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Erro experimental em marcadores AFLP: consequéncias e estimativas
Experimental error in AFLP markers: consequence and estimative

Jefferson Luis Meirelles Coimbra!”; Altamir Frederico Guidolin'; Mauricio Marini
Kopp?; Juliano Garcia Bertoldo®; Bruna Arruda®; Jussara Cristina Stinghen?

Resumo

O objetivo deste trabalho foi estimar e comparar os coeficientes de dissimilaridades de DICE por meio da
estimativa do erro experimental, proveniente da utilizagdo de repetigdes, que foram compostas por bulks
de plantas e, comparar tanto estas estimativas entre si e com a estimativa da dissimilaridade genética
baseada em caracteres agronomicos avaliados por meio da experimentacdo a campo. A estimativa
deste coeficiente pode se tornar mais confiavel e robusta com a utilizagdo de repeti¢des nas analises
moleculares. O uso de repetigdes em analises moleculares favorece tanto os testes de hipoteses quanto a
avaliagdo dos contrastes de interesse. A associacdo entre as medidas avaliadas (genética e morfologica),
com base na utilizagdo de dados moleculares versus morfologicos evidenciou 80% de concordancia nos
valores estimados, (P < 0,05) quando foram utilizadas as repeti¢cdes, na analise molecular. Desta forma,
fica evidente que o emprego de repeticdes em analises moleculares, além de fornecer uma estimativa do
erro experimental, propicia um ganho imediato por meio dos testes de hipdteses; podendo incrementar
desta maneira tanto a confiabilidade das estimativas dos parametros genéticos, como por exemplo, a
repetibilidade, quanto a concordancia dos valores de laboratorio e de experimentos de campo.
Palavras-chave: Oryza sativa L., coeficiente de dissimilaridade, repetibilidade Mahalanobis

Abstract

The objective of this study was to estimate and to compare the Dice coefficients of dissimilarity through
experimental error estimation, from the use of replications composed by plant bulks. The estimate
of this coefficient can become more reliable and robust with the use of replications in the molecular
analyses. This procedure favors either the tests of hypotheses or the evaluation of the contrasts of interest,
according to the objective of the experiment. Also, to compare these estimates with each other and with
the genetic dissimilarity estimate based on agronomical traits measured in the field. Among the evaluated
variables (genetic and morphological), the distances estimated with base in the use of molecular versus
morphological data evidenced 80% of agreement in the estimated values, compared to 5% (P <0.05) when
the replications were used, in the molecular analysis. This way, it is evident that the use of replications in
molecular analyses, besides supplying an estimate of the experimental error, enables an immediate gain
through the tests of hypotheses, increasing both the reliability of the estimates of the genetic parameters
(i.e., repeatability), and the agreement between laboratory and field data.
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Introducao

Todo e qualquer experimento tem como
objetivo testar uma hipotese. Portanto, a priori, o
pesquisador precisa obter uma estimativa para o erro
experimental e, a posteriori, testar a significancia
dos contrastes. E importante a estimagdo correta
do erro experimental, pois pode ser utilizado em
qualquer das etapas posteriores (CARDELLINO;
SIEWERDT, 1992). O erro experimental, por sua
vez, apenas pode ser predito se os tratamentos
forem repetidos. Os testes de hipdoteses podem ser
tanto mais precisos quanto menor for a estimativa
do erro experimental, sendo que quanto maior o
numero de repeti¢des, menor o erro padrao da média
(RAMALHO; FERREIRA; OLIVEIRA, 2000).
Agrupamento de erros em categorias discretas de
acordo com suas causas ¢ um desafio devido suas
diferentes causas, que por vezes, interagem para
gerar um erro. Os mesmos autores agruparam o0s
erros de laboratdrio em quatro categorias: i) 0s erros
que estdo ligados a propria sequéncia de DNA;
ii) os erros que sdo devido a baixa qualidade ou
quantidade de DNA; iii) reagentes bioquimicos e;
iv) fatores humanos.

Técnicas de marcadores moleculares para
estimar a distancia genética vem sendo amplamente
utilizadas, principalmente a partir da ultima
década. Este progresso tem por base o fato de que
estas técnicas permitem a obtengdo da informagao
genética contida no genoma de forma direta. Dentre
as técnicas de marcadores moleculares, a de AFLP
se destaca pelo numero de marcadores analisados
num unico gel, grande poder de deteccdo de
variabilidade genética e maior confiabilidade do

ensaio (VOS et al., 1995).

Comparativamente aos caracteres fenotipicos, os
marcadores moleculares expressam a vantagem de
ndo sofrerem influéncia do ambiente (BARBOSA
NETO, 1998). O termo ambiente, num sentido
especifico, pode ser conceituado molecularmente
como toda a variacdo, intrinseca e¢/ou extrinseca,
suscetivel de ocorrer durante a realizacdo da técnica

de AFLP. Assim, a técnica de AFLP pode sofrer
alteracdes intrinsecas de maior ou menor intensidade
na digestdo com enzimas de endonucleases (corte
raro e corte frequente) na amplificacdo seletiva e na
separagdo dos fragmentos no gel. Ainda, no entanto,
por acessarem o genoma como um todo e ndo
somente as regides responsaveis pela expressao dos
caracteres de interesse, os marcadores moleculares
podem gerar informagdes ndo associadas aos
caracteres morfologicos (VIEIRA et al., 2005;
MILACH, 1998; BARBOSA NETO, 1998;
OLIVEIRA, 1998).

