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SELECAO DE LINHAGENS ELITES DE MAMONEIRA POR MEIO DE
MARCADORES MICROSSATELITES E CARACTERES TEOR DE OLEO
E PESO DE SEMENTES POR PLANTA

Autor: Helison Santos Brasileiro
Orientadora: Prof.2 Dr.2 Simone Alves Silva
Coorientadora: Prof.2 Dr.2 Edna Lobo Machado

RESUMO

Os marcadores SSR possuem alta relevancia nos estudos de divergéncia
genética por possuirem caracteristicas significativas como o multialelismo e o alto
grau de polimorfismo. Outra ferramenta relevante em analises de variabilidade
genética é a analise conjunta, envolvendo marcadores moleculares e caracteres
fenotipicos simultaneamente. Dessa forma, o objetivo desse trabalho € avaliar
dentre 47 linhagens elites de mamoneira, as mais divergentes, por meio de
marcadores SSR e caracteres fenotipicos quantitativos, teor de Oleo nas
sementes (TOS) e o peso de sementes por planta (PSP). As analises moleculares
geraram fragmentos que variaram de 84 a 439 pb, sendo polimérficos 36 loci
microssatélites dos 53 avaliados, gerando 119 alelos com média de 3,31 alelos
por locu. Os caracteres fenotipicos teor de 6leo na semente, avaliado por técnica
de Ressonancia Magnética Nuclear — RMN e peso de semente por planta,
utilizando balanca digital de preciséo, aferindo-se o primeiro, terceiro e quarto
racemo de cada planta. A analise molecular revelou a formacao de sete grupos,
engquanto que a analise conjunta dos dados moleculares e fenotipicos gerou 17
grupos, sendo mais eficiente na expressdo da divergéncia genética entre as
linhagens de mamona. Pode-se concluir gue os marcadores SSR foram eficientes
na indicagcdo de polimorfismo e a andlise conjunta mais eficaz na deteccéo de

variabilidade.

Palavras-chave: Variabilidade, marcadores SSR, caracteres fenotipicos



SELECTION OF ELITES LINEAGES CASTOR BEAN BY
MICROSATELLITE MARKERS CHARACTER AND OIL CONTENT AND
WEIGHT OF SEEDS FOR PLANT

Author: Helison Santos Brasileiro
Advisor: Simone Alves Silva
Co-advisor: Edna Lobo Machado

ABSTRACT

The simple sequence repeat (SSR) markers have high relevance in studies
of genetic diversity by having significant features as the multi allelic high degree of
polymorphism. Another important tool for the analysis of genetic variability is the
joint analysis, involving molecular markers and phenotypic characters
simultaneously. Thus, the aim of this study is to evaluate among 47 elite inbred
lines of castor bean, the most divergent through SSR markers and quantitative
phenotypic traits, oil content in seeds (TOS) and seeds weight per plant (PSP).
The molecular analysis generated fragments ranging from 84 to 439 bp (base
pairs), being polymorphic 36 microsatellite loci of the 53 evaluated, generating 119
alleles with an average of 3.31 alleles per locus. The phenotypic characters oil
content in the seed measured by Nuclear Magnetic Resonance technique (RMN)
and seeds weight per plant, using digital precision, gauging up of the first, third
and fourth racemes of each plant. The molecular analysis revealed the formation
of 07 groups, while the combined analysis of molecular and phenotypic data
generated 17 groups, being more efficient in the expression of genetic divergence
between strains castor. It can be concluded that the SSR markers were effective in
indicating polymorphism and the joint analysis more effective in detecting
variability.

Keywords: Variability, SSR markers, phenotypic characters



INTRODUCAO

Origem da mamoneira

A mamoneira (Ricimus comunis L.), uma dicotileddnea pertencente a
familia Euphorbiacea, € uma planta xerdfila e helidfila, provavelmente originaria
da Asia, explorada comercialmente entre as latitudes 40°N e 40°S (LIMA et al.,
2008). A origem desta planta é muito discutida, jA que existem relatos, em épocas
bastante longinquas, de seu cultivo na Asia e na Africa. A diversificacio de um
grande numero de variedades desta planta, encontradas tanto no continente
africano, como no asiatico, impossibilita qualquer tentativa de estabelecer uma
procedéncia efetiva da mamona.

No Brasil a mamona foi trazida pelos portugueses com a finalidade de
utilizar seu 6leo para iluminacéo e lubrificacdo dos eixos das carrocas. O clima
tropical e, predominante no Brasil, facilitou a sua expanséo natural. A mamoneira
é considerada um arbusto silvestre, tendo se aclimatado com facilidade no Brasil,
onde se desenvolve espontaneamente, em especial no Norte e Nordeste (CRUZ,
1982).

Caracteristicas da Mamoneira

E uma espécie mondica, que possui flores unissexuais ocorrendo numa
mesma inflorescéncia, o que possibilita a obtencdo de plantas homozigotas
através da polinizacado controlada. Na parte superior sdo encontradas as flores
femininas e as masculinas na parte inferior, entretanto, sdo observadas flores
masculinas entre as femininas, e com baixa frequéncia o surgimento de flores
hermafroditas, além de registros de alogamia em uma taxa superior a 40% (SAVY
FILHO, 1999).

A mamoneira possui numero de cromossomos igual a 10 (n =10), sendo

possiveis tetraploides, oriundos de progenitores diploides ja extintos (VENANCIO,



2013). Todas as variedades botanicas da mamoneira apresentam 2n = 20
cromossomos, no entanto, algumas dessas variedades possuem barreiras
genéticas que impossibilitam o cruzamento entre si (BELTRAO et al., 2007b).

A mamoneira € uma espécie perene que pode viver mais de 12 anos e
atingir até 10 metros de altura. E uma planta de habito arbustivo, com diversas
coloracdes de caule, folhas e frutos, tipo racemos (cachos), podendo possuir cera
no caule e peciolo. Os frutos, geralmente, possuem espinhos, as sementes
apresentam diferentes tamanhos, formatos e grande variabilidade de coloracdo
(MOREIRA et al, 1996; AZEVEDO et al, 1997). Seus frutos sdo do tipo capsula
tricoca de deiscéncia explosiva, com saliéncias espiniformes, contendo trés
sementes oleaginosas de superficie brilhosa e desenhada com manchas escuras.
Esta espécie apresenta uma raiz axial e raizes secundarias que podem chegar
até 2,0 m de profundidade, seu caule é arredondado, liso, esverdeado e recoberto
com cera, também apresenta folhas grandes, de coloracéo verde-escuro, com 5-

11 Iébulos, flores agrupadas na panicula terminal (cacho).

Oleo da mamona

O oleo da mamona possui caracteristicas bem peculiares quando
comparadas a maioria dos 6leos vegetais e é obtido a partir de sua semente.
Além da presenca do triglicerideo do &cido ricinoléico, que é um &cido graxo
hidroxilado pouco frequente nos 6leos vegetais, estd presente numa faixa de
84,0% a 91,0% da sua composicdo (MOSHKIN, 1986). A Tabela 1 mostra a

composicdo média do teor de acidos graxos no 6leo de mamona.

Tabela 1 - Variacdo do teor de acidos graxos no 6leo de mamona.

Acido Graxo Porcentagem
Acido Ricinoléico 84 -91
Acido Linoléico 2,9-6,5
Acido Oléico 3,1-5,9
Acido Estearico 1,4-2,1

Acido Palmitico 0,9-1,5




A estrutura molecular do triglicerideo do acido ricinoléico, cuja férmula
molecular (C,7H3,OHCOOH) é mostrada na Figura 1, possui a particularidade de
ser um dos poucos acidos graxos naturais cuja estrutura quimica possui trés
grupos funcionais altamente reativos: o grupo carbonila no primeiro carbono, a
dupla ligacdo (ou insaturacdo) no 9° carbono e o grupo hidroxila no 12° carbono
(CANGEMI, 2006). Esses grupos funcionais fazem com que o 6leo de mamona
possa ser submetido a diversos processos quimicos, nos quais pode ser obtida

uma enorme gama de produtos.
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Figura 1 — Triglicerideo do acido ricinoléico

O é&cido ricinoléico caracteriza-se por possuir alto peso molecular (298
g.mol™") e baixo ponto de fusdo (5 °C). O grupo hidroxila presente na ricinoleina
confere ao 6leo de mamona a propriedade exclusiva de solubilidade em &lcool
(WEISS, 1983; MOSHKIN, 1986).

Estudos realizados pela Universidade Federal do Piaui apontaram que o
0leo de mamona, quando submetido a transesterificacdo (rea¢do entre um éster e
um alcool, com formacao de outro éster e outro alcool) tendo como catalisador
KOH com utilizacdo do etanol®, obtém-se um rendimento de 64%, inferior aquele
produzido quando se usa o0 metanol*, cujo rendimento é de 72%. A
transesterificacdo pela via etilica apresenta densidade fora das especificacbes da
ANP (Agéncia Nacional do Petréleo), obtendo-se um valor de 910,3 kg.m™ sendo
que as especificacdes limitam de 850 a 900 5 kg.m™ quando submetidos a uma
temperatura de 20°C. Entretanto, de acordo pesquisadores esse valor nao
ocasiona grandes problemas na qualidade do biodiesel (VENTURA, 2010).

Mesmo a densidade do 0leo de mamona estando fora das especificacoes,
o grande problema encontrado na sua producéo é a sua viscosidade em elevados
niveis com relacdo as normas da ANP. Segundo estudo realizado pelo
Laboratorio de Combustiveis da Universidade Federal de Pernambuco, a

viscosidade cinematica média do biodiesel de mamona foi da ordem de 13,52



mm?Zs™ enquanto a ANP padroniza um valor maximo de 5,5mm?s™ (VENTURA,
2010).

Importancia da cultura e mercado econdémico

Por ser uma planta de facil adaptabilidade a certas condi¢cdes
edafoclimaticas, tais como: baixo indice pluviométrico e tolerancia a seca ha um
incremento do plantio por produtores que se concentram na regido semiarida do
nordeste brasileiro, criando a possibilidade de desenvolvimento da economia
dessa regido e a capacidade de geracdo de empregos no campo assim como
matéria prima para a industria (LUZ, 2012). Mesmo assim, a agricultura familiar
para a producdo de mamona necessita de politicas publicas governamentais,
além de investimentos em pesquisas agricolas locais e em tecnologia de manejo
para que realmente possam viabilizar essa atividade agricola num ambiente
competitivo (PINOTTI e AMARAL, 2013).

Nos ultimos anos, observa-se uma baixa produtividade na cultura, cerca de
500 Kg.ha*, ocasionando problemas na sua utilizacdo como 6leo para producéo
de biocombustivel (LUZ, 2012). Tais problemas sao oriundos de plantios com uso
de sementes de baixa qualidade, possivelmente multiplicadas pelos préprios
produtores ocasionando grande heterogeneidade, e aliado a esses problemas
soma-se a falta de tecnologias de producdo (LUZ, 2012). Além disso, a mamona
possui precos crescentes elevados no mercado internacional, nos ultimos anos
em meédia cerca de US$ 1650,00/tonelada. Para que seu preco se reduza ao
patamar dos demais Oleos vegetais também empregados na producdo de
biodiesel, deveria haver um incremento significativo na oferta desta matéria-prima.
(PINOTTI e AMARAL, 2013).

Além do uso de material melhorado e tecnificacdo nos plantios, outro fator
importante que deve ser levado em consideragcdo na produtividade final da
mamona é o preparo do solo. A Secretaria de Desenvolvimento Agrario do Ceara,
na Safra de 2012/13, a partir de dados da agricultura familiar daquele estado
informou os custos de producéo de trés sistemas de mamona consorciada com
feijdo que se divergem pelo nivel de produtividade: 600 Kg.ha?, 1 ton.ha™ e 1,2
ton.ha™ (Tabela 2), sendo todos os dados analisados pelo centro de referéncia da

cadeia de producéo de biocombustiveis para a agricultura familiar.



Tabela 2 - Discriminacdo dos custos de producdo de mamona (em R$/ha) na

agricultura familiar no Ceara na safra 2012/13.

Produtividades esperada ton./ha 1,2 t/ha 1t/ha 0,6 t/ha
Preparo do solo R$ 120,00 R$ 120,00 R$ -
Plantio R$ 60,00 R$ 60,00 R$ 60,00
Operacgbes Manuais R$ 450,00 R$ 390,00 R$630,00
Sementes (Mamona+Feijdo) R$ 79,60 R$ 79,60 R$ 79,60
Insumos R$ 345,00 R$ 320,00 R$60,00
Colheita e transporte R$ 150,00 R$ 120,00 R$90,00
Descascamento secagem e ensaque R$ 90,00 R$ 60,00 R$ 60,00
Total R$1.294,60 R$1.149,60 R$ 979,60

(Fonte: Secretaria de Desenvolvimento Agrario do Ceara).

