ser
mais fino e pela emulsdo em que é inserido; os cordéis, que nada mais sdo do que uma
pequena quantidade de fios (dois a trés) ndo oleados e retorcidos; as cordas que sdo fabricadas
tanto com fios oleados ou secos variam em diametro (5 a 40 mm) conforme o destino final
(SILVA e BELTRAO, 1999; SILVA, 2010; ALVARENGA, 2012).

A corda calibrada (Figura 3B) é outro tipo de corda que recebe um melhor acabamento
para perder os “pélos” (partes de fibra que se soltam ao longo da corda), para isso elas passam
por maquinas “barbeadeiras” as quais possuem laminas que deixam os fios mais regulares;
esse tipo de corda é utilizado no centro de cabos de ago, em elevadores, por exemplo,
aprimorando sua funcdo (SILVA e BELTRAO, 1999).
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Além de todos os produtos do setor de cordoalha, podemos citar a fabricagdo de papel
do tipo Kraft (Figura 3C) a partir da “bucha” de sisal, que sdo os fios que se soltam no
processo de desfibramento que podem gerar esse papel de grande resisténcia (Figura 3B). No
campo da construcéo civil as buchas também sdo utilizadas na composicdo de massas para
forros de gesso, polimento de revestimento cerdmico; e pode ser ainda incorporada na
construcdo de casas residenciais para obter-se uma maior resisténcia aos compdsitos e ainda
pode ser usado na fabricacao de estofados e painéis de carros (SILVA, 2010). O sisal tem sido
utilizado também na fabricacdo de artesanatos em geral como bolsas, cadeiras de balanco,
objetos de decoragéo, cestos (Figura 3E), entre outros (SANTOS et al., 2007).

C ,
Figura 3: Produtos obtidos da fibra de sisal: A — Fios Gold, Green e Untreated; B — Cordas

do tipo calibrada e barbante; C — Papel do tipo Kraft; D — Biomanta; E — Artesanato (cesto).
Fontes: http://www.cwestern.com; http://www.casadascordas.com.br/;

http://www.sisall.com.br/; http://www.plotag.com.br/papeis-kraft; https://www.elo7.com.br.

Outro destaque para o uso do sisal é na inddstria quimica e de farmacos; recentemente,
Lima et al. (2013) avaliaram a producdo de celulose bacteriana através de fermentagéo
submersa estatica utilizando o liquido do sisal como meio de cultivo alternativo obtendo
excelentes resultados. Alguns tipos de biomantas (Figura 3D) também sdo produzidas a partir
da fibra de sisal e sdo largamente utilizadas na cobertura de encostas evitando a erosdo dessas
areas.

Alguns outros produtos oriundos dessa planta séo a tequila, produzida a partir de
Agave tequilana ou Agave azul, uma espécie de planta do género Agave, como é comumente
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conhecido no México (APAEB, 2013), remédios, biofertilizantes, bioinseticidas, adubo
organico e ragao animal.

Apesar de toda importancia que o sisal tem para Brasil e para varios paises, a
quantificacdo e a exploracdo da variabilidade dessa espécie ainda sdo insuficientes,
necessitando-se, portanto, de maiores estudos que promovam o desenvolvimento e o
melhoramento da espécie, e em consequéncia a exploracdo mais eficiente da cultura,
incentivando o aumento da demanda comercial e a retomada da producdo em regides que no

passado ja foram conhecidas como grandes produtoras.

3.6. Fontes de Germoplasma

Devido as alteracbes ambientais, tem-se falado muito na conservacdo da
biodiversidade para evitar perdas de espécies. Para isso, foram criadas unidades
conservadoras de material genético, denominadas cole¢des de germoplasma, que tem por
finalidade a coleta, preservagdo, caracterizacdo, avaliacdo e intercdmbio de acessos. Essas
colecBes podem ser ativas, com plantas mantidas em suas condi¢fes naturais, e colecGes de
base, que conservam parte da planta, como sementes, em camaras frias (WOEHL, 2011).

Na condu¢do de um programa de melhoramento genético é necessario que haja a
disposicao do melhorista uma colecdo de germoplasma com acessos que apresentem a maior
variabilidade genética possivel, proporcionando uma maior assertividade em termos de
complementaridade. A colecdo deve ser caracterizada para auxiliar na escolha dos acessos
mais promissores que poderdo compor as fases de pré-melhoramento ou hibridacdo, por
exemplo (RAMOS et al., 2015).

Segundo Valois et al. (2001) existem diversos tipos de caracterizacdo que podem ser
feitas para ter um conhecimento mais detalhado dos acessos: morfoagronémica, bioquimica,
citogenética ou molecular. A utilizacdo de marcadores moleculares, associada a descritores
morfoldgicos e agrondmicos tem sido muito Gtil no estudo de diversidade genética dessas

colecdes de germoplasma (DIAS et al., 1994).
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3.7. Descritores Morfoagronémicos

A caracterizagdo morfoagrondmica é fundamental para a conservagdo de muitas
espécies e para o melhoramento genético vegetal. Nas colecBes de germoplasma, a
caracterizacdo morfoagronémica tem sido utilizada para se obter informacdes dos acessos,
descrever caracteristicas importantes e, consequentemente, contribuir com os programas de
melhoramento genético por identificar individuos superiores e quantificar a diversidade
disponivel (ARAUJO e NASS, 2001). Na maioria dos germoplasmas, é comum a
caracterizacdo com base em dados morfologicos e agrondmicos simultaneamente, o que
explica a fundicdo dos nomes.

Nos estudos morfoagrondémicos séo utilizados descritores que permitem conhecer as
populacbes naturais e determinar o seu potencial de uso. Para que 0s genotipos sejam
caracterizados corretamente, € necessaria uma lista de descritores especifica, que seja capaz
de diferencia-los. Diversos atributos podem ser utilizados para definir um material, todavia os
caracteres mais Uteis sdo aqueles que podem ser facilmente detectados e que possuem alta
herdabilidade e valor agronémico, os quais permitam diferenciar um acesso do outro; como
por exemplo: altura da planta, nimero de folhas, comprimento de fibras, massa fresca, entre
outras caracteristicas (SANTOS e BETTENCOURT, 2001).

3.8. Marcadores Moleculares

Os marcadores genéticos ou moleculares sdo algumas das ferramentas mais modernas
utilizadas no conhecimento do grau de similaridade entre acessos e cultivares, quando
analisados entre e dentro de populacdes naturais, na identificacdo de genes associados a
estresses bidticos e abiodticos, além de serem reconhecidamente U(teis na avaliacdo e
caracterizacdo de germoplasmas (BERED et al., 1997).

Na caracterizagdo molecular utilizam-se os marcadores moleculares, que segundo
Ferreira e Grattapaglia (1998), sdo todo e qualquer fen6tipo molecular oriundo de um gene
gue se expressa ou de segmentos especificos de DNA. Esses marcadores podem gerar
quantidades suficientes de informacdes que quando avaliadas junto as caracteristicas
fenotipicas proporcionam o agrupamento de genotipos e, consequentemente, 0 cruzamento
mais eficiente (SPOONER et al., 2005). Os marcadores moleculares também possuem

vantagens sobre os marcadores morfologicos, por permitirem informagdes puramente
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genéticas e fornecerem, praticamente, um numero ilimitado de polimorfismo distribuido
aleatoriamente ao longo do genoma, permitindo a distin¢do entre acessos com morfologia
similar de forma simples e a custos reduzidos (MOULIN et al., 2012).