No emprego tanto de técnicas moleculares quanto
morfologicas, € prudente que o pesquisador possua
um numero de repeticoes adequado, com o proposito
de testar as hipoteses de seu interesse. Além disso, €
importante que os laboratorios possam demonstrar
que seus resultados sdo confidveis, garantindo a
repetitividade de testes por meio da validacdo de
metodologias (OLIVEIRA et al., 2010). Ainda, ¢
essencial que as atividades laboratoriais, como as
diferentes técnicas de analise utilizadas, possam
ser padronizadas no sentido de serem reproduziveis
entre diferentes laboratorios (JONES et al., 1997).
Em geral, no emprego das técnicas moleculares,
como, por exemplo, AFLP (dmplified Fragment
Length Polymorphism), ndo se utilizam repeticdes
das amostras. Ainda assim, estas técnicas podem
ser consideradas uteis, porém menos consistentes.
Bensch e Akesson (2005) verificaram 2223
referéncias no ano de 2004, somente no Editor ISI
Web of Science, relacionadas a aplicagao de AFLP.
Tal fato revela a grande utilizacdo desta técnica.
Apesar da relevancia das metodologias moleculares,
as estimativas dos coeficientes de dissimilaridade
computados por técnicas moleculares podem nao
fornecer uma qualidade completamente satisfatoria
na discriminagdo entre os genoétipos testados; de
fato, essa informagdo incompleta pode ter origem
nas causas de variagao intrinseca e perturbadora, por
exemplo: i) nivel de endogamia entre os genotipos
estudados; 7i) pureza varietal; e iii) heterose residual.
Na metodologia de AFLP um possivel problema
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pode surgir caso algumas bandas ndo amplifiquem
ou ndo aparecam de forma consistente na corrida
em gel, e, se as populagdes sao analisadas em lotes,
isto poderia conduzir a estimativas significativas
da estrutura populacional apenas resultante de um
viés da metodologia (BENSCH; AKESSON, 2005).
Ainda, segundo os mesmos autores, esse problema
¢ evitado se as amostras forem analisadas de forma
aleatéria em relagdo aos grupos e as populagdes
que sdo comparados, e, salientam que, as analises
repetidas de DNA
individuos representam importantes controles de
qualidade. Nesse caso, é possivel verificar que
pode ter ocorrido um erro de genotipagem. Erros
de genotipagem ocorrem quando um determinado
genotipo, apds a analise molecular, nao corresponder
ao real genotipo do individuo em questao (BONIN
et al., 2004).

re-extraido dos mesmos

A utilizagdo de técnicas de marcadores
moleculares para estimar a distancia genética vem
crescendo rapidamente, principalmente na ultima
década. Este progresso tem por base o fato de que
estas técnicas permitem a obten¢do da informacao
genética contida no genoma de forma direta. Dentre
as técnicas de marcadores moleculares, a de AFLP
se destaca pelo nimero de marcadores analisados
num unico gel, grande poder de deteccdo de
variabilidade genética e maior confiabilidade do
ensaio (VOS et al., 1995). Comumente na analise
molecular, os resultados sdo interpretados por
meio de dendrogramas, principalmente quando o
objetivo de estudo for o de diversidade e distancia
genética. A andlise da distancia ¢ uma ferramenta
auxiliar de grande importincia em programas
de melhoramento ¢ um importante elo entre a
conservagdo ¢ a utilizacdo dos recursos genéticos

disponiveis (SILVA et al., 2009).

Tanto a confeccdo quanto a interpretacdo do
dendrograma, resultantes tanto da técnica molecular
quanto da morfolégica, sdo bastante insuficientes,
mesmo utilizando adicionalmente, por exemplo, a
técnica de reamostragem por boostraping. A técnica
de dendrogramas ¢ subjetiva, portanto nao oferece

uma adequada probabilidade de aceitar ou rejeitar
a hipotese basica a ser testada, ou seja, ndo deve
ser considerada como estatistica, pois ndo testa
parametros.

Os dendrogramas sdo especialmente uteis na
visualizagdo de semelhancas entre um grande
nimero de genotipos ou acessos. No entanto, os
dendrogramas podem sofrer alteracdes expressivas
simplesmente por meio da modificagdo da escala
de aferimento, levando o pesquisador a uma
interpretacdo ambigua. Além disso, a identificagdo
de agrupamentos pode ser feita por diversos
algoritmos que podem produzir resultados diferentes
entre si (MOITA NETO; MOITA, 1997).

Desta forma, este trabalho foi realizado com o
intuito de: i) estimar o erro experimental em técnicas
moleculares (AFLP); ii) comparar os resultados
com os dados morfologicos (Mahalanobis) e; iii)
testar os coeficientes de dissimilaridade genética
por meio do teste t; utilizando para tanto dois bulks
de plantas de arroz como repeti¢des para testar as
hipoteses e os contrastes de interesse.