A planta de mamoneira é exigente em diversos nutrientes minerais, por
esse motivo o preparo do solo é importante e corresponde a aproximadamente
10% do custo total de producdo para os dois sistemas com niveis de
produtividade de 1,2 e 1,0 ton.ha®. No entanto, para o sistema com menor
produtividade, ndo h& preparo do solo. A operacdo de plantio corresponde a 5%
do custo total. As operagBes manuais sdo diferentes para cada nivel: no nivel de
600 kg.ha™ corresponde a aproximadamente 65%, no nivel 1,0 ton.ha™
corresponde a 33,94% e no nivel de 1,2 ton.ha™ corresponde a 34,75% (Figura
2). Essa diferenca de participacdo € devido a utilizacdo de tracdo animal para o0s
sistemas com maior produtividade, uma vez que a capina € realizada

manualmente no sistema com menor tecnologia.

M Preparodosolo

1,2 t/ha 1,0 t/ha 0,6 tUha

W Operacdes manuais

B Sementes (Mamona + Feijdo)

M Insumos

W Colheita e transporte

Figura 2 — Composicéo percentual do custo de producdo da mamona no Ceara
em trés niveis de produtividade na safra 2012/13. (Fonte: Centro de referéncia da cadeia

de producédo de biocombustiveis para a agricultura familiar)



Na Bahia as safras de 2010/11 tiveram uma area plantada de 140 mil
hectares dedicados a cultura, no entanto, as duas safras seguintes 2012/13 foram
ruins, derrubando a area plantada para 69,2 mil hectares (BIODIESELBR, 2013),
muito disso em motivo da seca registrada nesse periodo. Além disso, 0 preco da
saca de mamona chegou a cair abaixo de R$ 28, pelo fato da indUstria quimica sé
conseguir absorver volumes relativamente modestos da producdo o que também
desestimulou o plantio (BIODIESELBR, 2013).

Em 2013, os agricultores baianos colheram cerca de 600 quilos de
sementes por hectare de mamona, mas a Secretaria de Agricultura do Estado
(SEAGRI) garante que seria possivel mais do que dobrar essa média com a
adocdao de técnica relativamente simples de manejo (BIODIESELBR, 2013).

Segundo a secretaria de agricultura do estado da Bahia, depois de muitas
colheitas e anos de producdo, o solo estda muito compactado, s6 a
descompactacdo desse solo j4 dobraria a produtividade. Além disso, a
distribuicdo de sementes de melhor qualidade aliadas a praticas de adubacédo
melhores, poderia proporcionar uma produtividade de 1.500 kg por hectare. Ainda
de acordo a secretaria de agricultura, na principal regido produtora de mamona da
Bahia, Irecé, a irrigacdo que é uma possibilidade bastante real, e se tudo for feito
direito, daria para chegar a quatro ou cinco mil quilos de mamona por hectare
(BIODIESELBR, 2013). De acordo Ribeiro Filho, (1966) citado por Bahia (2007) a
mamoneira tem potencial para produzir mais de 10.000 kg.ha™, pois ja produziu
mais de 8.500 kg.ha™ de sementes (bagas) com cultivares de porte baixo, 13 em
regime de irrigacdo com fertilizacdo e controle total de plantas daninhas, pragas e

sem a incidéncia de doencas.
Mercado econdomico mundial

No mercado internacional, a comercializacdo da mamona pode ser feita
tanto na forma bruta e de pouco valor agregado (em baga), quanto em formas
intermediarias (6leo bruto ou refinado) ou através da exploracdo de seus
derivados de alto valor agregado (acido graxo destilado do 6leo de mamona
desidratado, 6leo de mamona hidrogenado, 6leo de mamona sulfuricinado, acido
12-hidréxido estearico e outros). A demanda por 6leo ndo € muito grande, pois o

principal consumidor tem sido a industria quimica fina (ricinoquimica), que utiliza



essa matéria prima para fabricacdo de nylon 11, poliuretanos, vidros especiais a
prova de bala, lentes de contato, plasticos de elevada resisténcia e outros
(SANTOS e KOURI, 2006).

Atualmente, o maior produtor mundial de mamona é a india, com mais de
1.600.000 toneladas em 2012, de acordo com dados da FAO, colocando-se bem
acima da producdo chinesa de 170 mil toneladas, a mogambicana com 62 mil
toneladas e da producéo brasileira que despencou ap0s mais um ano de seca,
atingindo mais de 25 mil toneladas, como apresentado no (Figura 3) (CONAB,
2013).
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Figura 3: Producdo de mamona dos maiores produtores mundiais, entre 2010 e

2012. (Fonte: FAO (2013))

No ano de 2013, considerando dados da Associacéo Indiana de Extratores
de Solvente, a area plantada teve uma leve queda na india, sem, entretanto, tal
fato servir para diminuir a queda dos precos do Oleo deste produto (CONAB,
2013).

O cenéario econdbmico atual no Brasil é caracterizado por meio da
divulgacdo do "3° Levantamento de Avaliagdo da Safra 2013/14" (Tabela 3)
estima-se grande aumento, tanto na area quanto na produgdo de mamona,
valores esses puxados pela retomada de producdo na Bahia, que concentra
grande percentual da producdo no Brasil e que sofreu uma grande quebra na

safra passada, ou seja, € mais uma recuperagdo que um crescimento



propriamente dito. Ressalta-se que na safra 2011/12, também houve seca na
regidao (CONAB, 2013).

Tabela 3 - Area plantada, produtividade e producdo de mamona.

Mamona - Brasil

Série Historica de area Série Historica de Série Historica de
plantada Produtividade Producéo
(em mil hectares) (em Kg/ha) (em mil toneladas)
REGIAO/UF 2011/12|2012/13 | 2013/14 2011/12 |2012/13 |2013/14 2011/12|2012/13 | 2013/14
NORDESTE 1239 844 1332 172 163 609 21,4 13,8 81,2
PI 0,8 1 1,4 96 75 480 0,1 0,1 0,7
CE 33,8 12,8 12,8 79 140 305 2,7 1,8 3,9
RN 0,1 - - 571 - - 0,1 - -
PE 2,7 1,4 1,4 231 267 415 0,6 0,4 0,6
BA 86,5 69,2  117,6 207 166 646 17,9 11,5 76,6
SUDESTE 3,3 2,1 2,0 862 694 1.025 2,9 1,5 2,1
MG 2,8 2 1,9 738 630 975 21 1,3 1,9
SP 0,5 0,1 0,1 1554 198  1.965 0,8 0,2 0,2
SUL 1 0,9 0,9 620 600 1.500 0,6 0,5 1,4
PR 1 0,9 0,9 620 600 1.5 0,6 0,5 1,4
NORTE/NORDESTE 123,9 84,4 133,2 172 163 609 21,4 13,8 81,2
CENTRO-SUL 4,3 3 2,9 805 666 1.166 3,5 2 3,5
BRASIL 1282 87,4 136,1 175 180 622 24,9 15,8 84,7

Fonte: 3° levantamento da safra 2013/2014/ Conab.

Melhoramento Genético da Mamoneira

Um dos principais objetivos do melhoramento genético da mamoneira é a
obtencdo de cultivares mais produtivas, com porte reduzido, precoces e com
elevados teores de Oleo (PASSOS, 2009). No Brasil o melhoramento da
mamoneira teve inicio na década de 30 no Instituto Agronébmico de Campinas
(IAC), em Sao Paulo. A contribuicdo deste érgao para o melhoramento da espécie
permitiu o lancamento de cultivares como Zanzibar, Sanguinea, IAC 38,
Campinas, Guarani, IAC 80 e IAC 226 (SAVY FILHO, 1999; FREIRE et al., 2001;
MYCZKOWSKI, 2003; BELTRAO, 2004).

Na Bahia, o melhoramento da cultura comecou na década de 60 pelo
Instituto de Pesquisa e Experimentacdo Agropecuaria do Leste (IPEAL),
localizado em Cruz das Almas. A partir da década de 70 passou a ser conduzido

pela Empresa de Pesquisa Agropecuaria da Bahia — EPABA, até esta ser



transformada no Centro de Mandioca e Fruticultura da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria (Embrapa). A partir da década de 80 o melhoramento da
mamoneira no Estado passou a ser conduzido pela Empresa Baiana de
Desenvolvimento Agricola — EBDA, com sede no municipio de Itaberaba.

Durante todo o periodo de pesquisa foram desenvolvidas e lancadas varias
cultivares no Brasil, dentre as quais: Sipeal 1, Sipeal 2, Sipeal 3, Sipeal 4, Sipeal
5, Sipeal 6, Sipeal 7, Sipeal 9, Sipeal 13, Sipeal 19, Sipeal 25, Sipeal 28 e Epaba
2 (SAVY FILHO, 1999; FREIRE et al., 2001; MYCZKOWSKI, 2003; BELTRAO,
2004). Segundo estes autores essas cultivares se destacam por apresentar
caracteristicas importantes tais como: aumento de produtividade, aumento do teor
de oOleo na semente, diminuicdo do porte da planta, o que facilita a colheita
mecanica, diminuicdo do grau de deiscéncia do fruto a fim de evitar o desperdicio
no campo e proporcionar um menor nimero de colheitas e aumento do nivel de
resisténcia a algumas das principais doengas que ocorrem no pais.

Na década de 90, a Embrapa concentrou os trabalhos de pesquisa e
experimentacdo da cultura da mamoneira no Centro Nacional de Pesquisas do
Algodao (CNPA), localizado em Campina Grande-PB, com enfoque maior para
germoplasma adaptados ao semiarido do Nordeste, desenvolvendo linhagens
como a CNPA M. SM4 e CNPA M. 90-210, lancadas como cultivares, quais
sejam: BRS 188 Paraguacu e BRS 149 Nordestina, respectivamente (SAVY
FILHO, 1999; FREIRE et al., 2001).

Outras instituicdes nacionais, também trabalharam no melhoramento da
mamoneira como a UFV (Universidade Federal de Vicosa), a ESALQ-USP
(Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”), o IPA (Empresa
Pernambucana de Pesquisa Agropecuaria), a EPAMIG (Empresa de Pesquisa
Agropecuaria de Minas Gerais) e a antiga EPACE (Empresa de Pesquisa
Agropecuaria do Ceard). Apesar de nao lancarem cultivares, participaram
ativamente das redes de competicdo de cultivares de portes ando, médio e alto,
qgue culminou com o langamento das cultivares BRS 149 Nordestina e BRS 188
Paraguacu, lancadas pela Embrapa em 1998 e 1999, respectivamente, para toda
a area zoneada para a mamona no Nordeste e norte de Minas Gerais (BELTRAO,
2004).



10

Visando obter materiais superiores de mamoneira para regidoes de baixa
altitude e para o semiarido da Bahia, no ano de 2005, o Nucleo de Melhoramento
Genético e Biotecnologia (NBIO), pertencente a Universidade Federal do
Reconcavo da Bahia (UFRB), localizada em Cruz das Almas, Bahia, iniciou seus
trabalhos com a introducéo de cultivares (BAHIA et al., 2008; CERQUEIRA, 2008;
SILVA, 2008, SAMPAIO FILHO, 2009; DIAMANTINO, 2013), por processos de
hibridacdes (PASSOS et al., 2010), por conducdo de populacdo segregantes e
autofecundacbes para avancos de geracdes (OLIVEIRA, 2011) com
desenvolvimento de linhagens homozigotas na geragado F6 com presencga de alta
variabilidade genética e ganhos genéticos com a selecao, envolvendo avaliacdes
moleculares (MACHADO,2011, MACHADO e SILVA 2013) e morfoagronémicas,
seguido de selecao de linhagens elites (SANTOS, 2013).

E possivel determinar caracteres em comum, que sdo buscados pelas
instituicdes de pesquisa, como: o alto teor de 6leo, o porte reduzido, caracteres de
producao (peso, numero, tamanho de bagas, de gréo e potencial produtivo) aliado
a resisténcia/tolerancia as principais doencas, a exemplo de mofo-cinzento
causado pelo fungo Amphobotrys ricini. Somando-se a esses objetivos, o
melhoramento da mamoneira na UFRB esta direcionado para atender as regides
do recébncavo baiano e semi-arida da Bahia, visando principalmente ao alto teor
de 6leo na semente, ao peso e numero de sementes, a estatura reduzida e a

resisténcia/tolerancia ao mofo-cinzento.

Método de Melhoramento SSD (SINGLE SEED DESCENT)

No método SSD (Single Seed Descent) a partir da geracdo F, é feita a
colheita de uma Unica semente por planta de todas as plantas. Esta semente é
utilizada para semear a geracdo seguinte, quando este procedimento sera
repetido (geralmente até F5 ou F6), fazendo em seguida uma selecéo artificial das
melhores linhagens e colheita de cada linha em bulk para compor o ensaio de
rendimento (CARVALHO et. al.; 2008).

Neste método, a selecdo natural ndo influencia as populagcbes, a ndo ser
gue os gendtipos ndo produzam pelo menos uma semente. Por isso, as
populacdes segregantes podem ser plantadas fora da época normal de plantio (ha

entressafra, por exemplo) e em qualquer ambiente, a exemplo de casa-de-
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vegetacdo. Pela possibilidade de conduzir as populagdes segregantes durante a
entressafra, pode-se reduzir o tempo necessario para a obtencdo das linhagens
puras e consequentemente para a obtencdo de uma nova variedade
(BESPALHOK FILHO et al., 2006; CARVALHO et. al.; 2008).