Existem diversos tipos de marcadores capazes de diferenciar os acessos com grande
exatiddo e confiabilidade, como por exemplo: Restriction Fragment Length Polymorphism
(RFLP), Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD), Amplified Fragment Length
Polymorphism (AFLP) e Variable Number of Tandem Repeats (VNTR), os quais foram o0s
marcadores mais utilizados entre os anos de 1980 e 1990, responsaveis pelo surgimento dos
primeiros mapas genéticos de varias espécies cultivadas, de numerosos estudos de diversidade
genética e da descoberta de genes. Ja os microssatélites Sample Sequence Repeats or
microsatellite (SSR) e os Inter Sample Sequence Repeat (ISSR) sd@o marcadores relativamente
mais novos; cada um deles possuem vantagens, limitacdes e diversas formas de aplicacdes
(FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998; MELO et al., 2001; RODRIGUES et al., 2007;
GUIMARAES et al., 2009; BARAKAT et al., 2010).

Um dos marcadores moleculares que vem sendo utilizado em diversos estudos
ultimamente é o ISSR: algoddo (Liu e Wendel, 2001), manjericdo (Aghaei et al., 2012),
pimenta (Oliveira et al., 2013), dendé (Chagas et al., 2015); mostrando-se eficaz na deteccéao
de polimorfismo, além de possuir baixo custo, ser abundante no genoma e reprodutivel entre
laboratérios (SANTANA et al., 2011).

Os marcadores ISSR sdo conhecidos por utilizarem um Unico primer desenhado com
base nas sequéncias repetidas dos microssatélites que geram um grande numero de

fragmentos e s&o bastante utilizados em plantas e fungos (GUIMARAES et al., 2009).

3.9. Determinacao da diversidade genética

O conhecimento da diversidade genética em um grupo de plantas é de grande
importancia para os programas de melhoramento. Com as analises dos genitores é possivel
identificar gendtipos com as mais diversas capacidades de combinacBes hibridas e que
apresentam maior heterozigose. Essas informagdes permitem realizar combinacgGes de
individuos que possam recuperar genotipos superiores em geracdes segregantes 0s quais
apresentam, em sua maioria, vasta variabilidade genética para selecdo. Para isso é preciso que
haja uma populacdo-base para que, ao realizar-se a selecdo, amplie-se a variabilidade genética

e aumente a média para o carater a ser selecionado (CARVALHO et al., 2003).
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Estudos de diversidade genética tém sido feitos em diversas culturas pelo mundo,
como mangaba (COSTA et al., 2011), soja (ALMEIDA et al., 2011), batata-doce (MARTINS
et al., 2012), feijio-de-corda (SILVA et al., 2012), milho (ROTILI et al., 2012), pimenta
(ALVARES et al., 2012), algoddo (RESENDE et al., 2014), videiras (BATISTA et al., 2015),
entre outras.

Trabalhos que utilizam a analise da diversidade genética por meio de técnicas
multivariadas tém oferecido grandes contribui¢cdes na avaliacdo e indicacdo de genitores, por
proporcionar a avaliacdo da populacdo em estudo com base em todas as caracteristicas
simultaneamente (SANTQOS, 2000).

Para a quantificagdo do grau de semelhanga entre um grupo de acessos, com base em
um conjunto de caracteristicas, € usual a utilizacdo de estimativas de similaridade ou
dissimilaridade resultando em uma matriz de ordem “n”, sendo “n” o nimero de gendtipos.
Porém esses valores por si s6 ndo proporcionam facilidade de interpretagdo, principalmente
quando o nimero de genotipos em estudo € muito alto, sendo entdo necesséria a utilizagdo de
métodos de agrupamento e/ou projecdo grafica (CRUZ et al., 2011).

Entre 0os métodos estatisticos de analise multivariada utilizados comumente em
trabalhos de divergéncia genética, podemos citar os métodos de projecdo grafica ou de
agrupamento. As analises de projecdo gréafica tem como principio a dispersdo dos gendtipos
em um plano bi ou tridimensional onde as coordenadas sdo obtidas a partir das medidas de
dissimilaridade. A andlise de agrupamento é uma técnica que consegue separar e reunir
objetos de estudo em grupos, onde esses objetos sejam os mais semelhantes possiveis dentro
do mesmo grupo, enquanto que os grupos formados sejam distintos entre si, sendo 0s mais
utilizados os metodos hierarquicos e os de otimizacdo (CRUZ et al., 2011).

Os métodos hierarquicos tem como principio a obtencdo do dendograma onde ha a
formacdo de uma arvore de ramos conectados. Um dos métodos de agrupamento mais
utilizado no melhoramento vegetal ¢ o UPGMA (Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic Mean), que tem por base a ligacdo média ndo ponderada entre os grupos. O
método de Tocher é a técnica de otimizacdo mais utilizada que toma como base o critério de
gue a média das medidas de distancia dentro de cada grupo deve ser menor que as distancias
médias entre grupos (RESENDE, 2007; CRUZ et al., 2012).

Para a obtencdo das matrizes de dissimilaridade que séo utilizadas na formacdo do
dendograma existem diversos métodos de quantificacdo, que vdo depender da natureza dos
dados; sejam eles, quantitativos, multicategdricos ou moleculares, por exemplo, desta forma

podemos citar: distdncia de Mahalanobis, distancia euclidiana, Jaccard, coeficiente de
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coincidéncia simples, Gower, entre outros. O coeficiente de Gower, por exemplo, pode ser
aplicado simultaneamente aos trés tipos de caracteristicas; binarias, multicategéricas e
quantitativas; ja o coeficiente de Jaccard € usado em andlises moleculares, com variaveis
binarias, codificadas como 0 na auséncia e 1 na presenca de amplicons, sendo a distancia de
Mahalanobis e distancia Euclidiana medidas de dissimilaridade para dados quantitativos
(CRUZ et al., 2011).

O objetivo na caracterizacdo do sisal é acessar 0s genotipos que tenham caracteristicas
desejaveis e que permitam, sobretudo, o0 melhor conhecimento do germoplasma para que este
possa ser usado em futuros cruzamentos, tendo como foco o aparecimento de materiais
superiores, principalmente na transferéncia de genes que expressam caracteristicas favoraveis
visando a ampliacdo na producéo de fibras, além de fibras de maior comprimento, resistentes
ao dobramento das folhas e ainda com maior nimero de folhas, o que favorece a producao

final ndo sé de fibras, como de mucilagem.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Recursos genéticos e conducéo do experimento

Trinta e sete acessos de sisal, pertencentes a Colecdo Ativa de Germoplasma da
Embrapa Algodédo foram usados para o estudo de divergéncia genética (Tabela 1). As plantas
sdo mantidas desde 2009 no campo experimental da Embrapa Algoddo localizado em
Monteiro-PB (altitude: 599 m, latitude: 07° 53' 22" S e longitude: 37° 07° 40” W).

Tabela 1. Relagéo dos acessos de sisal para as avaliagdes morfoagrondmicas e moleculares.