Material e Métodos
Avaliagdo fenotipica

Para realizagdo do experimento foram testados
seis gendtipos de arroz, amplamente utilizados
pelos agricultores no Rio Grande do Sul: i) BRS
7 ‘Taim’; ii) BRS Pelota; iii) BRS Ligeirinho; iv)
BRS Atalanta; v) BRS 6 ‘Chui’; e vi) BRS Firmeza.
Os genotipos foram semeados a campo, por meio
do delineamento blocos casualizados com trés
repetigdes por tratamento, onde foram medidos 12
caracteres de importancia agrondmica nos cultivares
citados anteriormente: /) numero de afilhos férteis
(NAF); 2) comprimento da panicula principal em
centimetros (CPP); 3) peso da panicula principal
em gramas (PPP); 4) nimero de grios por panicula
(NGP); 5) peso de graos por panicula em gramas
(PGP); 6) peso médio de graos em gramas (PMG);
7) peso de graos por planta em gramas (PGPL); §)
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largura da bainha da folha bandeira em centimetros
(LFB); 9) comprimento da bainha da folha bandeira
(CFB); 10) estatura de planta do solo até o final da
panicula (EFP); //) estatura da planta do solo até o
final da folha bandeira (EFFB); /2) nimero de dias
entre a emergéncia a floracao (DEF).

O coeficiente de dissimilaridade (distancia
fenotipica) foi estimado por meio da estatistica
de Mahalanobis (D?), por meio do software SAS
(Learning Edition, 2002), via procedimento
CANDISC (Canonical discriminant analysis).

Todos
molecular e morfologicamente no presente trabalho.

os seis cultivares foram avaliados

Avaliacdo molecular

ODNAutilizadonasanalises de AFLP foi extraido
de acordo com o protocolo descrito por Castelo-
Branco (2005). Foram semeadas 15 sementes de
cada genotipo, aproximadamente, sendo utilizados
dois bulks de cinco plantas, para extragdo de DNA,
denominados de bulk-1 e bulk-2. Esses bulks foram
efetivados com o intuito de considerar como duas
repetigoes do mesmo genotipo, com o objetivo de
contemplar as estimativas do erro experimental
dos coeficientes de dissimilaridades, via analise de
variancia, realizada pelo PROC MIXED do SAS,
considerando estas repetigdes como fator de efeito
aleatorio, segundo a metodologia descrita por Littell
et al. (1996).

A analise de marcadores AFLP foi realizada
de acordo com a metodologia sugerida por Vos et
al. (1995), por meio do protocolo fornecido pelo
fabricante (AFLP Analysis System I, Gibco/BRL).
Foram empregadas seis combinacdes de iniciadores:
C) M-CTG/E-AGC; C,) M-CTC/E-AAC; C,)
M-CAG/E-ACG; C,) M-CAA/E-ACT; C,) M-CTT/E-
ACA; C) M-CTA/E-AAG; e C) M-CAC/E-AGG em
C,: i-¢sima combinagdo de iniciadores; E: EcoRI e
M: Msel. Para visualizar os fragmentos amplificados
e separados eletroforeticamente em gel desnaturante
de poliacrilamida (6%), foi utilizado o protocolo de

coloracdo a base de nitrato de prata, descrito por
Creste, Tulmann-Neto e Figueira (2001).

Analise estatistica

Os dados de presenga (1) ou auséncia (0) de
bandas obtidas na analise de AFLP dos seis gendtipos
avaliados permitiram o calculo da similaridade
genotipica entre todos os pares de genotipos, com
o auxilio do software SAS versdo Learning Edition
(2002). Para o calculo da similaridade genotipica
(Sij), foi empregado o coeficiente de Dice (DICE,
1945), conforme a equagdo: S; = 2N; + N; + N,,
em que N expressa o numero de bandas presentes
nos genoétipos 1 e j. Tanto a similaridade genética
quanto a dissimilaridade genética foram estimadas
por meio do software SAS com auxilio de macros
especificos, de acesso livre, denominado de distnew.

Apods a obtengdo dos valores estimados dos
coeficientes de dissimilaridades genéticas de Dice
(DICE, 1945), foi determinado tipo de distribui¢ao
assumida por estes coeficientes, sendo possivel
verificar que a distribuicdo normal representava
de modo apropriado o tipo de distribuicdo desses
valores de forma significativa (5% de significancia),
por meio das estatisticas de Shapiro-Wilk e
Kolmogorov-Smirnov, que testam a normalidade
dos dados.

Considerando o carater dissimilaridade genética
(y), o modelo empregado para as observagoes
moleculares foi:

y:ﬂ+pj+bk+ejk’

onde: u: média fenotipica ou geral (intercepto); p:
¢ o efeito do j-ésimo de todas as combinagdes de
gendtipos; b, € o efeito da k-ésima repeti¢do; €, €0
efeito do residuo.

As pressuposicdes para os efeitos fixos, média

geral ¢ das combinagdes dos gendtipos, sdo
independentes entre si, para os efeitos aleatérios
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das repetigoes (b,) e do efeito do residuo (ejk)
assume-se que possuem uma distribuicdo normal
com média 0 e variancias ¢°, € 6°, respectivamente.
Adicionalmente, a todos os efeitos aleatérios pode
ser assumida a independéncia.