De acordo com Bueno (2006), a medida que as geracbes de
autofecundagéo sdo naturalmente avancadas, a probabilidade de fixacado dos loci
com alelos favoraveis aumenta.

Algumas das vantagens do método consiste na maior chances de manter a
variabilidade genética da geracdo Fg similar a da F,; pela selecdo ser realizada
somente em geracao avancada, préxima a homozigose, o que facilita os avancos
genéticos, pois é realizada sem a interferéncia dos efeitos ndo aditivos; facil para
conduzir populacdes, permite conduzir grande nimero cruzamentos; interessante
para regides temperadas, onde ndo é possivel fazer mais de uma safra por ano;
ndo h& perda por amostragem dos individuos F;; ndo h& necessidade de fazer
muitas anotacdes, € preciso apenas manter a identidade e a geracdo em que a
constituicdo genética se encontra; maior facilidade de manter a populacdo
segregante com a possibilidade do cultivo de varias geragdes por ano, em uma
pequena area, reduzindo os custos financeiros e o tempo para obtencdo de novas
linhagens; as geracfes de autofecundacdo que conduzem a homozigose podem
ser cultivadas fora do ambiente a que estas se destinam, sendo apenas levadas
para o ambiente de cultivo quando as linhas ja atingiram a homozigose para que
seja praticada a selecdo. (BESPALHOK FILHO et al.,, 2006; BUENO, 2006;
CARVALHO et. al.; 2008).

Como desvantagens do método podem-se citar o risco de perder
variabilidade se perder um individuo (doencas, pragas, déficit hidrico,
enxarcamento, etc.); ndo ocorre recombinacdo nas linhas selecionadas; ter que
avaliar grande numero de linhagens para identificar as superiores; pouca chance

de selecao precoce.
Marcadores Microssatélite (SSR — Simple Sequence Repeat)
Apbs o advento das técnicas moleculares foi possivel a andlise da variagcédo

dos organismos em nivel de DNA, observando diferengas nas sequéncias génicas

com uso de marcadores (ZUCCHI, 2002). Marcadores moleculares séo pontos de
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referéncia nos cromossomos, definidos como todo e qualquer fendtipo molecular
proveniente de um gene expresso (isoenzimas) ou de um segmento de DNA, que
pode ser regides expressas ou ndo do genoma (FERREIRA e GRATTAPLAGIA,
1998).

A sequéncia de nucleotideos e a funcdo de um marcador molecular podem
ou ndo ser conhecidas e, em geral, sdo desconhecidas. Ao se verificar o seu
comportamento de acordo com as leis basicas de heranca de Mendel, um
marcador molecular é adicionalmente definido como marcador genético. Isto é
feito, por exemplo, através do estudo do comportamento do marcador em uma
populacdo segregante (LIMA, 2008). Portanto, é importante enfatizar que o
simples fato do marcador ser de DNA, ou produto da transcricdo e traducéo de
uma sequéncia de DNA, ndo implica em que se constitua em um marcador
“genético”, como frequentemente se supde (BECKMANN, 1988)

Os genomas de eucariotos sdo densamente povoados por microssatélites
ou sequéncias simples repetidas (SSRs), as quais consistem de 1 a 6
nucleotideos repetidos em tandem, e sdo classificadas pelo motivo repetido,
podendo ser mono, di, tri, tetra, penta e hexanucleotideos e, também, pelo tipo de
sequéncia repetitiva, como microssatélites perfeitos, imperfeitos, interrompidos ou
compostos (OLIVEIRA et al.,, 2006). Os microssatélites possuem um alto
polimorfismo, decorrente das altas taxas de mutacao nestes locos, que variam de
102 a 10® por geracdo (ELLEGREN, 2004; OLIVEIRA et al., 2006). No entanto,
sao flanqueados por sequéncias Unicas e por isso podem ser amplificados através
de PCR, o que fazem deles 6timos marcadores moleculares (ANTONANGELO,
2012).

Cada “ilha” microssatélite, independente do elemento repetido (CA, TG,
ATG, etc.) constitui um loco genético altamente variavel, multialélico, de grande
conteudo informativo. O polimorfismo nestes loci é resultado de variacdes do
namero de repeticdes das sequéncias de nucleotideos (AKKAYA et al., 1992).

Nesse contexto, toda e qualquer populacado segregante pode ser utilizada
como populacéo referéncia para estudos de diversidade genética. Os SSR sédo
muito frequentes e distribuidos ao acaso, permitindo uma grande cobertura de
qualquer genoma eucarioto o que o torna uma das melhores opg¢des para uso na
caracterizagao de cultivares, especialmente em germoplasma aparentado e de
baixa variabilidade (FERREIRA e GRATTAPLAGIA, 1998; MILLACH, 1998).
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O fato dos marcadores microssatélites serem altamente polimérficos é de
fundamental importancia para a detecgéo de polimorfismo em uma populacdo que
ja tem sofrido pressdo de selecdo por meio de caracteres morfoagronémicos.
Sendo assim, 0 objetivo desse trabalho € identificar dentre as 47 linhagens de
uma populacédo (F6), as linhagens mais divergentes por meio dos marcadores
microssatélites, aplicando outra pressdo de selecdo de aproximadamente 20%.
Analises multivariadas com base em caracteres morfo-agronémicos e moleculares
serdo feitas, utilizando o algoritmo de Gower (1971), para identificar as distancias
genéticas entre os individuos, verificando assim se ha diferencas significativas na
formagdo dos grupos e interferéncia do ambiente. Posterior & selecdo, esses
genatipos irdo compor ensaios em diversas cidades no estado da Bahia para
avaliacdo de sua distinguibilidade, adaptabilidade e estabilidade em diversas

condi¢Bes edafoclimaticas.
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CAPITULO 1

SELECAO DE LINHAGENS ELITES DE MAMONEIRA POR MEIO DE
MARCADORES MICROSSATELITES®

1Artigo submetido ao Comité Editorial do periodico cientifico Pesquisa Agropecuaria Brasileira.



SELECAO DE LINHAGENS ELITES DE MAMONEIRA POR MEIO DE
MARCADORES MICROSSATELITE

Resumo

O fato dos marcadores microssatélites serem altamente polimérficos € de
fundamental importancia para a detecgéao de polimorfismo em uma populagcéo que
ja tem sofrido pressdo de selecdo por intermédio de caracteres
morfoagrondémicos. Selecionou-se um total de 47 individuos por apresentarem
caracteristicas morfo-agronémicas importantes para a cultura, sendo estes
avaliados por meio de 53 pares de primers SSR. O tamanho dos alelos variou de
84 pb a 439 pb sendo que trinta e seis I6cus microssatélites apresentaram
polimorfismo gerando 119 alelos com média de 3,31 alelos por loco. O contetudo
de informacgé&o de polimorfismo (PIC) variou de 0,06 até 0,81 sendo considerados
I6cus altamente informativos valores de PIC superiores a 0,5. A partir da andlise
desses loci polimoérficos foi possivel o agrupamento dos genoétipos em sete grupos
distintos, mostrando que ha divergéncia genética entre eles. Sendo assim, o
objetivo desse trabalho € identificar dentre as 47 linhagens de uma populacao
(Fe), as linhagens mais divergentes por meio dos marcadores microssatélites
(SSRs), aplicando outra pressao de selecdo de aproximadamente 20% para a
composicdo de 20 linhagens elites distintas. Essas analises favoreceram a
selecdo dessas linhagens mais divergentes, para posterior avaliagdo de
desempenho em ensaios sob condi¢des de diferentes ambientes.

Palavras-chave: presséo de selecéo, alelos, polimorfismo



SELECTION OF ELITES LINEAGES CASTOR BEAN BY MICROSATELLITE
MARKERS

ABSTRACT

The fact of microsatellite markers being highly polymorphic is crucial for the
detection of polymorphism in a population that has already undergone selection
pressure by morph agronomic characters. It was selecting a total of 47 individuals
from a F6 population by presenting important phenotypic characteristics to the
culture, and these individuals were evaluated by 53 pairs of SSR primers. The
molecular analysis revealed alleles that ranging to 84 pb to 439 pb, and 36
microsatellite loci showed polymorphism, generating 119 alleles with average of
3,31 alleles per loci. The Content Information of Polymorphism (PIC) varied from
0,06 to 0,81 being considered highly informative loci values above the PIC 0,5.
From the analysis of these polymorphic loci was possible to group the genotypes
into seven distinct groups, showing that there is genetic divergence between them.
Thus, the aim of this study was to identify among the 47 lines from a population,
the most divergent by microsatellite markers. Then, applying other selection
pressure of approximately 20%, based on the greatest genetic distances among
the individuals were selected the 20 most divergent lineages elites. Subsequently,
tests will be conducted to evaluate the performance in distinct environment

conditions.

Keywords: Selection pressure, alleles polymorphism
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INTRODUCAO

A mamoneira, cientificamente conhecida como Ricinus communis L., é uma
planta arbustiva, monoica, pertencente a familia Euphorbiaceae (SAVY FILHO,
1999), cujo fruto se extrai um Oleo de excelentes propriedades, de largo uso em
diversos seguimentos da industria devido a uma caracteristica peculiar, possui
uma hidroxila (OH) ligada na cadeia de carbono, ndo existindo outro 6leo vegetal
produzido comercialmente com esta propriedade. Isto lhe confere uma alta
viscosidade e solubilidade em &lcool a baixa temperatura. E também utilizado
como matéria prima para a producao de biodiesel (COSTA et al., 2006).

De modo geral a mamoneira é caracterizada por ser uma cultura agricola
que exige pouco investimento e também por ser de facil adaptacdo em diversas
regibes do pais, por outro lado, essas caracteristicas acarretam baixa
produtividade em relacdo a outras culturas (PINOTTI e AMARAL, 2013), pois o
agricultor em sua grande parte pertencente a agricultura familiar, na maioria das
vezes nao possui material vegetal de boa qualidade, ndo dispde de tecnologia
sendo muitas vezes possivel até preparar o solo de maneira eficaz.

De acordo o Mapa (2005) a producdo de mamona possui elevado teor de
0leo quando comparado a outros tipos de grdos como soja, algoddo, girassol,
amendoim e canola. Ainda segundo Pinotti e Amaral (2013), o preco no mercado
internacional do 6leo de mamona € muito elevado quando comparado a outros
tipos de dleos, o que pode ser causado pela grande diversidade na utilizagdo da
indUstria quimica fina.

Os principais problemas para a exploracdo racional de espécies vegetais,
para producdo de biodiesel, na regido Nordeste, estdo relacionados ao baixo
potencial produtivo de cultivares, principalmente quanto ao elevado teor de 6leo e

tolerdncia a pragas e doencas. Ou seja, ndo h4 sementes de cultivares que
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atendam as necessidades dos agricultores e dos processadores da matéria prima
produzida (PALMIERI e MAIA, 2007; BAHIA et al., 2008).

Por sua vez, o melhoramento de plantas visa a sua modificacdo genética
com o objetivo de agregar em um Unico genaétipo, as caracteristicas desejaveis
em nivel comercial de uma determinada espécie (BOREM e MIRANDA, 2009).
Estratégias de selecdo que permitam o desenvolvimento de cultivares de
mamoneira R. communis, com maiores teores de Oleo e adaptadas as diferentes
condicbes ambientais, sdo indispensaveis para que a cultura da mamona se
consolide como importante componente do programa nacional de producao de
biodiesel (BAHIA, et. al, 2008; DIAMANTINO, 2013; MACHADO et al., 2013).

De posse dessas informacdes o objetivo desse trabalho é identificar dentre
47 individuos de uma populacdo avancada (F6), linhagens mais divergentes por
meio dos marcadores microssatélites, aplicando uma pressdo de selecdo de
aproximadamente 20%. Posterior a selecao, essas linhagens irdo compor ensaios
em diversas cidades no estado da Bahia para avaliacdo de seu desempenho e

sua interacdo com os ambientes.

MATERIAL E METODOS

Material Vegetal

As linhagens elites foram obtidas a partir de cruzamentos entre 0s
parentais: BRS Nordestina, Sipeal, EBDA MPA-17, Mirante e Paraguagu e
desenvolvidas pelo programa de melhoramento genético do Nucleo de
Melhoramento Genético e Biotecnologia da Universidade Federal do Recdncavo
da Bahia - NBIO/UFRB, na cidade de Cruz das Almas, Bahia, Brasil.

O municipio de Cruz das Almas esta localizado a 12° 40’ 19” latitude sul,
39° 06’ 23” de longitude oeste de Greenwich e com altitude média de 220 m. O
clima é do tipo subumido, com pluviosidade média anual de 1170 mm, com
variagbes entre 900 e 1300 mm, sendo 0os meses de mar¢go a agosto os mais
chuvosos e de setembro a fevereiro os mais secos. A temperatura média anual é
de 24,1°C (ALMEIDA, 1999).
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O método de melhoramento utilizado para condugédo das populacdes foi 0
SSD (Single Seed Descent) até a geracdo avancada F6, constituindo nessa
geracao alto grau de homozigose. Esse método proporcionou a selecédo individual
de plantas pertencentes a populacdo avancada (F6). De um total de 240
linhagens, 47 foram selecionados, o que sugere uma pressdo de selecao de
aproximadamente 20%. Esta selecdo levou em consideracdo os caracteres
morfologicos, baseada naqueles individuos que apresentaram as melhores
meédias para o teor de 6leo e peso de sementes em relagdo aos demais.