ACessos Identificacéo ACessos Identificacéo

SS-01 Hibrido 11648 (A. amaniensis  SS-20 Sisalana Tanzénia
x A. angustifolia)

SS-02 Hibrido 400 folhas SS-21 Mutante Paraiba
SS-03 Cabinho SS-22 IAC 0101
SS-04 IAC 034 SS-23 IAC 84193
SS-05 Hibrido RN SS-24 Mutante Bahia
SS-06 Hibrido Quénia SS-25 IAC 84003
SS-07 Agave folcloydes SS-26 IAC 84051
SS-08 Sisal do tipo tatui SS-27 IAC 00200
SS-09 Sisal com espinhos nas bordas  SS-28 IAC 0067
SS-10 Sisalana de Valente/BA SS-29 IAC 84001/4
SS-11 Sisal Hibrido, Teixeira/PB SS-30 IAC 84005
SS-12 Hibrido de Imaculada/PB SS-31 IAC 0056
SS-13 Sisalana ornamental SS-32 84001/2
SS-14 Tatui 3 SS-33 IAC 84-019
SS-15 Tatui 4 SS-34 IAC 840096
SS-16 Mutante 1 SS-35 IAC 0097
SS-17 Hoxa México SS-36 IAC 0069
SS-18 Tatui 1 SS-37 Hibrido de Itaporanga
SS-19 Tatui 2

O experimento de campo foi conduzido no periodo compreendido entre 0s meses de
setembro de 2015 e marco de 2016 com precipitacdo nesse periodo variando de 0 a 140.8 mm
(Tabela 2). O solo da area experimental foi identificado como Luvissolo (IBGE, 2007). Todo
0 experimento foi realizado em condigéo de sequeiro.

Os ensaios moleculares foram conduzidos no Laboratorio de Biotecnologia da

Embrapa Algodao, situada na cidade de Campina Grande-PB, Brasil.
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Tabela 2. Dados da precipitagdo anual no Municipio de Monteiro/PB nos anos de 2015 e
2016.

Ano/Meses Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez
(2015) 08 618 814 1082 84 651 702 82 O 0 0 1226
(2016) 140,8 56,6 147 132 56,8 0,6

Fonte: INMET e Embrapa Algod&o. Disponivel em: < http://www.inmet.gov.br/portal/ >.

4.2. Caracterizacdo morfoagronémica

O experimento foi em delineamento inteiramente casualizado com 6 repetigcdes. Os
acessos foram plantados em fileiras de 5 m e espagamento entre linhas de 3 m, com 6 plantas
por fileira. Os tratos culturais foram frequentemente realizados.

As avaliagOes foram feitas utilizando-se as seguintes caracteristicas: nimero de folhas
(NFO), altura da planta (ALT), comprimento de folha (CFO), massa da folha (MFQO), massa
da mucilagem fresca (MMF), massa da mucilagem seca (MMS), massa da fibra fresca
(MFIF), massa da fibra seca (MFIS), comprimento da fibra (CFI), presenca de espinhos nas
bordas (PEB), perfilhamento (PF) e resisténcia ao dobramento (RD).

A altura da planta (cm) foi determinada com auxilio de uma trena, posicionada da base
da planta ao apice da primeira folha completamente expandida. O nimero de folhas foi
determinado por meio de contagem simples, através de percepcdo visual. O comprimento de
folhas (cm) foi medido a partir do ponto de origem das folhas até a ponta, com auxilio de uma
trena.

Para obterem-se a massa (kg) das folhas utilizou-se uma balanca de precisdo. Para a
massa da mucilagem e fibra fresca foi realizado, primeiramente, o desfibramento das folhas as
quais passaram pela maquina Paraibana realizando-se a separacdo da fibra e da mucilagem
que foram pesadas e postas para secar em casa de vegetacdo durante 15 dias, para em seguida
obter-se as massas de mucilagem e fibra seca. O comprimento das fibras secas (cm) foi
aferido, tendo como base as fibras principais, utilizando-se fita métrica. Os caracteres
qualitativos, presenca de espinhos nas bordas, perfilhamento e resisténcia ao dobramento das
folhas foram avaliados adicionando-se valores as caracteristicas observadas em campo, de

acordo com a tabela 3.
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Tabela 3: Escala de notas atribuidas aos caracteres qualitativos para trinta e sete acessos da
Colecéo Ativa de Germoplasma de sisal em Monteiro-PB, 2016.

PF PEB RD
Sem perfilho =1 Com espinhos = 1 Resistente = 1
1 a2 perfilhos = 2 Sem espinhos = 2 Sem resisténcia = 2

3 a 4 perfilhos = 3
> 5 perfilhos =4

(PF)= Perfilhnamento; (PEB)= Presenca de espinhos nas bordas; (RD)= Resisténcia ao dobramento das
folhas.

Um dado importante para o uso de fibras naturais como o sisal € ter o conhecimento
do comprimento dessas fibras (CFI) para que, em futuros programas de melhoramento, essa
informacdo seja levada em consideracdo ao realizar a hibridacdo dos acessos, tendo em vista
que materiais de fibra longa ou extralonga aliados a uma boa resisténcia, por exemplo, tem
sido o desejo de muitos melhoristas para a cultura. Assim, na caracterizagdo dos acessos,
utilizou-se como referéncia o decreto n® 31.329 de 22 de agosto de 1952, que classifica e
regulamenta as fibras de sisal no Brasil estabelecendo quatro classes de acordo com o
comprimento (Tabela 3) (CAMARA DOS DEPUTADOS, 1952).

Tabela 4. Classificacdo das fibras de sisal quanto as classes e comprimento, de acordo com o
decreto n® 31.329 de 22 de agosto de 1952.

Classes Comprimento (cm)
Extralonga >111
Longa 91a110
Média 71a90
Curta 45a70

Fonte: Legislagdo Informatizada - Decreto n° 31.329, de 22 de Agosto de 1952.

4.3. Extracédo de DNA genémico

O DNA gendmico de folhas de sisal foi extraido de acordo com o método de CTAB

(Ferreira e Grattapaglia, 1998) com modificacdes. Amostras de tecido foliar foram coletadas e
armazenadas em freezer a -80°C. Posteriormente 200 mg de tecido foram colocados em
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microtubos de 2,0 mL com uma esfera de aco (6 mm) e adicionado 1 mL de tampéo de
extracdo (CTAB 2%, NaCl 1,4 M, EDTA 0,2 M, Tris-HC1 0,1 M pH 8,0; PVP 2% ¢ B-
mercaptoetanol 0,2%). Os tubos foram colocados em Mini-Beadbeater por 3 minutos para
maceracdo dos tecidos vegetais, em seguida submetidos a 65°C em banho-maria por 30
minutos, com homogeneizacdo a cada 5 minutos. Depois de resfriados a temperatura
ambiente, as amostras foram submetidas a centrifugacdo a 12.000 x g por 15 minutos a 4°C.
O sobrenadante foi transferido para outro microtubo de 1,5 mL, com os cuidados necessarios
para evitar contaminagdo entre as fases e adicionado 600 pL de CIA (Cloroférmio: Alcool
isoamilico, 24:1, v/v), misturados gentilmente por 5 minutos. Em seguida, as amostras foram
submetidas a centrifugacdo por 10 minutos. A fase aquosa foi transferida para tubos novos
previamente identificados, adicionados 600 pL de isopropanol gelado e misturados
lentamente, por inversdo dos tubos. As amostras foram submetidas a nova centrifugacéo por
10 minutos e o sobrenadante descartado. Ao sedimento foi adicionado 1 mL de etanol 70%
(gelado), centrifugado por 5 minutos e descartado o sobrenadante, repetiu-se o procedimento
com 1 mL de etanol 95% (gelado). Por fim, o sedimento foi seco a temperatura ambiente e
ressuspenso em 200 pL de H,O ultrapura autoclavada. Em seguida foi adicionado 4 pL de
RNAse (10 mg/mL) e incubado em banho-maria & 37°C por 30 minutos, passado esse periodo
o DNA foi novamente precipitado com CIA (Cloroférmio: Alcool isoamilico, 24:1, v/v),
centrifugado e ressuspendido em 200 pL de H,O ultrapura autoclavada e armazenado a -20°C.