Os componentes de variancias foram estimados
por meio do método da maxima verossimilhanga
restrita (REML), pois
padrao para a estimativa de componentes de
variancia e parametros genéticos a partir de
dados desbalanceados (LITTELL et al., 1996).
A preferéncia por este método decorre de suas
propriedades estatisticas, os quais sdo superiores
as propriedades dos estimadores de quadrados
minimos e de maxima verossimilhan¢a (SEARLE;
CASELA; McCULLOCH, 1992). As estimativas
dos componentes da variancia foram preditas pelo
método proposto por Patterson e Thompson (1971)
com o intuito de se estimar a repetibilidade.

se tornou o método

Resultados e Discussao

Ao analisarmos variavel  qualquer
(principalmente uma varidvel com distribuicao
desconhecida) temos em primeiro lugar que
verificar a condi¢do de normalidade da distribuicao
dos dados, no entanto, ndo ha necessidade de um
rigor extremo a esse respeito (SILVA, 1993). A
normalidade dos dados foi verificada por meio dos
testes estatisticos de Shapiro-Wilk e Kolmogorov-
Smirnov, sendo que os valores dos testes e das
significancias observados foram 0,92 (P=0,02) e
0,92 (P=0,11), respectivamente. Por meio desses
testes de significancia utilizados, pode ser concluido
que a distribui¢do dos dados esta suficientemente

proxima da curva normal.

uma

As seis combinag¢des de iniciadores usados
geraram um total de 195 bandas, das quais 172
(88%) foram polimérficas, e 23 (12%) bandas foram
monomorficas entre os seis genétipos de arroz
considerados neste estudo. Este fato confirma que a
técnica de AFLP é um poderoso método de analise
molecular que pode ser utilizado eficientemente para

detectar variabilidade genética na cultura do arroz,
em especial. Um dos grandes atributos da técnica
de AFLP ¢ a sua capacidade multiplex, ou seja, um
grande numero de locos pode ser amostrado em
unico gel AFLP (FERREIRA; GRATTAPAGLIA,
1998). Ainda de acordo com estes autores, 0 nimero
médio de locos polimorficos também e alto nestas
amostras, corroborando os dados encontrados neste
trabalho. Onde o grau de polimorfismo encontrado
no presente trabalho indica que existe um grau de
variabilidade genética bastante ampla entre estas
combinagdes genotipicas avaliadas.

De modo contrario, alguns autores afirmam que a
base genética do melhoramento da cultura é estreita
(GUIDOLIN et al., 1994). Por exemplo, em 1992,
na América Latina, o namero de cultivares de arroz
utilizado em programas de melhoramento estava
reduzido a doze cultivares (CUEVAS-PEREZ et al.,
1992).

Atualmente cerca de 81% da produgdo nacional
de arroz ¢ oriunda dos Estados do Rio Grande do Sul
(7.844,781 t), Santa Catarina (1.039.720 t), Mato
Grosso (803.542 t) e Maranhio (605.789 t) (ICEPA,
2009), sendo que, a base genética dos principais
programas de melhoramento genético pode ser
resumida em apenas sete cultivares (RANGEL;
GUIMARAES; NEVES, 1996).

Provavelmente, o alto polimorfismo, encontrado
neste trabalho, ndo esteja associado a caracteres
adaptativos, como por exemplo, a caracteristicas
principais do grdo e da planta como: i) classe
longo fino; ii) aspecto vitreo; iii) temperatura de
gelatinizacdo; e iv) estatura de planta, pois todos os
caracteres de importancia agrondmica, entre outros,
sdo bastante semelhantes entre estes genotipos
estudados.

Desta forma, todo o conhecimento, molecular e
morfologico, que possa contribuir de maneira efetiva
para facilitar a obtengdo de gendtipos com maior
potencial de produtividade e alta adaptabilidade é de
suma importancia para programas de melhoramento
genético da cultura. Esta importancia aumenta,
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fundamentalmente, na presenca de variabilidade
genética restrita, pois tal fato pode ofuscar o éxito na
selecdo tanto de plantas individuais (autdbgamas ou
as de propagacgao vegetativa) quanto de populagdes
heterozigoticas (alogamas).

Dentre 0s genotipos caracterizados
molecularmente (Tabela 1), foi observada uma
elevada variagdo (0 a 1) em termos de coeficiente
de dissimilaridade genética tanto entre quanto
dentro dos bulks de plantas. Por outro lado, pode ser
verificado que apenas trés pares (20% do ntimero
total) de genotipos (BRS 7 ‘Taim’ x BRS 6 ‘Chui’,
BRS Pelota x BRS Ligeirinho e BRS Atalanta x

BRS 6 ‘Chui’) apresentaram coincidéncia perfeita

nas estimativas dos valores para o indice de
dissimilaridade genética. Na mesma tabela, pode ser
verificado ainda que o coeficiente de dissimilaridade
médio variou de 0,42 a 0,52, entre as repeticdes
(bulks). Provavelmente esta técnica acessou o0s
mesmos locos nos dois bulks de plantas para estas
trés combinagdes de genotipos. Houve coincidéncia
em termos de significancia nas estimativas destes
coeficientes de dissimilaridade genética (P<0,05),
comparativamente aos valores da dissimilaridade
morfologica, estimadas por Mahalanobis para as
combinag¢des genotipicas que coincidiram os valores
nos diferentes bulks avaliados: i) BRS 7‘Taim’ x
BRS 6 ‘Chui’; ii) BRS Pelota x BRS Ligeirinho; e
iii) BRS Atalanta x BRS 6 ‘Chui’ (Tabela 2).