Estas 47 linhagens foram avaliadas com marcadores moleculares do tipo
SSR por meio de distancia genética entre os individuos. Ou seja, aquelas
linhagens que apresentaram maior valor dentro da matriz de dissimilaridade,
foram as mais divergentes, sendo entdo escolhidas para compor os ensaios em

diferentes localidades.

Isolamento do DNA

O DNA gendmico foi extraido segundo protocolo descrito por Doyle & Doyle
(1987) com modificagbes (Tabela 1). Para tanto, foram coletadas folhas jovens e
saudaveis sendo encaminhadas ao Laboratorio de Biologia Molecular do Nucleo
de Melhoramento Genético e Biotecnologia (NBIO) da UFRB. As folhas foram
desinfestadas com hipoclorito de sédio a 1% e enxaguadas com agua destilada.
Posteriormente, as amostras foram acondicionadas em freezer ha temperatura de
-30°C até o momento da extracdo. Procedendo-se a extracdo, as amostras
foliares foram maceradas em nitrogénio liquido com o auxilio de almofariz, sendo
transferidas para microtubos seguida da adicdo de tampao de extracdo (CTAB
2%; NaCl 1,4M; Tris-HCI 100mM (pH 8,0); EDTA 20mM pH 8,0; polivinilpirrolidona
2% MW10000; B-mercaptoethanol 0,8% e &agua ultra-pura g.s.p.). Apds, as
amostras foram homogeneizadas e incubadas em banho-maria durante 45
minutos a 65°C, sendo homogeneizadas a cada 15 minutos. Um total de 700ul da
mistura cloroférmio: alcool isoamilico (24:1) foi adicionado as amostras. Entdo, as
amostras foram homogeneizadas por 5 minutos e centrifugadas durante 10
minutos a 10000 rpm em centrifuga e o sobrenadante foi recuperado e transferido
para novos tubos pré identificados. Foram adicionados mais 700ul da mistura

cloroférmio: alcool isoamilico e novamente as amostras foram centrifugadas a
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10000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi recuperado mais uma vez e a ele
adicionados 600ul de &lcool isopropilico (gelado), ficando a proporcao de 1:1 do
volume coletado, com objetivo de precipitacdo do DNA.

Posteriormente, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 12000
rom, e o isopropanol descartado com recuperagcdo do DNA precipitado. Ao
precipitado foram acrescentados 600 ul de TE (Tris-Hcl 10 mM, pH 8,0; EDTA 1
mM) mais 200 pul de acetato de amobnio 7,5M. As amostras foram
homogeneizadas e incubadas por 15 minutos no gelo, e em seguida
centrifugadas. Para a precipitacdo das amostras um total de 1,5 mL de etanol
absoluto gelado foi adicionado, sendo as mesmas incubadas por uma hora a -
20°C. Por fim, as amostras foram centrifugadas a 12000 rpm e em seguida
lavadas com um mL de etanol 70%, centrifugando por trés minutos a 12000 rpm,
repetindo-se esse mesmo processo mais uma vez. O sobrenadante foi descartado
e 0S microtubos contendo o precipitado, permaneceram por duas horas a
temperatura ambiente, para secagem. Logo apoés, o precipitado foi solubilizado
em 100pl de tampdo TE contendo dois microlitros de RNAse (10mg.ml™),
posteriormente as amostras foram incubadas em banho maria a 37°C por 30

minutos e armazenadas a -20°C.

Tabela 1 — Comparacédo entre os protocolos Doyle & Doyle 1987 e Doyle & Doyle
1987 com modificagdes.

Doyle & Doyle 1987 com

Doyle & Doyle 1987 modificacdes
Reagentes [ ] Final Reagentes [ ] Final
CTAB 2% CTAB 2%
Tris-HCI pH 8,0 (1M) 100mM  Tris-HCI pH 8,0 (1M) 100mM
NacCl 1,4M NacCl 1,4M
EDTA (0,5M) 20mM  EDTA (0,5M) 20mMm
Polyvinylpyrrolidone (PVP) 1% *Polyvinylpyrrolidone (PVP) 2%
Polyvinylpolypyrrolidone (PVPP) 3% ***Polyvinylpolypyrrolidone (PVPP) -
2-mercaptoetanol 0,2% *2-mercaptoetanol 0,8%
**Agua destilada g.s.p. **Agua destilada g.s.p.

* Reagentes que sofreram alteragdes em suas concentragfes
** Completar para o volume
desejado

*** Nao foi utilizado
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Quantificagcdo do DNA genémico

Para avaliacdo da quantidade e integridade do DNA extraido, um total de
cinco microlitros do DNA foi adicionado a uma solucdo de azul de bromofenol
(0,25%), e glicerol (60%) no volume de cinco microlitros. O DNA gendmico foi
submetido a eletroforese em gel de agarose a 0,8%, corado com brometo de
etideo, e submerso em tampao TBE (Tris-Borato-EDTA). A quantidade e
qualidade do DNA em cada amostra foi estimada por meio de andlise comparativa
com (DNA lambda-invitrogen) de concentracdo conhecida. Posteriormente, todas
as amostras foram ajustadas para uma concentracdo de cinco ng.uL™ para

proceder a PCR (Polymerase Chain Reaction).

Condigcdes de Amplificagéo e Eletroforese

Para amplificacdo das regibes SSRs, foram utilizados 53 pares de
iniciadores, sendo 23 desenvolvidos por Bajay et al. (2009, 2011) e 30 por
Machado & Silva (2013). As reacdes de amplificagcdo foram preparadas em
volume final de 25 L. Cada reacdo conteve 3 yL de DNA gendmico (5 ng/uL), 2,5
ML de tampao da enzima 10 X (100 mM Tris-HCI, pH 8,4 e 500 mM KCI), 0,8 pL
de dNTP mix (2,5 mM de cada), 0,65 yL de MgCI2 (50 mM), 0,5 puL de cada
iniciador (foward e reverse, 20 mM), 0,2 uyL de Taq DNA polimerase (5 U/uL -
Invitrogen) e 4gua ultra-pura g.s.p. A PCR foi feita em um termociclador Biocycler
MJ96+ /MJ96G (Applied Biosystems do Brasil Ltda., Sdo Paulo, SP) programado
para cinco minutos a 94 °C para desnaturacdo inicial do DNA, seguida por 35
ciclos de um minuto a 94 °C, um minuto com temperaturas entre 60 e 64 °C a
depender do par de iniciador (Tabela 2) e 1 minuto a 72 °C. O ciclo final foi
seguido por uma extenséo de dez minutos a 72 °C.

A separacao dos fragmentos se deu por meio de eletroforese em gel
desnaturante de poliacrilamida (7%), contendo 5,6M de uréia em tampao TBE 1 X
(LITT et al., 1993). A eletroforese foi conduzida em cuba vertical com capacidade
para 80 amostras em gel de 0,5 mm de espessura. Antecedendo a aplicacdo das
amostras, submeteu-se o gel a uma pré-corrida por 30 minutos a 60 Watts de
poténcia, com objetivo de deixar a placa de vidro aquecida, impedindo que a

molécula de DNA se renature durante a aplicacdo das amostras.
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A eletroforese das amostras foi realizada a 70 watts de poténcia por duas
horas. A coloracdo do gel com nitrato de prata foi mediante as seguintes etapas:
1- fixacdo do gel com uma solucéo de etanol 10% e acido acético glacial 1% com
duracéo de 10 minutos; 2- fixacdo do gel com uma solucéo de acido nitrico a 1%
por 5 minutos; 3- coloragdo do gel por uma solugéo de nitrato de prata (0,2%)
acrescido de formaldeido 37 % por 30 minutos; 4- revelacdo do gel com uma
solucdo de carbonato de sodio 2% até a visualizacdo das bandas,
aproximadamente 5 minutos (CRESTE et al., 2001).

O tamanho dos fragmentos foi obtido utilizando-se padrédo de peso
molecular 100 pb (Invitrogen, Sdo Paulo, SP). Apds seco, o gel foi fotografado

com camera digital modelo Sony (16 megapixels) de resolucéo.

Analise de Dados

A leitura do gel foi feita mediante a identificacdo dos loci polimorficos e
estimativa do tamanho dos fragmentos por pares de bases (pb) para cada
linhagem.

Para os dados moleculares as estimativas das frequéncias alélicas, nUmero
de alelos por loco, heterozigosidade esperada (He), heterozigosidade observada
(Ho), conteddo informativo de polimorfismo (PIC - Polymorphic information
content), coeficiente médio de endogamia (F) e equilibrio de Hardy-weimberger
foram obtidos com o auxilio do programa PowerMarker versao 3.25 (LIU; MUSE,
2005), bem como, a matriz de dissimilaridade genética usando o indice de Nei e
Li (1973)

5 2a

Ly —
. al+0=C

A heterozigosidade de um marcador é a probabilidade de um individuo ser
heterozigoto no loco marcador e depende do numero de alelos e de sua
frequéncia na populacdo, ou seja, é simplesmente a propor¢cdo de individuos
heterozigotos na populagdo. Num anico loci, calcula-se como:

Heterozigose estimada como base Nei (1978):
. koo
H{ =1- Z 'F{uu
u=l

» Sendo P — a frequéncia estimada do iésimo alelo.
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A analise de agrupamento hierarquico foi realizada usando o método
UPGMA Unweighted Pair-Group Method Averages, (SNEATH e SOKAL, 1973). O
dendrograma foi construido por meio do software STATISTICA (STATISTICA,
2002).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os 53 pares de primers SSR testados geraram fragmentos com bom
padrao de amplificacdo. A amplitude dos fragmentos variou entre 84 pb a 439 pb
para os locos RcoM30 e Rco40, respectivamente (Tabela 2). Destes, 36 foram
polimorficos (67,92%) para as linhagens avaliadas. A figura 2 mostra o perfil
eletroforético dos locos RcoM28, Rcoll, Rco23 e RcoM2. O numero total de
alelos obtidos foi 119, com média de 3,31 alelos por loco. Resultado semelhante
foi obtido por Bajay (2009), de 41 locos de SSR analisados em 76 acessos de
mamona pertencente ao Banco de Germoplasma da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria (BAG-EMBRAPA) e 35 acessos a UNESP de Botucatu,
26 foram polimérficos (63,4%) e a partir destes foi observado um total de 111
alelos (4,27 alelos/loco).

Machado (2011) trabalhou com 24 acessos do banco de germoplasma de
mamoneira da UFRB/NBIO encontrando 118 locos polimérficos totalizando
31,13%. J& Diamantino (2012), trabalhou com 15 genoétipos da Empresa Baiana
de Desenvolvimento Agricola (EBDA) testando 53 iniciadores, dos quais, 50
geraram polimorfismo (94,33%), num total de 279 alelos com média de 5,58 alelos
por loco.

Dos 119 alelos obtidos, 24 (20,17%) apresentaram frequéncia inferior a
5%, sendo considerados, alelos raros. Bajay (2009) observou 37 alelos (33,33%),
com uma frequéncia inferior a 5%, 0 que 0s caracteriza como alelos raros, ou
seja, sdo aqueles alelos que surgem na populacdo em uma frequéncia inferior a
5%, neste caso, sdo requeridas grandes amostras para a permanéncia desse
alelo na nova populagédo. Por sua vez, Diamantino (2012) encontrou 27 alelos
(8,27%) com frequéncia inferior a 5%.

A presenca destes alelos pode ser importante na contribuicdo da

variabilidade genética da espécie, porém, sdo sensiveis a perdas, em funcéo da
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selecéo de plantas para manutencao da cole¢ao, sobretudo em funcéo do sistema
reprodutivo (autbgama) que tem um pouco menos diversidade genética do que
espécies alégamas ou com sistema de cruzamento misto (HAMRICK e GODT,
1997).

Quando considerado a maior frequéncia alélica dentre os 36 loci, 25
(69,44%) alelos mais comuns apresentaram grau de polimorfismo satisfatorio, ou
seja, inferior a 90% (MACMANUS et al., 2011). Ainda, dos 119 alelos comuns 37
(31,09%), apresentaram frequéncia (4% < alelo comum < 20%) e 58 alelos
frequentes (48,74%), com frequéncia (>20%). O loco Rco23 foi 0 que apresentou
0 maior numero de alelos, 9. Doze iniciadores tiveram apenas dois alelos (Rco3,
Rcol2, Rcol5, Rcol8, Rco20, Rco40, Rco4l, RcoM4, RcoM6, RcoM14, RcoM21
e RcoM28) (Figura 1).

4 M Nede Alelos

RCO3 |f
RCOS |
RCOE |
RCOS
RCO11 |
RCO12
RCOLS |
RCOL8 |
RCO20 |
RCO23 |
RCO26
RCOZ4 |
RCO40 |
RCO41 |
RCOMA. |
RCOM2
RCOMA4 |
RCOMS
RCOMS |
RCOM?7 |
RCOMS
RCOM10 |
RCOMIL
RCOM14 |
RCOMIS |
RCOMIE |
RCOM17 |
RCOMZ0
RcOM21 |
RCOM22 |
RCOM23 |
RCOM24 |
RCOM25
RCOM27 |
RCOM28
RCOM30 |

Figura 1. N° de alelos gerados por cada marcador microssatélite.