4.4. PCR-ISSR (Inter Sample sequence repeat)

As reagOes foram conduzidas utilizando-se 6 pL. de DNA gendmico (10 ng/uL), 2,5
L de tampéo de reacdo (10X), 2,0 pL de MgCl, (25 mMol.L™Y), 0,5 pL dNTPs (10 pMol.L”
1; 2,0 pL oligonucleotideo (Tabela 5) (10 mMol.L™) e 0,2 pL Tag DNA polimerase (5 U. pL°
1) completando-se para um volume final de 25,0 pL com H,O ultrapura autoclavada. As
reagOes foram conduzidas em um termociclador (marca Amplitherm Thermal Cyclers) com o
seguinte programa: desnaturacdo inicial a 95°C/5 min, 40 ciclos de 95°C/1 min, 50°C/1 min e
30 seg e 72°C/2 min. Uma extensdo final foi adicionada a 72°C/7 min. Ao término das
reacOes, as amostras foram mantidas a 4°C para posterior uso.

Aos produtos das reages foram adicionados 2,5 puL de tampédo de amostra (azul de
bromofenol 0,25% e sacarose 40%) e 2,5 pL de SYBR® Gold (lInvitrogen), sendo
posteriormente separados em eletroforese de gel de agarose (2,5%), usando o marcador

Leader (100 e 50 pb, Ludwig Biotec) como padrao e fotodocumentados.



29

Tabela 5. Sequéncia dos oligonucleotideos ISSR desenvolvidos pelo laboratério de

Biotecnologia da Universidade da Columbia Britanica (UBC).

Iniciador Sequéncia (5" — 3

UBC 808 AGA GAG AGA GAG AGA GC
UBC 809 AGA GAG AGA GAG AGA GG
UBC 812 GAG AGA GAG AGA GAG AA
UBC 813 CTCTCTCTCTCTCTCTT
UBC 814 CTCTCTCTCTCTCTCTA
UBC 816 CAC ACA CAC ACACACAT
UBC 817 CAC ACACACACACACAA
UBC 818 CAC ACACACACACACAG
UBC 821 GTGTGTGTGTGTGTGTT
UBC 822 TCTCTCTCT CTC TCT CA
UBC 823 TCTCTCTCTCTCTCT CC
UBC 824 TCTCTCTCT CTC TCT CG
UBC 825 ACA CAC ACACACACACT
UBC 826 ACA CAC ACACACACACC
UBC 827 ACA CAC ACACACACACG
UBC 828 TGT GTG TGT GTG TGT GA
UBC 830 TGT GTG TGT GTG TGT GG
UBC 834 AGA GAG AGA GAG AGA GYT
UBC 845 CTCTCTCTCTCT CTC TRG
UBC 846 CAC ACA CAC ACACACART
UBC 851 GTGTGTGTG TGT GTG TYG
UBC 853 TCTCTCTCT CTC TCT CRT
UBC 855 ACA CAC ACACACACACYT
UBC 858 TGT GTG TGT GTG TGT GRT
UBC 859 TGT GTG TGT GTG TGT GRC
UBC 860 TGT GTG TGT GTG TGT GRA



30

UBC 881 GGG TGG GGT GGG GTG

UBC 884 HBH AGA GAG AGA GAG AG
UBC 885 BHB GAG AGA GAG AGA GA
UBC 888 BDB CAC ACA CAC ACACA

4.5. Andlise estatistica

Os dados foram interpretados de acordo com a natureza dos mesmos, sendo eles
qualiquantitativos para os dados morfoagrondmicos e qualitativos binarios para os marcadores
moleculares. Os dados agrondémicos foram submetidos a analise de variancia pelo teste F ao
nivel de 5% de probabilidade para a estimacdo dos componentes de variancia e dos
parametros genéticos. Em seguida, realizou-se a comparacdo de médias para as caracteristicas
namero de folhas (NFO); altura da planta (ALT); comprimento de folha (CFO); massa da
folha (MFO); massa da mucilagem fresca (MMF); massa da mucilagem seca (MMS); massa
da fibra fresca (MFIF); massa da fibra seca (MFIS) e comprimento de fibra (CFI) por meio do
teste de Scott-Knott.

As medidas de dissimilaridade foram obtidas por meio da distancia de Gower para 0s

dados morfoagronémicos de acordo com a seguinte expresséo:

D
_ a=1 Wik -Sij

5. =
o
Ekzl Wi_;l'k

L]

Onde: K é o numero de variaveis (k =1, 2, ..., p); i € j, dois individuos quaisquer que
representam o gendtipo; Wijk é um peso dado a comparacdo ijk, sendo 1 para comparagdes
validas e 0 para comparacdes invalidas, no caso do valor da variavel estar ausente em um ou
ambos gendtipos; Sijk € a contribuicdo da varidvel k na similaridade entre os gendtipos i e j,
possuindo valores entre 0 e 1 (CRUZ et al., 2011).

A anélise dos marcadores dominantes foi realizada com a finalidade de estimar a
dissimilaridade genética entre os acessos, para tanto os amplicons foram analisados como

presentes (1) ou ausentes (0) para cada acesso. De posse desses dados foi construida uma
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matriz de 0 a 1 e a estimativa de similaridade genética (Sgij) entre cada par de acessos foi
calculada pelo coeficiente de Jaccard e definido pela seguinte express&o:

L

at+btec

Onde:

sij: similaridade genética entre o par de acessos i € j.

a: presenca da banda em ambos os acessos (numero de contagens de concordancia do tipo 1
1);

b: presenca da banda em i e auséncia em j (numero de discordancia do tipo 1 0);

c: auséncia da banda em i e presenca em j (numero de contagens de discordancia do tipo 0 1).

Este coeficiente foi escolhido porque compara o numero de presencas de bandas
comuns e o numero total de bandas envolvidas, excluindo o nimero de auséncias conjuntas.
Segundo Clifford e Stephenson (1975), a escolha dos coeficientes que estdo restritos ao
intervalo [0, 1] é mais adequada, pois indices que tendem ao infinito sdo sensiveis a pequenas
mudangas, especialmente em a.

Para gerar a matriz utilizada no agrupamento foi adotado o complemento aritmético

(1- 5ij) para a obtencdo da matriz de dissimilaridade.