Tabela 1. Estimativa da dissimilaridade genética baseada em dados moleculares por meio da técnica de AFLP (D, )
entre seis genotipos de arroz desenvolvido pela Embrapa Clima Temperado (CPACT). Pelotas, RS, 2005.

Genotipos (i/]) Bulk-1 Bulk-2

BRS 7 ‘Taim’ BRS Pelota 0,25 0,50
BRS Ligeirinho 0,33 0,43

BRS Atalanta 0,33 0,50

BRS 6 ‘Chui’ 1,00 1,00

BRS Firmeza 0,50 0,43

BRS Pelota BRS Ligeirinho 0,10 0,10
BRS Atalanta 0,10 0,00

BRS 6 ‘Chui’ 0,67 0,71

BRS Firmeza 0,67 0,10

BRS Ligeirinho BRS Atalanta 0,00 0,10
BRS 6 ‘Chui’ 0,71 0,67

BRS Firmeza 0,71 0,20

BRS Atalanta BRS 6 ‘Chui’ 0,71 0,71
BRS Firmeza 0,71 0,10

BRS 6 ‘Chui’ BRS Firmeza 1,00 0,67
Dissimilaridade Média 0,52 0,42
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Tabela 2. Estimativas dos coeficientes de dissimilaridade para dados moleculares (D, ) e morfologico (D, ), baseadas
em AFLP, graus de liberdade (GL) e desvio padrao (SD), utilizando como repeti¢oes dois bulks de cinco plantas cada
um, separadamente para cada genotipo arroz desenvolvido pela Embrapa Clima Temperado (CPACT). Pelotas, RS, 2005.

Genotipos D, D_,
I j "Estimativa ?Pr > |t| DMS'! Pr>F

BRS 7 ‘Taim’ BRS 6 ‘Chuf’ 1,00 ok Al 14.910%*
BRS 6 ‘Chui’ BRS Firmeza 0,84 ok AB 1.120
BRS Atalanta BRS 6 ‘Chuf’ 0,71 ok ABC 183.837*
BRS Pelota BRS 6 ‘Chuf’ 0,69 ok ABC 19.776*
BRS Ligeirinho BRS 6 ‘Chui’ 0,69 ok ABC 28.410%*
BRS 7 ‘Taim’ BRS Firmeza 0,47 *k BCD 20.250*
BRS Ligeirinho BRS Firmeza 0,46 ok BCDE 40.284*
BRS 7 ‘Taim’ BRS Atalanta 0,42 * CDE 133.383*
BRS Atalanta BRS Firmeza 0,41 * CDE 212.639*
BRS 7 ‘Taim’ BRS Ligeirinho 0,38 * CDE 10.671*
BRS Pelota BRS Firmeza 0,39 * CDE 29.655%*
BRS 7 ‘Taim’ BRS Pelota 0,38 * CDE 5.372
BRS Pelota BRS Ligeirinho 0,10 ns DE 1.183
BRS Pelota BRS Atalanta 0,05 ns E 86.401%*
BRS Ligeirinho BRS Atalanta 0,05 ns E 6.810

!': Estimativas seguidas pelas mesmas letras ndo diferem significativamente pelo teste dms (P>0,05).

*:H,: D, =0, pelo teste t.

’:H,: D,_=0, pelo teste F (P<0,05).

Oparde gendtipos(BRS Pelotax BRS Ligeirinho) para os  coeficientes de  dissimilaridades,

similar molecularmente (0,10 significativamente
igual a zero, pelo teste t, a 5% de probabilidade)
mostrou um valor de 1.183 (significativamente igual
a zero, pelo teste F, a 5% de probabilidade) para o
coeficiente de dissimilaridade morfologica, ja os
pares de genotipos BRS Atalanta x BRS 6 ‘Chui’
molecularmente (0,71, significativamente diferente
de zero, pelo teste t, a 5% de probabilidade) e
morfologicamente (183.837
diferente de zero, pelo teste F, a 5% de probabilidade)
apontaram um valor significativo pelo teste F e BRS
7 ‘Taim’ x BRS 6 ‘Chui’ molecularmente (1,00
significativamente diferente de zero, pelo teste t, a
5% de probabilidade) e morfologicamente (14.910
significativamente diferente de zero, pelo teste
F, a 5% de probabilidade), respectivamente. Este

significativamente

fato revela que a consisténcia encontrada entre os
bulks nos valores estimados dos coeficientes de
dissimilaridades genético coincidiu perfeitamente
com os resultados encontrados morfologicamente

especialmente para esses trés pares de genotipos.
Por exemplo, o par de genétipos BRS 7 ‘Taim’ x
BRS 6 ‘Chui’ apontou um valor significativamente
diferente de zero tanto pelo teste t quanto pelo teste
F (5% de probabilidade), o que indica que este par
de gendtipos pode ser considerado dissimilar tanto
molecular quanto morfologicamente.