Bajay (2009) em seu trabalho encontrou no maximo seis alelos em
germoplasmas da Embrapa por meio do marcador Rco5. Ja os marcadores
Rcoll, Rcol2, Rco22 e Rco33 apresentaram apenas dois alelos nas trés
populacdes em seu trabalho.

Na figura 2 pode-se observar o padréo eletroforético de quatro dos 36 loci

polimorficos, dentre eles, destaca-se o primer Rco23, que gerou o maior nimero
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de alelos e o maior conteddo de informagdo polimorfica, podendo até ser
recomendado em trabalhos futuros.

—_— N W NS N Wy P EN S ES RN R O I TE I O T 1S
& 3 f

Figura 2. Loci SSR de mamoneira amplificados por meio dos pares de
iniciadores RCOM28, RCO11, RCO0O23, RCOMO02; M=marcador de peso

molecular de 100 pb, de 1 a 47 linhagens elites de R. communis.

A maioria dos loci SSR apresentou heterozigosidade observada (Ho,) menor
que a esperada (He) para os loci Rco5, Rco40, RcoM5, RcoM11, RcoM23 (1,0;
0,08; 1,0; 1,0; 0,69, respectivamente. A heterozigosidade média esperada He
(0,40) foi maior que a heterozigosidade observada H, (0,15), o que indica uma
taxa de endogamia nos acessos avaliados. Esse resultado era esperado pois, 0s
genotipos analisados trata-se de linhagens elites pertencentes a uma populacéo
Fs com alto grau de homozigose.

O teste de Hardy-Weinberg detectou que ocorreram, em média, desvios na

proporcao do equilibrio de Hardy-Weinberg em todos os loci. Esse resultado era
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esperado uma vez que o Equilibrio de Hardy-Weinberg sé é atingido em
populacbes panmiticas (BAJAY, 2009), ou seja, populagcbes em que o0s
cruzamentos entre os individuos de diferentes gendtipos devem ocorrer ao acaso,
sem qualquer preferéncia.

O contetdo de informacédo de polimorfismo (PIC) variou de 0,06 para o
iniciador Rcoll a 0,81 para o iniciador Rco23, sendo considerado pouco
informativo e altamente informativo, respectivamente (Tabela 2). Valores de PIC
variando entre 0,25 e 0,50 foram observados para locos Rco5, Rco8, Rcol2,
Rcol5, Rco20, Rco34, RcoM2, RcoM4, RcoM8, RcoM1l, RcoM16, RcoM17,
RcoM20, RcoM25 E RcoM30 (Tabela 2). Esses loci foram considerados
moderadamente informativos de acordo com a classificacdo de Botstein et al.
(1980). Para estes autores os valores de PIC sdo agrupados em trés niveis:
altamente informativo (PIC>0,5); moderadamente informativo (0,25<PIC<0,5) e
pouco informativo (PIC<0,25). Além disso, o PIC fornece uma estimativa do poder
discriminatorio do loco, levando-se em conta ndo apenas o numero de alelos que
sdo expressos, mas também as frequéncias relativas destes alelos. Verifica-se
gue a maioria dos loci foi moderadamente informativos, uma vez constatada no
presente estudo uma média de 0,35 para o valor de PIC.

O Conteudo de Informacédo Polimorfica (PIC), descrito por Botstein et al.
(1980), é um indicador da qualidade do marcador em estudos genéticos
(segregacéao, identificacdo de populagdes e controle de paternidade) (MENEZES
et al, 2006). E um parametro importante em anélises moleculares, pois possibilita
uma melhor visualizagcdo do poder de polimorfismo de cada primer avaliado,
podendo até recomenda-los em trabalhos futuros de forma mais objetiva e

precisa.
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Tabela 2. Composi¢do alélica (motivo), nimero de alelos por loco (Na), heterozigosidade esperada (He), heterozigosidade

observada (Ho), conteudo informativo de polimorfismo (PIC), coeficiente de endogamia (F), equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) e

maior frequéncia alélica (>FA) em 36 locos polimérficos selecionados para Ricinus communis L. avaliados em 47 individuos. Cruz
das Almas - BA, 2013.

Locus Sequéncia 5’-3’ Motivo TA Amplitude/ He Ho PIC F p-
segmentos value
HW
RCO3 F: GAGTGAGCCCATTATGCTG (GA), 60 202-214 0.11 0.00 0.10 0.36 0.03
R:TCAGAAATACCTCTAGGCGACA
RCO5 F: AGCCCAGAAATTGGAAAAGA (TG)s(GA)2(GAA), 60 198-210 0.54 1.00 0.43 1.00 0.00
R: CAAACCCAAGCAAACCTCA
RCO6 F: GGGTGAAAATGAAGAGATTGG (TG 60 204-215 0.77 050 0.73 0.85 0.00
R: ATAACCCGTGAAGCATGGAC
RCO8 F:CGTGTGTCTGTGTGCATGTC (TG)1o 60 206-225 0.53 0.00 0.48 0.94 0.00
R: CCTCAACCCTTTGCTGTTTC
RCO11 F: GCGTGGACTAACTTCAAGCA (TC)10(GT)e 60 105-212 0.06 0.02 0.06 1.00 0.01
R: CCCCATTAGCATCGAGAAAG
RCO12 F: AAGACTGCACCTCCTCCTA (TG)s (GA)s 62 182-191 0.42 0.00 0.33 0.94 0.00
R: TGCTGGAACAAACCCTGATA
RCO15 F:CACGCACGTTAAAGCAAACT (AG)1s 60 96-104 0.46 0.00 0.36 1.00 0.00
R: GCGAAGAAACCAAAATGGAG
RCO18 F: AGGGGGATAAGCGTGATATG (CA)17 60 96-102 0.20 0.00 0.18 0.96 0.00
R: CCGTTATGAAAAGGAAAGCA
RCO20 F: CCAAAAGGAATGTGGGACTC (TC)23 60 290-317 0.32 0.00 0.27 0.85 0.00
R: TGTGGAGAGGATGAAGAGGAA
RCO23 F: CATGGATGTAGAGGGTCGAT (GA)15(AG)s 62 211-245 0.83 0.67 0.81 0.98 0.00
R: CAGCCAAGCCAAAGATTTTC
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RCO26 F:TTGCTTGTCAAAGGGGAGTT (CT)1o 60  222-230 0.16 0.00 0.15 0.98 0.00
R: TCATTTTGAGGGAGAAACCA

RCO34 F:TCGGTTAAGGGTATGGGTTG (G 60  206-222 0.50 0.00 0.40 0.98 0.00
R: CACACTTCATTTCGCAGACC

RCO40 F: AACTGGATAAAGGGGTATTTGG (TC)s(CT), 60 84-90 0.08 0.08 0.08 0.77 1.00
R: GCTTTTTGGTAGCAGGTTTGA

RCO41 F:CATGTTGTTTTTGGCAGCTC (CT)172(CA) 11 60 88-96 0.16 0.00 0.15 0.96 0.00
R: CGTTCACACTCATCAATCCA

RCOM1 F: GACGGGATGAAAGAGGATA (TA)1s 63  236-245 0.61 0.00 0.53 0.47 0.00
R: TGGCTGCTGTTGTTACTCTA

RCOM2 F: ATGTCTGCTCTTGGTCTGTC (CT)a 64  108-204 0.58 0.05 0.49 0.89 0.00
R: ATGGTATGGTTTTGATGAGG

RCOM4 F: TCATAACCAACTCCTCACCAGA (TCCTAC)2 e 62 274 0.47 0.00 0.36 0.98 0.00
F: TTGTGATCGTTGTGGCTTGT (GGTAGG)2

RCOM5 F: AATGAGTCGCAATCTATGAACG (AAAAGA)3 62 204 0.74 1.00 0.70 0.60 0.00
R: ATGGTGGAAGAGAATGGCTG

RCOM6 F: GTTCCAACTCCCAAACAGAC (AAAAGA); 64  196-199 0.04 0.00 0.04 098 0.01
R: GCTCTTACCTACTCCTCCCC

RCOM7 F: CGGGTGAGAAGCAAGAGAAG  (TTAATT); 63  213-225 0.67 0.00 0.62 0.13 0.00
R: TACAAGCCAAATAGTGCCCC

RCOM8 F: GCTATCCACATTGGTTCCCT (GAA)s 63  237-365 0.53 0.00 0.46 091 0.00
R: AAGTTTTGGTGATGGCTGCT

RCOM10 F: GGGCGGGCTCTGTAAAGTA (TA)1s 62  259-324 054 0.06 0.51 1.00 0.00
R: TTACCCAAACACCCTCTCCA

RCOM11 F: AACATCCCCTCCACTCACAG (CAA)s 63  252-270 052 1.00 0.41 096 0.00
R: CCTGACCCTCCTGATTGTTC

RCOM14 F: GATGAAAAGGAAATGGAGTGG  (TAT)s 62 85-87 0.13 0.00 0.12 0.30 0.04
R: AGTGAGGGTTGTATGGGGAG

RCOM15 F: ATGGAGGTCTTGTGAGGTGC (GAA)s 62  105-106 0.12 0.00 0.12 0.98 0.00

R

: AGCCCCTTCCTTGTAGTTTTG
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RCOM16 F:AGGGGTATCCTTATGCTCCAAC (AAGA), 62 213-224 5 0.31 0.00 0.29 0.85 0.00
R: CCCAAACTCAAGACATTCATCA

RCOM17 F: GAAGATTCACAACACCCCATAA (GAA)(GA)13 63 197-213 3 0.55 0.06 045 0.68 0.00
R: CAGCAGAAGAAAGAAAAGGCA

RCOM20 F:GCCGACGCATAAGGTAAGAG (GAA) 3 64 91-97 3 0.41 0.03 035 0.74 0.00
R: TCTCAACAAACACACCCACG

RCOM21 F: CGGAACGACGACAAGAAAG (AAG)12 63 201-252 2 0.14 0.00 0.13 0.83 0.00
R:CGTTATGGAAGGGAAAAGAAAG

RCOM22 F: TTCACCCGCTATTCTCAACC (ACT)s 62 113-118 3 0.24 0.11 0.23 0.96 0.00
R: CTCAACGACTTCCCTCCAAA

RCOM23 F: CCTTTTGGAGGGTCCTTAGC (AG)1s 63 214-221 4 0.68 0.69 0.62 0.77 0.00
R: CGCATCCTTTCATTCTCTTCTT

RCOM24 F: ACTTCATTGCCCTTGGACAC (AT)10(TG), 62 111-125 3 0.63 0.00 0.56 0.74 0.00
R:
TTAGGGAGATTGAGGACTGATG

RCOM25 F: TCACTAACACAACAAGACGGA (TAT)12 62 165-210 3 0.52 0.02 0.43 091 0.00
R: GAACGCAAAAGATTGGTCA

RCOM27 F: TCAAGTGACAAAGGACACATCT (AG)z 63 251-330 3 0.13 0.00 0.13 0.91 o0.00
R: GTGACAGAATCAGCCTAAACC

RCOM28 F: TTGGGTGTTATCCTCATTCC (GAA)s(AGA)s(AAG )6 63  201-208 2 0.08 0.00 0.08 096 0.00
R:GGAGAAGAAGAAAGAAAAGGTG

RCOM30 F: TCCAAAATATAAGCCCTGCC (CT)17(TA)25 63 436-439 3 0.56 0.00 0.48 0.91 0.00
R: TGGTCTGTTCTAAGCAATCCC

Média 3.31 0.40 0.15 0.35 0.83
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O dendrograma, gerado a partir da andlise dos loci SSR polimorficos,
possibilitou a separacdo das linhagens elites em sete grupos, mostrando que h&
dissimilaridade genética entra elas (Figura 3). As linhagens foram agrupadas com a
seguinte distribuicdo: G1: UFRB11 e UFRB50; G2: UFRB13, UFRB264, UFRB258,
UFRB261, UFRB262, UFRB263, UFRB227 e UFRB160; G3: UFRB14 e UFRB15;
G4: UFRB19, UFRB22, UFRB46, UFRB57, UFRB89, UFRB93, UFRB59, UFRB145,
UFRB86, UFRB85, UFRB23, UFRB25, UFRB31, UFRB32, UFRB54, UFRB88 e
UFRB151; G5: UFRB182, UFRB208, UFRB255, UFRB213, UFRB214, UFRB217,
UFRB219, UFRB220, UFRB221, UFRB226, UFRB233, UFRB222, UFRB232,
UFRB238 e UFRB241; G6: UFRB 242 e UFRB254 e G7: UFRB248. A linhagem
UFRB248 foi a que apresentou maior distancia genética em relacdo as demais.

A correlacao cofenética obtida foi de 79,69%, considerada alta e adequada.
Para Vaz Patto (2004), r > 0,56 é considerada ideal, refletindo uma boa
concordancia entre a matriz de dissimilaridade e a de agrupamento.