4.6. Andlise conjunta dos dados

A analise de divergéncia genética entre os acessos foi feita a partir da soma das
matrizes geradas separadamente pelos dados morfoagronémicas e moleculares. Os valores de

dissimilaridade de cada matriz foram padronizados por meio da expressao:

Foi feito também, a correlacdo entre as matrizes que se destina ao célculo da
correlagéo entre as medidas de dissimilaridade fornecidas entre pares de matrizes obtendo-se
a significancia pelos testes de t e Mentel (CRUZ, 2008).
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Depois de obtida a matriz, foi feito o agrupamento pelo método hierarquico UPGMA
e de otimizacdo de Tocher (CRUZ, 2008). Todos os procedimentos estatisticos foram
realizados pelo programa GENES, versdo 2016.6.0 (CRUZ, 2013).



33

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da andlise de varidncia para as nove caracteristicas agronémicas: nimero de
folhas, altura de planta, comprimento de folha, massa da folha, massa da mucilagem fresca,
massa da mucilagem seca, massa da fibra fresca, massa da fibra seca e comprimento de fibra.
Foram obervadas diferengas significativas (P<0,01) em todas as caracteristicas avaliadas
(Tabela 6). Sendo assim, pode-se inferir que ha variabilidade significativa entre 0s acessos
avaliados para as caracteristicas em estudo.

Esses resultados assemelham-se com os de Rojas et al. (2007), que ao estudarem seis
populacdes de Agave “Manso” para determinar a diversidade genética dentro e entre
populagbes utilizando marcadores moleculares Random Amplified Polymorphic DNA
(RAPD) e algumas varidveis morfolégicas e agronémicas, também observaram diferenca
significativa (P<0,01) para altura de planta, nimero de folhas, largura de folhas, comprimento
de folhas, nimero de espinhos laterais e comprimento da coluna principal.

Em relacdo aos coeficientes de variagcdo, observou-se que para a maioria das
caracteristicas eles mantiveram-se dentro do que é considerado aceitavel, ou seja, valores
entre 10 a 20%, indicando a homogeneidade dos dados (SANTOS et al., 2003). O menor foi
de 6,48% para comprimento de fibra (CFI) e os maiores percentuais observados foram de
26,12% e 31,54% para as massas da mucilagem fresca (MMF) e seca (MMS), indicando que
sdo caracteres quantitativos, muito complexos, controlados por varios genes, que
normalmente sofrem alta influéncia ambiental. Portanto, esses CVs s@o considerados
aceitaveis.

Entre os componentes de variancia, sabe-se que a variancia fenotipica ( Zp) é igual a
variancia genotipica ( 29) mais a variancia ambiental ( %) (COELHO E BARBIN, 2006),
neste estudo, de acordo com a Tabela 6, a variancia genotipica foi a de maior contribuicdo
para as nove caracteristicas avaliadas indicando a expressiva variabilidade genética presente
na populacéo.

Silva e Beltréo (1999) relataram que uma das maiores dificuldade no melhoramento
genético do sisal é a falta de conhecimento sobre a herdabilidade (h?) das caracteristicas de
importancia econdmica da planta, especialmente aquelas relacionadas a producdo e
caracteristicas de fibra.

Considerando que a herdabilidade (h?) é um coeficiente genético que expressa a
relacdo entre a variancia genotipica ( Zg) e a variancia fenotipica ( Zp), ou seja, mede o nivel

de correspondéncia entre o valor fenotipico e o valor genético (COELHO E BARBIN, 2006),
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houve alta h? (Tabela 5) para as caracteristicas avaliadas (todas acima de 90%). Isso permite
inferir que a selecdo de plantas com base nas caracteristicas estudadas pode ser muito
eficiente, uma vez que quando a h? assume valores acima de 50% é passivel de ganhos
genéticos significativos (BUENO, 2006).

A variabilidade genética pode ser quantificada pelo coeficiente de variacdo genética
(CVg), o qual expressa a magnitude da variacdo genética em relacdo a média do caréater
(RESENDE, 1991). Neste estudo, todas as caracteristicas apresentaram Otimos valores do
coeficiente de variacdo genetica (CVg), porém, digno de registro € o valor encontrado para
massa da folha (76,19%) corroborando com a maior h? encontrada (98,93%); essa
caracteristica possui grande importancia para o sisal, pois plantas que apresentam massa da
folha elevada podem gerar grandes quantidades de fibra e mucilagem, matérias-primas
largamente utilizadas em diversos setores da indUstria sisaleira (SILVA e BELTRAO, 1999);
0 que pode proporcionar um indicativo de potenciais melhorias genéticas com base nessa
caracteristica em especial para a populacdo estudada. Possiveis cruzamentos com base no
CVg das demais caracteristicas também podem ser feitos, ja que segundo Sebbenn et al.
(1998) coeficientes de variacao genética acima de 7% sdo considerados altos.

A razdo CVg/CVe é tida como uma indicadora de variabilidade genética na populacéo
e indicadora do sucesso de selecdo (VENCOVSKI e BARRIGA, 1992). De acordo com 0s
dados da Tabela 6, todas as caracteristicas apresentaram valores superiores a 1,0. As
caracteristicas que apresentaram as maiores razdes CVg/CVe foram: massa da folha (4,40), a
qual obteve os melhores valores também para h* e CVg, ja mencionados; seguida de massa da
fibra fresca (3,54) e comprimento de fibra (3,12). Mistro et al. (2007) afirmaram que quando a
razdo CVg/CVe resulta ser igual ou maior do que 1,0 a situacdo é favoravel a selecdo
genética.

Resultados parecidos foram encontrados por Cunha et al. (2009) ao avaliar as
estimativas de parametros genéticos para caracteres produtivos de sorgo forrageiro, uma
planta monocotiledonea assim como o Agave, observando-se valores da razdo CVg/CVe
superiores a 1,0 em todas as caracteristicas com excecdo da sobrevivéncia da planta (0,79).

No agrupamento das médias dos acessos realizado pelo teste de Scott-knott, ao nivel
de 5% de probabilidade (Tabela 7) observa-se variabilidade para todas as caracteristicas
agrondmicas, corroborando com a andlise de variancia.

As caracteristicas altura, massa da mucilagem fresca e seca e massa da fibra seca e
fresca revelaram maior variabilidade entre os acessos e formaram sete grupos diferentes. Os

acessos IAC 84193, 840096, 00200, 84051 s&o as plantas mais baixas da cole¢do e 0s acessos
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Tatui 1, 3 e 4 as mais altas. Os acessos IAC 0069, 0097, 840096, 84193 e sisalana ornamental
sd0 os que produzem menor massa da mucilagem fresca e 0s acessos Tatui 1 e 4 sdo 0s que
mais produzem. O acesso Tatui 4 é o que mais produz massa de mucilagem seca e os IAC
84193, 840096, 0069, 0097 e sisalana ornamental sdo os de menor producdo de mucilagem
seca. Para massa de fibra fresca, os acessos Tatui 1 e 4 sdo 0s que mais produzem, enquanto
que os acessos IAC 0069, sisalana ornamental, hibrido de Itaporanga, hibrido 11648 e IAC
840096 sdo os de menor producdo. Em relacdo a massa de fibra seca, 0 acesso Tatui 4 € o que
apresenta a maior producdo e os IAC 840096, 84193, 0096 e sisalana ornamental sdo os que
menos produzem (Tabela 7).