A exatiddo das técnicas moleculares, em
especial AFLP dependem muito de alguns fatores a
considerar: i) heterozigose residual; i) imprecisao
humana; i) qualidade DNA; iv) qualidade dos
reagentes; v) afericdo dos equipamentos, como
por exemplo, termociclador; e vi) qualidade da
revelacdo; e vij) avaliagdo da presencga e auséncia,
etc. Mesmo assim, estas técnicas tém se mostrado
eficientes de acordo com autores como Graham,
McNilcil e McNicol (1996). Por exemplo, o
coeficiente de similaridade estimado entre as
cultivares a partir de dados originarios do estudo
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do pedigree, foi menor que o grau de similaridade
estimado por marcadores RAPD. Assim estes
autores concluiram que nos dados de pedigree
ha grandes diferengas entre os cultivares, que na
verdade sdo semelhantes quando o estudo utiliza
dados de marcadores moleculares. Outro fato que
deve ser mencionado ¢ que o resultado positivo
da técnica de AFLP depende essencialmente da
qualidade e da quantidade do DNA. Ou seja, um
DNA com alto nivel de pureza ¢ necessario para
garantir uma digestdo completa pelas enzimas de
restrigdo em todas as amostras de DNA (VOS et al.,
1995; FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Durante a extracdo do DNA de um grande niimero
genoétipos, este pode variar indiscriminadamente
tanto em qualidade quanto em quantidade. Por outro
lado, a auséncia de correlacdo entre coeficientes de
dissimilaridade genética (D _ ) comadissimilaridade
morfologica (D ) pode estar relacionada direta
ou indiretamente aos seguintes fatores: i) nimero
limitado de caracteres morfoldgicos avaliados; ii)
pequenavariabilidade genéticaentre estes caracteres;
iii) limitado numero de genes responsaveis pela
expressdo desses caracteres morfologicos; e iv)
possibilidade real de genes epistaticos (SCHUT;
QI; STAM, 1997). Além da técnica de AFLP acessar
regides que determinam a expressdao de caracteres
ndo adaptativos, esta técnica pode acessar regides
gendmicas nao funcionais.

A de AFLP, de
comprimento de fragmentos amplificados, envolve

técnica polimorfismo
basicamente nove etapas que incluem: i) extracao
do DNA; ii) digestio do DNA com enzimas de
restrigdo, uma de corte raro (EcoRI) e outra de
corte freqiiente (Msel); iii) ligacdo de adaptadores
especificos; iv) pré amplificagdo; v) amplificagdo
seletiva de fragmentos com primers especificos; vi)
eletroforese; vii) amplificacdo; viii) revelagdo; ix)
avaliago; e x) testar as hipotese do experimento.
O polimorfismo obtido com AFLP esta baseado
em diferencas entre genotipos, no que se refere a
distribuicao dos sitios de restricdo e na amplificagao
diferencial de fragmentos (MILACH, 1998).

De modo que, as diferencas encontradas entre os
pares de gendtipos podem ser em virtude do erro
experimental e ndo do efeito genotipico em si. O
erro experimental, denominado também de residuo,
pode ser conceituado como sendo a variagdo entre
as unidades experimentais atribuiveis as fontes de
variagdo que nao sao controladas nem por controle
local ou por controle estatistico. Sendo que a
comparagdo entre tratamentos num experimento
consiste em comparar a variagdo entre unidades
experimentais com diferentes tratamentos com a
variacdo entre unidades experimentais com um
mesmo tratamento, caso a primeira fonte de variacao
seja superior a segunda fonte de variacao pode ser
atribuida tal desempenho superior a diferengas
reais entre efeitos de tratamentos com um grau de
probabilidade (significancia).

Cada
que sao

uma das etapas da técnica de AFLP,
compostas por passos intermediarios,
além de passos subjetivos e visuais, como por
exemplo, a digestdio do DNA (devido a sua
qualidade), torna esta técnica sensivel a erro (s).
Deste modo, a variagdo extrinseca pode ocorrer
por: i) contaminagdo genética dos genotipos, ou
seja, pureza genética das sementes ou das plantas
que serdo utilizadas para extragdo do DNA?; ii)
tamanho da amostra ideal para extragdo do DNA,
uma planta ou um conjunto (bulk) de plantas?; iii)
facilidade da extracdo de DNA, normalmente as
plantas da familia das leguminosas (ex. feijao) sdo
bem mais simples comparativamente a familia das
gramineas (ex. aveia), provavelmente em virtude da
relagdo C/N, tornando-se mais acessivel a ruptura
das fibras, com reflexo, direto na qualidade geral do
DNA (integridade e contaminagao)?.

De modo geral, pode ser verificada certa
similaridade entre os dendrogramas, ou seja,
de
agrupamento similares (Figura 1). Os resultados

os dendrogramas apresentaram estruturas

comparados demonstraram que a disposi¢do
dos genoétipos de arroz nas figuras ndo alterou o
agrupamento mais divergente, ou seja, o par de