A deteccdo de dissimilaridade genética entre linhagens elites é importante
para auxiliar na selecdo das mais divergentes. Segundo Barbosa-Neto (1999) e
Federizzi (1998) a utilizagdo de marcadores moleculares em processo seletivo
podera incrementar a eficiéncia do melhoramento de plantas, reduzindo-se o nimero
de progénies avaliadas e o numero de geracdes para a estabilizacdo dos gendtipos
pela possibilidade de selecdo em geracdes precoces. Além disso, a duracdo de
programas de melhoramento pode ser reduzida, resultando em liberacdo mais
rapida de cultivares e retorno mais rapido do investimento aplicado (BOREM e
MIRANDA, 2009).

O agrupamento das linhagens possibilitou a selecdo das 20 linhagens mais
divergentes dentre as 47 analisadas, baseado em suas distancias genéticas. As
linhagens selecionadas foram: UFRB11, UFRB15, UFRB19, UFRB23, UFRB31,
UFRB86, UFRB93, UFRB151, UFRB160, UFRB208, UFRB214, UFRB222,
UFRB227, UFRB241, UFRB242, UFRB248, UFRB255, UFRB258, UFRB262 e
UFRB264. Essas linhagens serdo submetidas a ensaios em diferentes cidades da
Bahia, para verificar seu comportamento produtivo em diferentes ambientes, dando
continuidade assim ao programa de melhoramento genético da mamoneira para
futuro lancamento de cultivares adaptadas a regido, principalmente a regido do

RecbAncavo Baiano e semi-arida da Bahia, onde 0s ensaios serao instalados.
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Dendrograma de Dissimilaridade
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Figura 3. Dendrograma, gerado pelo método de agrupamento UPGMA, a partir do coeficiente de
dissimilaridade de Nei e Li (1973), mostrando as relagBes genéticas entre as 47 linhagens de
mamoneira baseada em marcadores microssatélites (SSR). Cruz das Almas — BA, 2014.

CONCLUSOES

Existe divergéncia genética entre as 47 linhagens elites analisadas, indicando
gue o método SSD é apropriado para o programa de melhoramento genético da
mamoneira;

As linhagens elites encontram-se em elevado grau de homozigose para a
maioria dos locos analisados, permitindo ganhos de selecéo e fixagcdo dos genes
selecionados;

Os marcadores microssatélites foram eficientes para indicar polimorfismo nas
linhagens analisadas.
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DIVERGENCIA GENETICA EM LINHAGENS ELITES DE MAMONEIRA POR MEIO
DE ANALISE CONJUNTA DE MARCADORES MICROSSATELITES E OS
CARACTERES TEOR DE OLEO E PESO DE SEMENTES

RESUMO

A andlise multivariada € um recurso muito importante para determinacdo da
dissimilaridade genética. Uma analise de agrupamento usando Vvariaveis
guantitativas e moleculares demonstrou ser uma ferramenta confidvel para estimar a
diversidade genética entre 47 linhagens de mamoneira. O objetivo do presente
estudo foi avaliar a divergéncia genética entre 47 linhagens elite de mamoneira em
uma populacdo avancada (F6) para posterior selecdo. Foram avaliados 36 locus
SSR e dois caracteres morfologicos quantitativos, teor de éleo na semente (TOS) e
peso de sementes por planta (PSP) simultaneamente. O coeficiente de correlacao
cofenético da analise conjunta foi mais elevado quando comparado com o
coeficiente apenas da andalise molecular. A quantidade de grupos também foi maior
na analise conjunta, 17 grupos, o que indica alta variabilidade nas linhagens
avaliadas. Com a expressao desses resultados a analise simultdnea das variaveis
guantitativas e moleculares se mostrou mais eficiente na expressao da diversidade
genética entre as linhagens elite de mamoneira em comparacdo com a analise

individual envolvendo apenas os marcadores.

Palavras chave: Selecéo, variabilidade, populacdo avancada



GENETIC DIVERGENCE IN CASTOR BEAN ELITE LINEAGES BY JOINT
ALALYSIS OF MICROSATELLITE MARKERS AND THE CHARACTER OIL
CONTENT AND WEIGHT OF SEEDS

ABSTRACT

The multivariate analysis is a very important resource to determine genetic
divergence. A cluster analysis using quantitative variables and molecular shown to
be a reliable tool to estimate the genetic diversity among 47 strains of castor bean,
selected based on their oil content in the seed (TOS) and seed weight per plant
(PSP). The aim of this study was to evaluate the genetic divergence among 47 castor
bean elite strains in an advanced population (F6) for subsequent selection. Thirty-six
SSR loci were evaluated and two quantitative morphological characters, oil content in
the seed and seeds weight per plant simultaneously. The dissimilarity matrix was
obtained by the coefficient of Gower, whereas the cophenetic correlation between the
matrix and dendrogram of the joint analysis was higher, having a value of 83,32%,
when compared to the coefficient of molecular analysis, that was 79,69%. The
amount of groups formed was higher in the combined analysis, revealing 17 groups
against sever, in analyzes conducted only with molecular markers of the type SSR,
indicating high variability in the tested strains. With the expression of these results,
the simultaneous analysis of the quantitative and molecular variables proved quite

effective in the expression of genetic diversity between inbred lines of castor bean.

Keywords: Selection, variability, advanced population
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INTRODUCAO

A mamoneira (Ricinus communis L.) € uma planta pertencente a familia

7

Euphorbidcea, é considerada originaria da antiga Abissinia, atual Etiopia, no
continente Africano (MOSHKIN, 1986). Pertence a classe dicotiledénea, ordem
Geraniaceas; € uma planta bastante tolerante a escassez de agua, sendo exigente
em calor e luminosidade. Esta espalhada em quase todo o Nordeste, cujas
caracteristicas climéaticas sdo propicias ao seu desenvolvimento e crescimento, de
acordo zoneamento feito pela Embrapa (EMBRAPA, 2006).

Seu sistema de producdo pode ser praticado por pequenos produtores, é
intensivo em mao-de-obra, 0 que gera empregos, podendo ser consorciada com
outros plantios e/ou rotacdo de outras culturas, além de utilizar pouco agrotoxico €
possivel extrair de suas sementes um 6leo de caracteristicas impares (FREITAS e
FREDO, 2005).

Os teores de 6leo das sementes de mamona variam de 35 a 55%, cujo padrao
comercial é de 45% (VIEIRA et al., 1998). Esse 6leo possui propriedades quimicas
peculiares que lhe fazem Unico na natureza: trata-se do acido graxo ricinoleico. Esse
acido possui uma hidroxila (OH) que Ihe confere propriedades como alta viscosidade
(SANTOS, 2008), e unico glicerideo feito pela natureza que € solavel em alcool
(SANTOS, 2008 e BELTRAO, 2003). Em variacBes bruscas de temperatura, néo
sofre alteragdes nas suas caracteristicas, razdo do seu imprescindivel emprego na
aviacdo (CARVALHO, 1991).

De acordo com Chan et al. (2010), a mamoneira possui 71 genes que
apresentam similaridade com genes envolvidos na biossintese dos acidos graxos e
triacilglicerdis que correspondem, principalmente, ao acido ricinoleico. A mamona
nao so evolui a enzima: acido oleico hidroxilase, para sintetizar o acido ricinoleico,
como também desenvolve a capacidade eficiente de acumular altos niveis de &cido
ricinoleico no Oleo de sua semente (CHAN et al., 2010), cerca de 90% (SILVA et al.,
1984).
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Por apresentar tais caracteristicas, o 6leo de mamona tem centenas de aplicacfes
dentro da industria quimica, sendo uma matéria prima versatil com a qual se podem
fazer diversas reacdes, dando origem a produtos variados, tais como fabricacdo de
graxas e lubrificantes, tintas, vernizes, espumas e materiais plasticos para diversos
fins. Ainda, derivados de Oleo de mamona podem ser encontrados desde em
cosmeéticos até produtos farmacéuticos (EMBRAPA, 2007).

Nesse cenario, a caracterizacdo e avaliacdo das diferentes constituictes
genéticas disponiveis comercialmente e de populacbes naturais, quanto ao seu
potencial de uso, sdo consideradas essenciais no estabelecimento de diferencas ou
semelhancas, imprescindiveis para os programas de melhoramento da espécie
(FIGUEIREDO NETO et al., 2004, PASSOS et al, 2010).

O melhoramento genético tem sido um dos grandes responsaveis pelos
avancos na agricultura, com o desenvolvimento de cultivares superiores, quer pela
maior produtividade, quer pela melhor adaptacdo aos ambientes adversos. O
sucesso de um programa de melhoramento genético depende fundamentalmente de
algumas etapas, que podem ser auxiliadas e aceleradas por meio da utilizacdo mais
efetiva dos marcadores moleculares. A utilizacdo dos marcadores moleculares na
obtencdo de perfis genéticos fornece uma elevada precisdo na caracterizacdo da
diversidade genética dentro de germoplasmas melhorados, uma vez que acessam a
variabilidade diretamente em nivel do DNA (GUIMARAES, 2004).

Uma caracterizacao detalhada com base em dados moleculares dos acessos
gue compdem os Bancos de Germoplasma pode contribuir estrategicamente para
otimizar a selecdo de novas linhagens. O conhecimento da diversidade genética
dentro do germoplasma melhorado auxilia na organizacdo da variabilidade desses
materiais e potencializa a maximizacdo dos ganhos genéticos em programas de
melhoramento (GUIMARAES, 2004).

Os microssatélites ou SSR (Sequéncia Simples Repetida) tém sido muito
utilizados em programas de melhoramento. Estes marcadores sdo compostos de
sequéncias simples repetidas de 2 a 6 nucleotideos “in tandem” na sequéncia de
DNA, tais como (CA)n, (AGAG)n, (ATTATT)n, etc. O polimorfismo nestes loci é
resultado de variagcdes do numero de repeticbes das seqiéncias de nucleotideos
(AKKAYA et al.,1992). A repeticdo pode ser perfeita ou interrompida por muitos
nucleotideos nédo repetidos, sendo chamada de repeticbes compostas (SAGHAI-
MAROOF et al., 1994).
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Atualmente uma gama de marcadores como RFLP, RAPD, AFLP e SSR tém
sido utilizados para diferentes espécies (PHILIPS et al., 2001 e VARSHNEY et al.,
2004). Os marcadores SSR sdo Uteis para uma variedade de aplicagcbes em
genética de plantas e melhoramento pela sua reprodutibilidade, natureza
multialélica, alto grau de polimorfismo, heranca co-dominante, relativa abundancia e
boa cobertura do genoma (POWELL et al., 1996).

As sequéncias das regides que flanqueiam os SSRs sdo conservadas em
individuos da mesma espécie. Dessa maneira, os SSRs sdo amplamente
distribuidos em todo genoma de eucariotos e podem ser amplificados por oligos
especificos sintetizados a partir destas regibes flanqueadoras (PONCET et al.,
2004). Os SSRs polimorficos aumentam a possibilidade de deteccao de diferencas
alélicas entre espécies proximas, dentro de uma espécie, ou até mesmo entre
individuos numa populacao (YU et al.,, 1999). O polimorfismo é detectado apds a
amplificacdo do DNA via PCR e separacdo dos produtos por eletroforese em gel de
poliacrilamida ou agarose (WU & TANKSLEY, 1993).

Diversos trabalhos sdo conduzidos por meio de marcadores moleculares do
tipo SSR em mamona, exemplos como o trabalho de Diamantino (2013), Bajay
(2009), Machado (2011), Machado e Silva (2013), o que permitiu avaliar genoétipos,
linhagens e cultivares de mamoneira (R. communis L), com o objetivo de determinar
variabilidade genética.

Dentre as ferramentas utilizadas na estimativa da distancia genética, destacam-
se a utilizacdo de caracteres morfologicos, dados moleculares e genealdgicos
(BERTAN, et al, 2007). Ha uma estimativa de analise precisa envolvendo dados
oriundos de caracteristicas morfolégicas e moleculares simultaneamente (GOWER,
1971).

Visto a importancia e o grau de polimorfismo que esses marcadores podem
alcancar, o presente trabalho visa utilizar 53 primers microssatélites na analise de
diversidade genética entre 47 linhagens elites de mamoneira de uma populacéo
(F6), em alto grau de homozigose, visando a sele¢cdo de 20 linhagens mais
promissoras para o programa de melhoramento genético da mamoneira. Aliado aos
resultados obtidos pelos 53 marcadores SSR sera feita uma analise multivariada
com os caracteres quantitativos teor de 6leo na semente (TOS) e peso de sementes
por planta (PSP).
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MATERIAL E METODOS

O experimento de campo foi desenvolvido em dois anos agricolas de 2010 e
2011 em delineamento de blocos casualizados com quatro repeti¢cdes, instalado em
area experimental do Nucleo de Melhoramento Genético e Biotecnologia (NBIO) do
Centro de Ciéncias Agréarias, Ambientais e Biolégicas da Universidade Federal do
Reconcavo da Bahia (CCAAB/UFRB), localizada no municipio de Cruz das Almas —
Bahia.