Ja para as caracteristicas nimero de folhas e comprimento de folhas os acessos se
dividiram em cinco grupos. Os hibridos 400 folhas, 11648, Imaculada/PB, RN e Quénia
foram os que apresentaram maior numero de folhas em média e os IAC 84193, Tatui 2 e tipo
Tatui foram os acessos com menor numero de folhas; para comprimento de folha, os acessos
Cabinho, Tatui 4, hibrido de Imaculada/PB, Tatui 1, Tatui 3, hibrido Quénia e A. foulcloydes
foram os que apresentaram maior comprimento e o acesso 1AC84193 foi o que apresentou 0
menor comprimento. As caracteristicas massa da folha e comprimento de fibra formaram oito
e nove grupos, respectivamente. O acesso Tatui 4 é o que apresenta maior massa de folha e os
acessos IAC 0097, 840096, 84193, 0069 e sisalana ornamental sdo os de menores massas; em
relacdo ao comprimento de fibras, os acessos Tatui 4 e 3 sdo 0s que apresentam 0S maiores
comprimentos e os acessos IAC 84051, 0069, 840096,84193 e sisalana ornamental sdo os de
menores comprimentos (Tabela 7).

Tendo como base as médias dessas caracteristicas, é possivel, por exemplo, estimar o0s
acessos que possuem as caracteristicas de maior interesse, o que facilita a escolha dos

genitores para hibridacdo em um programa de melhoramento.



Tabela 6. Resumo da analise de variancia e parametros genéticos e ambientais obtidos para nove caracteres agronémicos avaliados em 37
acessos de sisal da Colecéo Ativa de Germoplasma em Monteiro-PB, 2016.

Quadrados Médios

F.V GL NFO ALT CFO MFO MMF MMS MFIF MFIS CF
Acesso 36 1084,3° 35264 11753 4898354 157356,4 15355  4500,2° 359,26 1503,55"
Residuo 140 64,68 203,82 84,23 5228,37  3852,36 78,42 73,78 9,10 31,65
Média 176 39 128,17 82,46 418,07 237,59 28,07 49,28 17,07 86,72
CV (%) 20,7 11,13 11,12 17,29 26,12 31,54 17,42 17,66 6,48
" 227,06 738,42 246,11 102570,87 32950,22 321,54 942,35 75,22 314,84
% 13,54 42,68 17,63 1094,81 806,67 16,42 15,45 1,90 6,62
% 21351 695,74 228,47 101476,05 3214354 305,12 926,9 73,32 308,21
h? (%) 94,03 94,22 92,83 98,93 97,55 94,89 98,36 97,46 97,89
CVe (%) 37,61 20,57 18,32 76,19 75,45 62,2 61,77 50,14 20,24
Efﬁg\/e 1,81 1,84 1,64 4,40 2,88 1,97 3,54 2,83 3,12

**Significativo pelo teste de F (P<0,01). Numero de folhas (NFO); altura da planta (ALT); comprimento de folha (CFO); massa da
folha (MFO); massa da mucilagem fresca (MMF); massa da mucilagem seca (MMS); massa da fibra fresca (MFIF); massa da fibra seca
(MFIS); comprimento de fibra (CFI). Variancia fenotipica ( 2p); variancia ambiental ( 2); variancia genotipica ( 2g); herdabilidade (h?
%); coeficiente de variacdo genético (CVg %).
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Tabela 7. Comparacdo de médias para as caracteristicas agrondmicas: numero de folhas
(NFO); altura da planta (ALT); comprimento de folha (CFO); massa da folha (MFO); massa
da mucilagem fresca (MMF); massa da mucilagem seca (MMS); massa da fibra fresca
(MFIF); massa da fibra seca (MFIS) e comprimento de fibra (CFI) de 37 acessos Colecao
Ativa de Germoplasma de sisal em Monteiro-PB, 2016.

Acessos NFO ALT  cro MEFO  MME  MMS  MFIE  MFIS  CEI

01 69,3a* 1048f 77,1c 28369 2204e 268e 225¢g 106f 765¢g
02 75,6a 151,1c 891b 30469 1993e 252e 315f 106f 845f
03 346c 170b 1112a 604,1d 317,3d 385d 79,7¢c 28,2c 109,8c
04 36¢ 1333d 865b 306,3g 1785f 199f 66,4d 19d 91,3e¢
05 65a 1242e¢ 847b 3066g 1685f 231e 31,7f 188e 82,1f
06 628a 1l47c 1049a 4285f 162,1f 20,1f 59,1d 152e 775¢g
07 333c 1625b 979a 6869d 3923c 475c 801lc 27,3¢c  1095¢c
08 173e 117,1e 67,2d 8955c 4772b 513c 63,8d 185d 99,5d
09 278d 152¢c 899b 3031g 1329f 243e 358e 14e 90,7 ¢
10 29,3d 112e 706c 3186g 230,7e 259e 27,3f 11,4f 885e
11 572b 126,6e 919b 276¢g 196 e 186f 312f 114f 746¢g
12 66,3a 1456c 106a 392,2 f 160,7f 216f 31,2f 15e 89,8 ¢
13 25d 98,5 f 61,7d 13561 83,79 122g 1959 6,89 61,1 h
14 27d 183,5a 1052a 8556c 4798b 476c¢ 1076b 293¢ 1312a
15 332c 187,8a 1105a 1588,2a 904,1a 924a 1465a 455a 1328a
16 38¢c 1492¢ 936b 5219e 2696e 309d 455e 205d 96,1le
17 35¢ 1353d 851b 364f 200,6e 253e 412e 17d 88,3 ¢
18 32c 179a 1055a 14196b 8535a 821b 142,1a 391b 122,7b
19 195e 153¢c 86,2b 670,1d 322,2d 383d 1025b 285c 1121c
20 495b 1335d 915b 3423f 1472f 183f 296f 136e 826f
21 268d 1248e 758c 357,8f 209,4e 216f 38,7e 171d 86f

22 276d 1066f 671d 2046h 140,7f 158f 458e 108f 73,1¢g
23 196e 804¢g 50e 115,21 828g 84g 349e 6,99 58,5h
24 31,1c 1335d 823b 4095f 179,7f 173f 411le 185d 87,1e
25 26 d 1215e 73, 7c 27459 2433e 27.6e 463e 173d 945e
26 348c 9469 64,7d 191,1h 1526f 209f 30f 11,7f 658h
27 29d 93,29 61,1d 267¢g 1422f 185f 428e 16,1e 74,19
28 44 ¢ 129¢e 86,5b 29959 230,4e 339d 357e 159e 90,5¢e
29 38¢c 104 f 71lc 338,9f 190,7e 198f 29.8f 116f 83f

30 50,6 b 134,4d 925b 2651g 229,7e 448c 423e 16,7d 79,6 f
31 36¢ 98,8 f 67,4d 3743f 121,1f 165f 30,9f 9,8f 73,59
32 38¢c 104 f 71lc 2184h  1154f 166f 326f 134e 70,1¢g

33  443c¢ 1075f 759c 2413h 1532f 239e 691d 27,1c 88e

34  333c 89g 61,1d 12661 65¢ 859 232g 7,99 606h
35  284d 1058f 671d 140,8i 594g 93g 347e 128f 7349
3 30d 101f  655d 1103i 57g 929 1399 54g 642h

37 51b  1267e 888b 29329 2607e 22f  221g 99f 7659

Média 39 128,17 82,46 418,07 23759 28,07 49,28 17,07 86,72

*Acessos (Tabela 1) seguidos pelas mesmas letras ndo diferem entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Scott-Knott.
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Na estimativa realizada por marcadores moleculares foi encontrada alta taxa de
polimorfismo entre os acessos de sisal avaliados, estando de acordo com a variabilidade
encontrada na analise de variancia. Dos trinta oligonucleotideos testados para realizar a
genotipagem dos 37 acessos, dez foram utilizados permitindo a obtencéo de 123 fragmentos
que apresentaram taxa de polimorfismo de 100%; a quantidade de bandas por
oligonucleotideos geradas variou entre 8 (UBC 824) e 19 (UBC 808) (Tabela 8).