geno6tipos BRS 6 ‘Chui’ x BRS 7 ‘Taim’ foi sempre
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o mais dissimilar, diferindo somente no grau de
dissimilaridade entre os agrupamentos formados.
Os dendrogramas obtidos por meio dos bulk-1
e bulk-2 foram capazes de separar os genotipos
BRS 7 ‘Taim’ x BRS 6 ‘Chui’. No entanto, se
for predefinido um ponto de corte (coeficiente de
dissimilaridade médio), em ambos o dendrogramas,
podemos observar uma discrepancia no coeficiente
de dissimilaridade entre os agrupamentos formados.
Por exemplo, o dendrograma referente ao primeiro
bulk (Figura 1-A) mostrou um coeficiente de
dissimilaridade médio de 0,52, aproximadamente,
indicando o par de genotipos BRS Firmeza x BRS
6 ‘Chui’ como dissimilar. Para o dendrograma
segundo bulk (Figural-B), a
dissimilaridade média foi de 0,42 e, neste caso,
para este mesmo par de genotipos (BRS Ligeirinho
x BRS Firmeza) ¢ indicado que estes pertencam
ao mesmo agrupamento (mesmo cluster) (Figura
1). De fato este resultado pode ser corroborado
nos coeficientes de dissimilaridade obtidos nas
duas repeticdes executadas, onde na primeira e na
segunda repeti¢do os valores encontrados foram de
0,71 e 0,20, respectivamente, apontando assim, uma
variagdo percentual de —72%, aproximadamente.
Ainda, a partir da Tabela 2, pode ser observado dois
resultados relevantes, especificamente para este par
de gendtipos (BRS Ligeirinho x BRS Firmeza): i) o
coeficiente de dissimilaridade estimados por meio
das repeticoes (0,46) ¢ significativamente diferente
de zero, ou seja, este par de genotipos revelou
uma divergéncia genética significativa pelo teste t
(P=0,0065); ii) o par de genotipos BRS Ligeirinho
x BRS Firmeza ndo diferem significativamente do
par de gendtipos BRS Firmeza x BRS 6 ‘Chui’.
Esse resultado reforca a importancia de testar os
contrastes de
na possibilidade de distinguir, eficientemente, os
agrupamentos formados (variabilidade genética

referente  ao

interesse, refletindo diretamente

acessada). Este resultado, referente ao teste de
comparacdo de médias evidencia um poder de
discriminar por completo a variabilidade genética
acessada por marcadores moleculares.

Ainda na tabela 2 pode ser constatado que
apenas trés combinagdes de gendtipos apontaram
um coeficiente de dissimilaridade igual a zero BRS
Pelota x BRS Ligeirinho (0,10), BRS Pelota x BRS
Atalanta (0,05) e BRS Ligeirinho x BRS Atalanta
(0,05), ou seja, essa trés combinagdes genotipicas
ndo diferem estatisticamente (similares) pelo
teste t. Podemos concluir que os cinco primeiros
pares de combinagdes genotipicas
mostraram um grau de divergéncia genética
significativamente diferente de zero, pelo teste
t. No entanto, quando estas cinco combinagdes
sao avaliadas comparativamente ndo revelam
diferenca significativa pelo teste dms, ou seja, o
grau de divergéncia genética estimado entre o par
de gendtipos BRS 7 ‘Taim’ x BRS 6 ‘Chui’ (1,00)
nao difere estatisticamente do grau de divergéncia
genética entre os genotipos BRS Ligeirinho x BRS
6 ‘Chui’ (0,69). Evidentemente que esta diferenca
entre os valores estimados deve ser atribuida ao
erro experimental. E importante destacar que o fato
desse tipo de analise por meio de dendrograma nao
apresentar um critério objetivo para identificagdo
dos grupos, fato que dificulta muito a interpretagao
dos resultados obtidos (MEYER, 2002; CONTI;
MINAMI; TAVARES, 2002). Todas estas causas
de variagdes perturbadoras potenciais sdo passiveis
de reducdo e, até de controle num grau aceitavel,
mas nem sempre sao realizadas como rotinas em
laboratdrios de analise molecular, fato que pode
involuntariamente reduzir tanto a precisdo quanto
a exatiddo de parametros genéticos estimados
molecularmente, como por exemplo, coeficiente de
repetibilidade (correlagdo entre as medidas feitas no
mesmo individuo).

testadas
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Figura 1. Dendrograma de seis genoétipos de arroz obtido com analise de AFLP, provenientes do primeiro e do
segundo bulk (primeira e segunda repeti¢do, respectivamente) de cinco plantas, utilizando o indice de dissimilaridade
de DICE (1945) e o método de agrupamento UPGMA. O valor do coeficiente de correlagio cofenética (r) foi de 0,64
(primeiro bulk) e 0,72 (segundo bulk). FAEM/UFPel, Pelotas, 2005.
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Nas analises de varidncia para o carater
dados
moleculares quanto morfologicos, utilizando as

dissimilaridade genética, tanto para
duas repeticdes para estimar o erro experimental,
pode ser observada diferenga significativa (P<0,05),
independentemente do tipo de distancia estimada.
De fato, analisando conjuntamente os dois tipos
de dissimilaridade genética estimada, pode ser
observada uma concordancia em todos os pares de
combinacdes avaliados, exceto para os pares BRS
6 ‘Chui’ x BRS Firmeza, BRS 7 ‘Taim’ x BRS

Pelota ¢ BRS Pelota x BRS Atalanta. De forma

pratica, os gen6tipos BRS 6 ‘Chui’ e BRS Firmeza
sao do tipo moderno filipino e moderno americano,
respectivamente, sendo assim, estes genotipos
deveriam mostrar uma diferenca significativa em
relacdo ao seu grau de dissimilaridade genética, fato
que foi corroborado pela analise de AFLP.