As 47 Linhagens Elites foram selecionadas de uma populagcéo avancada com
220 linhagens, na geracdo Fs:Fg conduzida pelo método SSD, descendentes dos
seguintes cruzamentos: BRS 149 Nordestina x EBDA MPA 17; BRS 149 Nordestina
x Sipeal 28; BRS 188 Paraguacu x EBDA MPA 17; BRS 188 Paraguacu x Mirante
10; BRS 188 Paraguacu x Sipeal 28; EBDA MPA 17 x Mirante 10; EBDA MPA 17 x
Sipeal 28; Mirante 10 x Sipeal 28; Nordestina x Paraguacu e Nordestina x Mirante
10.

A area para a instalacdo do experimento foi devidamente preparada, com
realizacdo de aracdo e gradagem. A partir da andlise de solo, foi realizada a
correcdo de acidez e, posteriormente a adubacdo N-P-K, na cova de plantio. O
plantio foi feito por meio de semeadura direta no campo, utilizando trés sementes
por cova, com posterior desbaste. O espacamento utilizado foi de 3 m entre fileiras e
1 m entre plantas. Aproximadamente, 30 dias apdés o plantio, foi realizado o
desbaste manual, deixando-se uma planta, a mais vigorosa, por cova.

Os caracteres morfoagrondmicos avaliados foram: peso de sementes por
planta (PSP) e teor de 6leo na semente (TOS). O carater teor de 6leo na semente
(Figura 1) em porcentagem (TOS) foi analisado no Laboratério Avancado de
Tecnologia Quimica da Embrapa Algodéo, localizado em Campina Grande - PB. Foi
utilizada a técnica de Ressonancia Magnética Nuclear — RMN sendo um método nao
destrutivo em instrumento MQA Oxford 7005 com um eletroima de 0,47 T. Para
otimizar o método da Ressonancia Magnética Nuclear — RMN, as amostras
permaneceram por 24 horas em um ambiente controlado com temperatura a 20° C e
umidade inicial de 60%. O resultado dos espectros foi obtido por meio de uma sonda
com um tubo de acrilico em formato cilindrico, onde as sementes foram alocadas e
apos 18 segundos os teores de Oleo foram lidos no computador acoplado ao

aparelho.
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Para aferir o carater peso de semente por planta (Figura 2) foi analisado e
computado o peso do primeiro, terceiro e quarto racemo de cada planta, utilizando

balanca digital de precisao.

Extracdo e quantificagdo do DNA

O DNA foi extraido de acordo o protocolo descrito por Doyle & Doyle (1987)
com modificacdes (Tabela 1). Foram coletadas folhas jovens e saudaveis que por
sua vez foram encaminhadas ao Laboratério de Biologia Molecular do NBIO. As
folhas foram desinfestadas com hipoclorito de sodio a 1% e enxaguadas com agua
destilada. Posteriormente, as amostras foram acondicionadas em freezer com
temperatura de -30°C até 0 momento da extragao.

As amostras foliares foram maceradas em nitrogénio liquido com o auxilio de
almofariz. Na sequéncia foram transferidas para microtubos onde foi adicionado
tampéo de extracdo (CTAB 2%; NaCl 1,4M; Tris-HCI 100mM (pH 8,0); EDTA 20mM
pH 8,0; polivinilpirrolidona 2% MW10000; B-mercaptoethanol 0,8% e agua ultra-pura
g.s.p.). Apds, as amostras foram homogeneizadas e incubadas em banho-maria
durante 45 minutos a 65°C, sendo homogeneizadas de 15 em 15 minutos. Um total
de 700ul da mistura cloroférmio: alcool isoamilico (24:1) foi adicionado as amostras,
sendo homogeneizadas por 5 minutos e centrifugadas durante 10 minutos a 10000
rom em centrifuga com recuperacdo do sobrenadante e transferéncia para novos
tubos pré identificados. Foram adicionados mais 700ul da mistura cloroférmio: alcool
isoamilico e novamente as amostras foram centrifugadas a 10000 rpm por 10
minutos. O sobrenadante foi recuperado e a ele adicionados 600ul de alcool
isopropilico (gelado), ficando a propor¢éo de 1:1 do volume coletado, com o objetivo
de precipitar o DNA.

Posteriormente, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 12000
rom, e o isopropanol foi descartado com recuperacdo do DNA precipitado. Ao
precipitado foram acrescentados 600 pl de TE (Tris-Hcl 10 mM, pH 8,0; EDTA 1 mM)
mais 200 pl de acetato de aménio 7,5M. As amostras foram homogeneizadas e
incubadas por 15 minutos no gelo, e em seguida centrifugadas. Para a precipitacao
das amostras um total de 1,5 mL de etanol absoluto gelado foi adicionado ficando
incubadas por uma hora a -20°C. Por fim, as amostras foram centrifugadas a 12000

rpm sendo em seguida lavadas com 1mL de etanol 70%, centrifugando por 3
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minutos a 12000 rpm, repetindo-se esse mesmo processo mais uma vez. O
sobrenadante foi descartado e os microtubos contendo o precipitado, permaneceram
por duas horas a temperatura ambiente, para secagem. Logo apos, o precipitado foi
solubilizado em 100ul de tampdo TE contendo 2ul de RNAse (10mg/ml). As
amostras foram incubadas em banho Maria a 37°C por 30 minutos e armazenadas a
-20°C.

Com o objetivo de analisar a concentracdo e qualidade do DNA extraido, um
total de 5 pl do mesmo foi adicionado a uma solugédo de azul de bromofenol (0,25%),
e glicerol (60%) no volume de 5 pl. O DNA gentmico foi submetido U eletroforese em
gel de agarose a 0,8%, corado com brometo de etvdeo,e submerso em tampéo TBE
(Tris-Borato-EDTA). A quantidade de DNA em cada amostra foi estimada por meio
de andlise comparativa com um de concentracdo conhecida (DNA lambda-
invitrogen). Posteriormente, todas as amostras foram ajustadas para uma

concentracdo de 5 ng.uL™ para proceder a PCR (Polymerase Chain Reaction).

Tabela 1 — Comparacdo entre os protocolos Doyle & Doyle 1987 e Doyle & Doyle
1987 com modificagdes.

Doyle & Doyle 1987 com

Doyle & Doyle 1987 modificacdes
Reagentes [ ] Final Reagentes [ ] Final
CTAB 2% CTAB 2%
Tris-HCI pH 8,0 (1M) 100mM  Tris-HCI pH 8,0 (1M) 100mM
NacCl 1,4M NacCl 1,4M
EDTA (0,5M) 20mM  EDTA (0,5M) 20mMm
Polyvinylpyrrolidone (PVP) 1% *Polyvinylpyrrolidone (PVP) 2%
Polyvinylpolypyrrolidone (PVPP) 3% ***Polyvinylpolypyrrolidone (PVPP) -
2-mercaptoetanol 0,2% *2-mercaptoetanol 0,8%
**Agua destilada g.s.p. **Agua destilada g.s.p.

* Reagentes que sofreram alteragdes em suas concentragfes
** Completar para o volume
desejado

*** Nao foi utilizado

Condicdes de Amplificacao e Eletroforese

Um total de 53 pares de primers foram testados, sendo 23 desenvolvidos por
Bajay et al. (2009, 2011) e 30 por Machado e Silva (2013). As reacgbes de

amplificacdo foi montada em um volume final de 25 pL, contendo os seguintes
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reagentes: 3 yL de DNA gendmico (5 ng/uL), 2,5 pL de tampéao da enzima 10 X (100
mM Tris-HCI, pH 8,4 e 500 mM KClI), 0,8 pL de dNTP mix (2,5 mM de cada), 0,65 pL
de MgCI2 (50 mM), 0,5 uL de cada primer (foward e reverse, 20 mM), 0,2 uL de Taq
DNA polimerase, (5 U/uL - Invitrogen) e agua ultra-pura g.s.p. A PCR foi feita em um
termociclador Biocycler MJ96+ /MJ96G (Applied Biosystems do Brasil Ltda., Sao
Paulo, SP) programado para 5 minutos a 94 °C para desnaturacgéo inicial do DNA,
seguida por 35 ciclos de 1 minuto a 94 °C, 1 minuto com temperaturas entre 60 e 64
°C a depender do primer e 1 minuto a 72 °C. O ciclo final foi seguido por uma
extensdo de 10 minutos a 72 °C.

A separacado dos fragmentos foi feita por meio de eletroforese em gel
desnaturante de poliacrilamida (7%), contendo 5,6 M de uréia em tampé&o TBE 1 X
(LITT et al., 1993). A eletroforese foi conduzida em cuba vertical com capacidade
para 80 amostras em gel de 0,5 mm de espessura. Antes da aplicacdo das
amostras, o gel foi submetido a uma pré-corrida com duracédo de 30 minutos a 60
Watts de poténcia, com objetivo de aquecer a placa de vidro, impedindo que a
molécula de DNA se renature durante a aplicacdo das amostras. O tempo de
eletroforese foi de duas horas com poténcia média de 70 Watts. A coloracéo do gel
com nitrato de prata foi mediante as seguintes etapas: 1-fixacdo do gel com uma
solucdo de etanol 10% e acido acético glacial 1% com duracdo de 10 minutos; 2-
fixacdo do gel com uma solucéo de acido nitrico a 1% por 5 minutos; 3- coloracéo do
gel por uma solucéo de nitrato de prata (0,2%) acrescido de formaldeido 37% por 30
minutos; 4- revelacdo do gel com uma solucdo de carbonato de sédio 2% até a
visualizacao das bandas, aproximadamente 5 minutos (CRESTE et al., 2001).

O tamanho dos fragmentos foi analisado utilizando-se padrdo de peso
molecular 100 pb (Invitrogen, Sdo Paulo, SP). Apés seco, o gel foi fotografado com
camera digital modelo Sony (16 megapixels).

A genotipagem foi feita convertendo-se os dados obtidos a partir da
amplificagdo dos marcadores SSR em codigo numérico por loco para cada alelo.
Foram atribuidos valores de um até o niumero maximo de alelos encontrados por
loco. Os acessos homozigotos foram descritos como 11, 22, 33 no loco com trés
alelos, representando as formas A;A:;, AA2, AszAsz. Ja 0s acessos heterozigotos
foram designados como 12, 13 e 23 demonstrando as formas alélicas Ai;A;, A1Az €

AAz. Por meio dessa codificacdo determinou-se a matriz de distancia numeérica.
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A divergéncia genética foi realizada por meio da analise conjunta dos
marcadores moleculares com 0s caracteres quantitativos, teor de éleo na semente
(TOS) e peso de sementes por planta (PSP). Para determinacéo da dissimilaridade
entre os genotipos foi utilizado o coeficiente descrito por de Gower (1971), os
agrupamentos hierarquicos dos acessos foram obtidos pelo método UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method With Arithmetic Averages), a validacdo dos
agrupamentos foi determinada pelo coeficiente de correlacédo cofenética (SOKAL e
ROHLF, 1962) entre as matrizes de dissimilaridade e agrupamento e sua
significancia calculada pelo teste de Mantel com 10000 permutacdes (MANTEL,
1967). Todos os resultados foram obtidos por meio dos recursos computacionais dos
programas: R® 2.6.2 (http://www.r-project.org), STATISTICA, versao 7.1 e Genes
(CRUZ, 2008) respectivamente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O o6leo de mamoneira possui varias aplicabilidades, devido a caracteristicas
que |lhe sdo bem peculiares. E também a principal fonte de matéria prima para os
diversos ramos industriais, desde o setor de cosméticos até o bioenergético. Por
esse motivo, é importante o estudo e analise do teor de O6leo em plantas de
mamoneira. Na (Figura 1), por exemplo, podemos observar os valores de maximo e
minimo referentes ao teor de 6leo encontrado nas 47 linhagens elites, utilizadas no
presente estudo, sendo essa caracteristica, um dos critérios para selecdo das
mesmas. O valor de maximo para teor de 6leo foi 58,97%, e o de minimo foi 49,98%,
vale ressaltar que o minimo valor aqui analisado foi superior ao padrdo comercial

descrito por Vieira et al. (1998), que foi de 45%.
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Figura 1 — Teor de 6leo das 47 linhagens, mais os valores de maximo (linhagem

UFRB54) e minimo (linhagem UFRB263) expresso em percentuais.