Neste estudo, a alta média de fragmentos por iniciador e a auséncia de iniciadores
monomorficos confirmaram a grande variabilidade genética dos acessos de sisal avaliados e,
também, mostrou a validacdo dos oligonucleotideos ISSR testados, os quais poderdo
direcionar o programa de conservagdo, manejo e melhoramento da cultura. A Figura 4 ilustra

0 padrao eletroforético obtido pelo oligonucleotideo UBC 812.

Tabela 8. Bandas geradas e polimdrficas dos oligonucleotideos utilizados na caracterizacao
dos acessos de sisal.

Bandas Taxa de
Oligonucleotideos Bandas geradas Polimdrficas Polimorfismo (%)
UBC 808 19 19 100
UBC 809 15 15 100
UBC 812 11 11 100
UBC 823 11 11 100
UBC 824 8 8 100
UBC 825 13 13 100
UBC 827 11 11 100
UBC 830 12 12 100
UBC 853 12 12 100
UBC 881 11 11 100
Total 123 123

A reproducdo de Agave tem sido feita ha anos pela propagacdo assexuada intensiva e
praticamente quase nenhuma reproducdo sexuada, o que levou a uma reducédo da variabilidade
genética e aumento da susceptibilidade a pragas e doencas em plantacBes comerciais (GIL-
VEGA et al., 2001). Porém, um estudo realizado por Abraham-Juéarez et al. (2009), analisou a
variabilidade genética em trés formas de reproducdo de A. tequilana, utilizando marcadores
moleculares AFLP (Amplified Fragment Length Polymotphism) e encontraram cerca de 86%
de locos polimorficos em plantas reproduzidas de forma assexuada, e 90% de polimorfismo
em plantas reproduzidas por semente, indicando que plantas de A. tequilana podem ter alta

variabilidade genética mesmo sendo propagadas por clones.
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Na literatura, existem diversos trabalhos que relatam o uso de marcadores dominantes,
como o ISSR, e que consideram a taxa de polimorfismo como medida de diversidade genética
(CHEN et al., 2006; CARVALHO et al., 2012; LORENZONE et al., 2014; LIMA et al.,
2015).
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Figura 4: Padrdo de bandas obtidas pelo oligonucleotideo UBC 812 para os 37 acessos de
sisal (Tabela 1). M — Marcador 100 e 50 pb (Ludwig Biotec).

Neste estudo, onde as plantas foram propagadas de forma assexuada, todos os
marcadores encontrados foram polimorficos. Infante et al. (2006) ao estudarem algumas
espécies de Agave, utilizando marcadores moleculares ISTR (Inverse Sequence Tagged
Repeat) e AFLP, observaram que a comparacdo dos padrdes de bandas entre plantas mae e
plantas filhas derivadas de rizoma mostraram que a variabilidade genética também pode ser
gerada pela reproducdo assexuada nestas espécies e concluiram que a diversidade genética
encontrada nessas plantas podem ser oriundas de mutagdes somaticas, uma vez que a
reproducdo é feita com bulbilhos ou rebentos e os meristemas se dividem mitoticamente,
desta forma, esta importante fonte de variabilidade pode estar ligada a elementos
transponiveis, ou seja, conjuntos de segmentos lineares de DNA, que sdo capazes de mudar de
posicao dentro do genoma.

Foi feito a analise de agrupamento por meio da soma das matrizes, geradas pelos
dados morfoagronémicos e moleculares, os valores de dissimilaridade de cada matriz foram
padronizados e foi obtida uma nova matriz de dissimilaridade pela qual foi constituido o
agrupamento dos 37 acessos de sisal pelo método de otimizacéo de Tocher e UPGMA.
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No método de Tocher ocorreu a formacdo de 13 grupos (Tabela 9) com o grupo 1
formado por 40,5% dos acessos. Os acessos mutante 1 (Grupo 8), IAC 034 (Grupo 9),
Mutante Bahia (Grupo 10), Tatui 2 (Grupo 11), IAC 84193 (Grupo 12), Sisal do tipo Tatui
(Grupo 13) formaram grupos unicos. Os demais acessos formaram 6 grupos. O grupo 1 reuniu
a maior parte dos acessos, entre eles o hibrido 11648, considerado o ideal para as condi¢Bes
do Nordeste brasileiro (SILVA e BELTRAO, 1999). Este grupo apresenta-se com plantas de
altura média e com alguns acessos apresentando um elevado nimero de folhas, a exemplo dos
hibridos RN, Quénia e 400 folhas. Os acessos desse grupo apresentam perfilhamento, exceto
o IAC 84-019, além de apresentarem-se com resisténcia ao dobramento das folhas,
comprimento de fibras médio (Tabela 4) e ndo possuem espinhos nas bordas, o que facilita a
colheita do material.

No grupo 2, reuniram-se 0s acessos Cabinho e Agave folcloydes; ambos sdo materiais
que possuem espinhos nas bordas e apresentam perfilhamento, porém, o Agave folcloydes
possui menor resisténcia ao dobramento das folhas do que o Cabinho; caracterizam-se ainda
por serem materiais de altura elevada e com fibras longas (Tabela 4). O grupo 3 reuniu 0s
acessos que se destacam por possuirem comprimento de fibra média e curta (Tabela 4), e as
menores massas de folha, mucilagem fresca e seca, além de todos serem materiais resistentes
ao dobramento da folha. No grupo 4, formado por apenas 2 acessos 0S quais caracterizam-se,
principalmente, por possuirem comprimento de fibra medio (Tabela 4), serem resistentes ao

dobramento das folhas e apresentarem perfilhos.

Tabela 9. Agrupamento dos acessos de sisal pelo método de otimizacdo de Tocher, a partir

dos dados morfoagronémicos e moleculares.

Grupos Acessos

Hibrido RN, Hibrido Quénia, Hibrido 400 folhas, Hibrido 11648, IAC 84005, IAC
0067, 84001/2, Sisalana Tanzénia, IAC 0056, Hibrido Itaporanga, IAC 00200,
Hibrido de Imaculada-PB, Hoxa México, IAC 84051, IAC 84-019

2 Cabinho, Agave Folcloydes

3 IAC 840096, IAC 0069, IAC 0097, Sisalana ornamental, IAC 0101
4 IAC 84003, IAC 84001/4

5 Tatui 4, Tatui 1, Tatui 3

6 Sisalana de Valente-BA, Sisal hibrido de Teixeira-PB

;

Sisal com espinhos nas bordas, Mutante Paraiba
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8 Mutante 1

9 IAC 034
10 Mutante Bahia
11 Tatui 2

12 IAC 84193
13 Sisal do tipo Tatui

O grupo 5, foi formado pelos acessos Tatui 1, 3 e 4 0s quais apresentam-se
morfologicamente como materiais que possuem espinhos nas bordas e grande nimero de
perfilhos, porém sdo pouco resistentes ao dobramento da folha, o que é uma caracteristica
importante tratando-se do sisal, pois disso depende a qualidade da fibra a ser extraida. Em
contrapartida esses acessos foram 0s que apresentaram as maiores massas de folha,
mucilagem fresca e seca, fibras fresca e seca (Tabela 7) e comprimento de fibras classificadas
como extralongas (Tabela 4), além de serem as plantas mais altas da colecdo, em média 183,4
cm (Tabela 7). Os grupos 6 e 7 possuem acessos com plantas altas (Tabela 7), comprimento
de fibras médio (Tabela 4), possuem espinhos nas bordas e apresentaram perfilhamento,
porém, 0s acessos do grupo 6 possuem resisténcia ao dobramento das folhas, o que ndo ocorre
nos acessos do grupo 7.