Esta coincidéncia de aproximadamente 80%
fortalece a utilizacdo das repeticdes em analises
moleculares, sendo nestes casos, uma estratégia
para minimizar distor¢des provocadas por causa
de variagoes nao genéticas, ou seja, integralmente
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atribuidas ao ambiente (erro experimental). Além de
fornecer uma probabilidade que possibilita testar as
hipoteses basicas em qualquer tipo de experimento
conduzido, seja a campo ou em laboratoério.

Esta proposta alternativa pode ser uma estratégia
para minimizar as distor¢des observadas nos valores
de genéticas, principalmente
quando se trabalha no campo da biologia, em que
as variancias preditas sdo os resultados da acdo
simultdnea de inumeros fatores, muito deles ndo
mensuraveis. A utilizagdo de repeticdes em analise
de AFLP pode ser um procedimento efetivo e deve
ser empregado pelos melhoristas na avaliagdo
da distancia genética. Contudo estes indices de
dissimilaridade genética devem ser submetidos a
analise de varidncia e ndo apenas a apresentacao
dos indices, sem nenhum teste adicional, o que
inviabiliza muitas inferéncias que sdo feitas. De fato
este procedimento possibilita testar as hipoteses
basicas, com certa confiabilidade nos resultados
obtidos quanto a repetibilidade. Além disso, sempre
que possivel, as pressuposigdes basicas da analise de
variancia devem ser checadas para maior seguranca
nas inferéncias a serem feitas a partir dos testes

dissimilaridades

estatisticos realizados.

Observando os dados inseridos na Tabela
3, pode ser notado o valor dos componentes
de varidancia em arroz avaliada para o carater
(indice de dissimilaridade). O objetivo mais
relevante para a utilizacdo do modelo aleatorio
¢ a estimagdo destes componentes de variancia

que estdo ligados diretamente as estimativas dos

pardmetros genéticos. Ainda na tabela 3, pode
ser observado que os componentes de variancia
para genotipos (0,06) e residuos (0,04) apontaram
os maiores valores preditos; de modo que, o
valor predito para o componente de variancia
dos genotipos superou em 1,6 vezes o valor do
residuo, aproximadamente. Assim o valor estimado
para o coeficiente de repetibilidade (estimado por
P=0"g+0"c+0%), de
aproximadamente 62%, onde o coeficiente de
repetibilidade expressa a propor¢do da variancia
total, que pode ser explicada pelas variacdes
proporcionadas pelo genétipo e pelas alteragdes
permanentes atribuidas ao residuo comum ou
ambiente comum (CRUZ; REGAZZI, 1997). Isto
revela a importancia de se estimar o residuo mesmo
em ensaios moleculares. Pois todas as etapas que
sdo subjetivas, como as citadas anteriormente,
sdo passiveis de variacdo aleatéria, reduzindo
sua verossimilhanca
genética. Esse valor estimado para o coeficiente
de repetibilidade, relativamente baixo, indica que
ndo houve regularidade na repeti¢do do coeficiente
de dissimilaridade genética de um bulk de plantas
para outro. A utiliza¢do de quatro bulks de plantas
pode, entretanto selecionar individuos com 85%,
aproximadamente, de certeza da predicdo de seu
valor real, com base nesta estimativa do erro
experimental. Ou seja, quanto mais preciso for o
experimento, menor ¢ o erro experimental, sendo
que este fato possibilita a reducdo do niimero de
repeticoes.

apontou um valor

assim, consideravelmente

Tabela 3. Componentes de variancia dos efeitos aleatorios estimados pelo método da maxima verossimilhanca restrita

(REML). Pelotas, 2005.

Componentes de varidncia Valores preditos

Erro Padrdo predito

Genotipos 0,06031
Repeti¢oes 0,00324
Residuo 0,03748

0,03070
0,00816
0,01416
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O melhorista quando determina um conjunto de
genotipos em pools heterdticos tem como objetivo
principal a ampliacdo da variabilidade genética
em populacdes segregantes. De maneira evidente,
se espera que o bom desempenho manifestado em
certos caracteres que compdem o individuo ideal
reflita o potencial do genotipo a ser selecionado pelo
melhorista como um todo, sendo que a veracidade
desta expectativa pode ser
coeficiente de repetibilidade da distancia genética
estimada entre genotipos avaliados. Esta proposta

confirmada pelo

possui uma relevancia de apresentar um critério
objetivo para identificagdo tanto entre grupos
quanto dentro de grupos heterdticos, podendo se
tornar assim, uma ferramenta importante para este
tipo de analise molecular. Deve ser ressaltado,
que neste trabalho como eram conhecidos a
priori 0s genoétipos avaliados, a interpretagdo dos
dendrogramas tornou-se mais simples, porém, nem
sempre este fato ocorre na pratica.

Conclusoes

O valor estimado para o erro experimental,
proporciona
confiabilidade maior em relagdo as hipoteses

em andalises moleculares, uma

testadas.

Os testes de médias associados ao teste t para
os coeficientes de dissimilaridades permite uma
interpretacdo mais
obtidos, tornando as interpretacdes dos dados por
meio de dendrogramas mais informativas.

consistente dos resultados
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