Outro caractere importante para selecdo das linhagens foi o peso de

sementes por planta (PSP). De acordo os resultados obtidos por Oliveira (2011), os
caracteres peso de sementes e teor de 0Oleo, sdo independentes, ou seja, uma
determinada planta que possua peso de sementes elevado necessariamente nao
terd um teor de 6Oleo elevado. A (Figura 2) ressalta os valores de maximo e minimo
relativo ao peso de sementes por planta, e a (Figura 3) traca um paralelo entre o teor
de Oleo e o peso de sementes em cada uma das 47 linhagens. Podemos observar
que a linhagem 29 (UFRB219) obteve um peso de sementes de 68,89 gramas com
teor de 6leo de 52,53%, por outro lado a linhagem 35 (UFRB232) obteve um valor de
23,74 gramas para peso de sementes e um teor de 6leo de 53,92%. Ja a linhagem
17 (UFRB86) obteve um valor de 56,83 gramas para peso de sementes com teor de
0leo 51,91%, por sua vez a linhagem 47 (UFRB264), obteve 28,54 gramas para
peso de sementes com um valor de 56,46% para teor de 6leo.
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Figura 2 — Peso de sementes por planta das 47 linhagens, mais os valores de

maximo (linhagem UFRB219) e minimo (linhagem UFRB232) expresso em gramas.
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Figura 3 — Comparacao simultanea entre peso de semente por planta (PSP) e o teor

de 6leo (TO) entre as 47 linhagens selecionadas.
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Teste de primers e analise conjunta

Dentre os 53 primers testados em 47 linhagens de mamoneira foram obtidos
um total de 119 alelos, com média de 3,19 alelos por loco, representando (67,92%)
de primers polimorficos, Machado (2011) e Diamantino (2013) encontraram 31,13%
e 94,13% como taxa de polimorfismo ao analisarem 118 e 50 locos,
respectivamente.

Ainda, dos 119 alelos comuns 37 (31,09%), apresentaram frequéncia (4% <
alelo comum < 20%) e 58 alelos frequentes (48,74%), com frequéncia (>20%). O
loco Rco23 foi o que apresentou o maior numero de alelos, 9, o que revela um
conteudo de informacé&o de polimorfismo (PIC) muito alto, acima de 80% de acordo
classificacdo de Botstein et al. (1980) (Figura 4). Doze iniciadores geraram apenas
dois alelos (Rco3, Rcol2, Rcol5, Rcol8, Rco20, Rco40, Rco4l, RcoM4, RcoM6,
RcoM14, RcoM21 e RcoM28) (Tabela 2).

Para determinacdo da dissimilaridade entre as linhagens por meio da analise
conjunta dos marcadores moleculares SSRs e o0s caracteres teor de Oleo na
semente (TOS) e o peso de sementes por planta (PSP), obteve-se a formacao de 17
grupos, sendo eles: Gl= UFRB11 e UFRB13; G2= UFRB14; G3= UFRBI15,
UFRB19, UFRB22, UFRB25, UFRB31, UFRB32 e UFRB23; G4= UFRB46 e
UFRB50; G5= UFRB54 e UFRB57; G6= UFRB59, UFRB85, UFRB86, UFRB88 e
UFRB93; G7= UFRB89, UFRB145, UFRB214, UFRB213, UFRB217, UFRB151 e
UFRB160; G8= UFRB182; G9= UFRB208 e UFRB219 G10= UFRB220, UFRB221 e
UFRB241; G11= UFRB248, UFRB254 e UFRB255; G12= UFRB222, UFRB226,
UFRB227, UFRB232, UFRB233, UFRB238 e UFRB242; G13= UFRB258; G14=
UFRB261; G15= UFRB263; G16= UFRB262 e G17= UFRB264 (Figura 5). A matriz
de distancia foi obtida levando em consideracdo o algoritmo de Gower (1971), ja o
agrupamento foi feito utilizando o método UPGMA - Unweighted Pair-Group Method
With Arithmetic Averages (SNEATH & SOKAL 1973).

A correlacdo cofenética entre a matriz de distancia e a matriz de agrupamento
foi de 0,8332** (significativo pelo teste de Mantel com 10000 permutacdes), o que

indica 6tima correlacdo segundo Vaz Patto (2004).
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Figura 4. Descricdo do contetdo de informacdo de polimorfismo (PIC) dos 36
primers utilizados no estudo.
*O PIC segue a seguinte classificacdo: loci altamente informativo (PIC>0,5); loci moderadamente
informativo (0,25<PIC<0,5) e loci pouco informativo (PIC<0,25). Eixo vertical valores dados em
percentuais.

De acordo Borém e Caixeta (2009) a selecdo assistida por marcadores
moleculares e a selecdo fenotipica tradicional ndo séo estratégias excludentes e a
maior eficiéncia dos programas de melhoramento devera ser atingida mediante uma
combinacdo das duas estratégias. De fato, a andlise conjunta entre os dados
moleculares e morfolégicos foram eficientes na deteccdo de variabilidade entre as
47 linhagens, ao revelar formacédo de dezessete grupos, dez grupos a mais que a
divergéncia avaliada apenas via marcadores.

Tabela 2. Descricdo dos 36 primers utilizados no estudo e numero de alelos
gerados, onde, (TA) significa temperatura de anelamento e (NA) o niumero de alelos.
Amplitude/
Loci Sequéncia 5’-3’ Motivo TA segmentos NA
RCO3 F:GAGTGAGCCCATTATGCTG (GA)2, 60 202-214 5
R:TCAGAAATACCTCTAGGCGACA
RCO5 F: AGCCCAGAAATTGGAAAAGA (TG)6s(GA)2(GAA), 60 198-210 4
R: CAAACCCAAGCAAACCTCA
RCO6 F:GGGTGAAAATGAAGAGATTGG (TG 60 204-215 7
R: ATAACCCGTGAAGCATGGAC
RCO8 F:CGTGTGTCTGTGTGCATGTC (TG)1wo 60 206-225 4
R: CCTCAACCCTTTGCTGTTTC
RCO11 F:GCGTGGACTAACTTCAAGCA (TC)10(GT)e 60 105-212 3
R: CCCCATTAGCATCGAGAAAG
RCO12 F:AAGACTGCACCTCCTCCTA (TG)s (GA)s 62 182-191 5
R: TGCTGGAACAAACCCTGATA
RCO15 F:CACGCACGTTAAAGCAAACT (AG)1g 60 96-104 >
R: GCGAAGAAACCAAAATGGAG
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Continua

RCO18 F:AGGGGGATAAGCGTGATATG (CA)17 60 96-102
R: CCGTTATGAAAAGGAAAGCA

RCO20 F:CCAAAAGGAATGTGGGACTC (TC)2s 60 290-317
R: TGTGGAGAGGATGAAGAGGAA

RCO23 F:CATGGATGTAGAGGGTCGAT (GA)15(AG)s 62 211-245
R: CAGCCAAGCCAAAGATTTTC

RCO26 F: TTGCTTGTCAAAGGGGAGTT (CT)1e 60 222-230
R: TCATTTTGAGGGAGAAACCA

RCO34 F:TCGGTTAAGGGTATGGGTTG (GMua 60 206-222
R: CACACTTCATTTCGCAGACC

RCO40 F: AACTGGATAAAGGGGTATTTGG (TC)s(CT), 60 84-90
R: GCTTTTTGGTAGCAGGTTTGA

RCO41 F:CATGTTGTTTTTGGCAGCTC (CT)17(CA)11 60 88-96
R: CGTTCACACTCATCAATCCA

RCOM1 F: GACGGGATGAAAGAGGATA (TA)1g 63 236-245
R: TGGCTGCTGTTGTTACTCTA

RCOM2 F:ATGTCTGCTCTTGGTCTGTC (CT1a 64 108-204
R: ATGGTATGGTTTTGATGAGG

RCOM4  F: TCATAACCAACTCCTCACCAGA (TCCTAC)2 e 274
F: TTGTGATCGTTGTGGCTTGT (GGTAGG)2 62

RCOM5 F: AATGAGTCGCAATCTATGAACG 204
R: ATGGTGGAAGAGAATGGCTG (AAAAGA)3 62

RCOM6 F: GTTCCAACTCCCAAACAGAC (AAAAGA); 64 196-199
R: GCTCTTACCTACTCCTCCCC

RCOM7 F: CGGGTGAGAAGCAAGAGAAG (TTAATT); 63 213-225
R: TACAAGCCAAATAGTGCCCC

RCOM8 F: GCTATCCACATTGGTTCCCT (GAA)s 63 237-365
R: AAGTTTTGGTGATGGCTGCT

RCOM10 F: GGGCGGGCTCTGTAAAGTA (TA)15 62 259-324
R: TTACCCAAACACCCTCTCCA

RCOM11 F: AACATCCCCTCCACTCACAG (CAA)g 63 252-270
R: CCTGACCCTCCTGATTGTTC

RCOM14 F: GATGAAAAGGAAATGGAGTGG (TAT)16 62 85-87
R: AGTGAGGGTTGTATGGGGAG

RCOM15 F: ATGGAGGTCTTGTGAGGTGC (GAA)s 62 105-106
R: AGCCCCTTCCTTGTAGTTTTG

RCOM16 F:AGGGGTATCCTTATGCTCCAAC (AAGA), 62 213-224
R: CCCAAACTCAAGACATTCATCA

RCOM17 F: GAAGATTCACAACACCCCATAA (GAA)5(GA)15 63 197-213
R: CAGCAGAAGAAAGAAAAGGCA

RCOM20 F:GCCGACGCATAAGGTAAGAG (GAA)5 64 91-97
R: TCTCAACAAACACACCCACG

RCOM21 F: CGGAACGACGACAAGAAAG (AAG), 63 201-252
R:CGTTATGGAAGGGAAAAGAAAG

RCOM22 F: TTCACCCGCTATTCTCAACC (ACT)s 62 113-118

R: CTCAACGACTTCCCTCCAAA
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RCOM23 F: CCTTTTGGAGGGTCCTTAGC 63 214-221 4
R: CGCATCCTTTCATTCTCTTCTT

RCOM24 F: ACTTCATTGCCCTTGGACAC (AT)10(TG), 62 111-125 3
R:
TTAGGGAGATTGAGGACTGATG

RCOM25 F: TCACTAACACAACAAGACGGA (TAT)1 62 165-210 3
R: GAACGCAAAAGATTGGTCA

RCOM27 F: TCAAGTGACAAAGGACACATCT 63 251-330 3
R: GTGACAGAATCAGCCTAAACC

RCcOM28 F: TTGGGTGTTATCCTCATTCC (GAA)s(AGA)s(AAG), 63 201-208 2
R:GGAGAAGAAGAAAGAAAAGGTG

RCOM30 F: TCCAAAATATAAGCCCTGCC (CT)17(TA)25 63 436-439 3
R: TGGTCTGTTCTAAGCAATCCC

Média 3.31

Comparando os agrupamentos, apenas dos dados moleculares e dos obtidos
por meio da andlise conjunta dos dados moleculares e morfoagrondmicos, percebe-
se que nove linhagens, do total de 20, representando 45% dos individuos

selecionados, se mantiveram em pelo menos um grupo,

em ambos os

agrupamentos, como mostra a (Tabela 3), caracterizando assim alto grau de

dissimilaridade genética entre essas linhagens.

Tabela 3. Comparacdo entre agrupamentos das 20 linhagens selecionadas;

(agrupamento 1) = apenas dados moleculares; (agrupamento 2) = oriundo de dados

moleculares mais morfoagrondémicos.

13l

FRB15 3 UFRB15 3
UFRB19 1 UFRB19 3
UFRB23 4 UFRB23 3
UFRB21 4 UFRB21 3
UFRBS6 4 UFRBS6 6
UFRBY3 4 UFRBY3 6
UFRB151 4 UFRB151 7
UFRB160 2 UFRB160 7
[DFRB208 5 UFRB208 |
UFRB214 5 UFRB214 7
UFRB222 5 UFRB222 12
L 2 UFRB22T 1

7

UFRB255 5 UFRB255 11
FRD256 2 UFRB258
2

Agrupamento 1

Agrupamento 2



[ -
o o s S
DO e i

110 30 0 i

3

——m

i
2

e

59

O agrupamento feito simultaneamente a partir dos dados moleculares mais 0s
dados morfoagronémicos revelou, além de um numero maior de grupos, maior
quantidade de grupos formados por apenas uma linhagem, sete no total, contra um
grupo formado quando a analise é feita apenas por dados moleculares. Para Vieira
et al. (2005), os grupos formados por apenas um individuo indicam que tais acessos
sejam mais divergentes em relacdo aos demais, como pdde ser observado neste

trabalho.

Dendrograma de Dissimilaridade
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Figura 5. Dendrograma de dissimilaridade obtido a partir da analise conjunta de dados moleculares

por meio de marcadores SSR’s e os dados morfologicos teor de éleo na semente (TOS) e peso de

sementes por planta (PSP).
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CONCLUSOES

A analise conjunta dos marcadores moleculares SSRs com o0s caracteres teor
de Oleo na semente (TOS) e peso de sementes por planta (PSP) foi eficiente, com
formacao de 17 grupos distintos.

A andlise simultdnea dos dados moleculares e morfoagrondmicos se mostrou
mais eficaz que a analise apenas por meio de marcadores, sendo o algoritmo

matematico de Gower mais eficiente na deteccéo de dissimilaridade genética.
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CONSIDERACOES FINAIS

A andlise simultanea das variaveis quantitativas e marcadores moleculares foi
mais eficiente na expressdo da diversidade genética entre os gendtipos de
mamoneira em comparagdo com a analise feita apenas por marcadores, por
apresentar maior coeficiente de correlagdo cofenético, ou seja, na analise conjunta
houve uma correlacédo superior entre as matrizes de agrupamento e dissimilaridade,
83,32% e 79,69% respectivamente, além da obtencdo de 17 grupos na analise
conjunta e sete grupos na analise por meio apenas de marcadores, demonstrando

assim maior variabilidade entre as linhagens estudadas.