Para a andlise de agrupamento pelo método UPGMA, ao considerar-se um ponto de
corte no percentual de divergéncia genética de 82%, houve a formacdo de doze grupos
distintos, semelhante ao método de otimizacdo de Tocher, em especial para 0s acessos mais
divergentes: Tatui 2 formou um s6 grupo assim como em Tocher; os acessos Tatui 1, 3 e 4
formaram outro grupo; mutante 1 e mutante Bahia formaram grupos distintos; Cabinho e A.
folcloydes, sisalana de Valente/BA e sisal hibrido de Teixeira formaram dois grupos (Figura
5).

Nos grupos I e Il, predominam materiais de fibra longa a extralonga, a exemplo dos
Tatui 1, 2, 3 e 4 com fibras chegando a alcancar 1,32 cm (Tabela 7). Todos apresentam
perfilhamento, espinhos nas bordas das folhas e a maioria ndo séo resistentes ao dobramento
das folhas. No grupo I, 0 acesso Tatui 1 e 4 caracterizam-se ainda por possuirem as maiores
massas de folha, mucilagens fresca e seca, massas de fibra seca e fresca e sdo as plantas mais
altas nesse estudo.

Nos grupos IlI, 1V, V, VI, VII e VIII predominam materiais que sao resistentes ao

dobramento das folhas; a maioria dos acessos tambem apresentam perfilhamento e
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comprimento de fibras variando de média a curta (Tabela 4), além de serem plantas de altura
mediana e baixas (Tabela 7); os acessos sisalana ornamental, sisalana de Valente-BA, I1AC
84193, IAC 840096, IAC 0069 e IAC 84001/2 apresentam comprimento de fibras
classificadas como curtas.

No grupo IX, a maioria dos acessos ndo possuem espinhos nas bordas e séo materiais
de fibras curtas e médias e comprimento de folhas variando de 61,1 cm (IAC 00200) a 1,06
cm (Hibrido de Imaculada/PB). Os acessos do grupo X e XI apresentam, principalmente,
baixo nimero de folhas por planta, a exemplos dos acessos IAC 84193 com media de 19
folhas por planta e sisalana ornamental com 25 (Tabela 7). E por fim, o grupo XII, formado
pelos hibridos RN, Quénia, 400 folhas e 0 11648, sdo 0S acessos que possuem O maior
namero de folhas, a exemplo do hibrido 400 folhas com meédia de 75 folhas por planta e sdo
plantas me medem acima de um metro (Tabela 7).

Santos et al. (2014) ao estudar esses mesmos acessos, porém utilizando a maioria das
caracteristicas morfoldgicas, encontrou resultados parecidos na analise de agrupamento pelo
método UPGMA,; o grupo IV do seu estudo, por exemplo, reuniu todos os acessos Tatui e
apresentaram em comum com nosso estudo a presenca de espinhos nas bordas das folhas e a
emisséo de perfilhos.

Ainda de acordo com o dendograma, podemos observar que a menor dissimilaridade
esta entre o Hibrido RN e o Hibrido Quénia com 4,39 de distancia genética, respectivamente,
e que a maior dissimilaridade esté entre esses mesmos acessos e o Tatui 2 (11,34). E possivel
observar também que os acessos IAC apresentam uma menor distancia entre si, 0 que pode

indicar uma base genética estreita entre eles.



43

Hido BN .\[ci-:-dadup‘;phlrmn Ligag3o Medka Ensre Grugo (UPGMA)
Hibeido Quésia . —
Hirida 400 XII
Fiibrido 11643
LAC 0101 =1
TAC 34193 T
Sualara Orn
LAC 034 x
Haxa México I
Smabng Tine ~
Hibeido Hap IX
TAC 340086 -
LAC D063
Hibrids fmae
LAC B4
TAC DE56
400172
LAC B4-019
LAC 0057
1AL D087
TAC 34005 |—|_
LAC D320
LAC 4002 .
TAC B40014 —
Sisaka Vilen 11
Susal Hibe. Temm xTTT|
Mueanne Babsa VII
Sisal esp. bordas VI
Mhizarte PB: I—,—|
Mg ] Y
Cabmbo A%
A. Felckewdes ]
Tipo Tans 111
Tand 4
Tani | |—H
Tans 3 ]
Tars * 1 |
L] L] ] L] B [ n L] . Ll
] 133 LEE 1] 3 (15 £ ] LLT L] LiE ) L)

Figura 5. Dendograma obtido pelo método de agrupamento hierarquico UPGMA.

Uma das razGes para 0 uso do método de agrupamento UPGMA é que este tende a
gerar valores mais altos do coeficiente de correlacdo cofenética (CCC) (CRUZ et al., 2011).
Neste estudo, o coeficiente de correlacdo cofenética foi de 0,77; o que permite inferir que 0s
grupos de acessos formados podem ser considerados seguros, além de demonstrar um bom
ajuste entre a matriz de dissimilaridade e o dendograma obtido. Segundo Cruz e Carneiro
(2003), a consisténcia do padrdo de agrupamento pode ser feito a partir do coeficiente de
correlacdo cofenética e que valores proximos a unidade indicam uma melhor representacéo do
dendograma.

Por meio do teste de correlacdo entre as matrizes, foram avaliados os dados
morfoagrondmicos e moleculares. Adotando-se o0s testes de probabilidade de t e de Mantel foi
obtido o valor de 0,17, considerado baixo, porém foi significativo a 1% pelos dois testes.
Desta forma, pode-se inferir que a correlacdo entre as matrizes foi significativa, refletindo a

semelhanca entre esses dois tipos de marcadores.
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Os resultados obtidos neste estudo poderéo subsidiar o programa de melhoramento da
cultura a partir da identificacdo de materiais com caracteristicas de interesse agrondmico para

promover o desenvolvimento da espécie.
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6. CONCLUSOES

Ha variabilidade genética entre os acessos de sisal com base na analise de variancia
aplicada;

Os marcadores ISSR séo eficientes na avaliacdo da divergéncia genética na Colegédo
Ativa de Germoplasma de sisal;

Os acessos IAC apresentaram a menor distancia genética entre si, indicando uma
possivel base genética estreita;

O hibrido Quénia e o hibrido RN foram identificados como os acessos mais similares,
enguanto que o Tatui 2 foi identificado como o mais divergente, sendo indicados para

possiveis cruzamentos no programa de melhoramento genético da cultura.
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