Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento

Comunicado

A mamoneira (R. communis L.) é uma planta com
grande variabilidade genética, aspecto essencial
para o melhoramento genético em plantas. Esta
variabilidade é armazenada nos Bancos Ativos de
Germoplasma (BAGs), onde os acessos sao
rotineiramente usadas para propdsitos de pesquisa,
caracterizacao, avaliacao e utilizacao de materiais
(VALOIS et al., 2006).

Segundo Rangel et al. (2005), as técnicas de
genética molecular vém auxiliando na caracterizacao
dos acessos presentes nos bancos de germoplasma,
permitindo orientar os cruzamentos para que sejam
promissores dentro dos programas de
melhoramento, com base na dissimilaridade ou
semelhanca entre os acessos, melhorando o
conhecimento e a caracterizacdo do germoplasma.

Indmeros estudos de diversidade genética,
identificacdo de genes de interesse, andlises
filogenéticas e caracterizacao de germoplasma,
foram conduzidos com sucesso pela técnica de
RAPD, uma tecnologia amplamente utilizada entre
os demais marcadores baseados em PCR (CUNHA et
al., 2006). Na caracterizacao de germoplasma, tem
sido empregado para estimativa de variabilidade em
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BAG, diferenciacao de acessos da colecao de
germoplasma, estudos de genética de populacdes e
agrupamentos em colecdes de germoplasma, e
identificacao de acessos duplicados (FERREIRA et
al., 2007)

Objetivou-se com este trabalho avaliar
preliminarmente a divergéncia genética através da
caracterizacdao molecular de um conjunto de acessos
do Banco Ativo de Germoplasma de Mamona da
Embrapa Algodao. Foram utilizados 32 acessos de
mamona do BAG da Embrapa Algodao. (Tabela 1). A
analise molecular foi realizada no Laboratério de
Biotecnologia, da Embrapa Algoddao em Campina
Grande, PB.

Os acessos foram semeados em novembro de 2007,
em recipientes plasticos de 400 mL, contendo areia
e mantidas no telado até a obtencao do material
para extracao. As folhas permanentes em estagio
inicial de plantula foram coletadas e armazenadas
em tubos Falcon, contendo silica gel para absorcao
da umidade das folhas. Apdés 24h as amostras
desidratadas foram transferidas para outros tubos,
contendo silica gel desidratada para conservar as
folhas.
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Tabela 1. Material utilizado na caracterizacdo molecular

do BAG mamona.

N° de Registros dos N° de Registros dos
ordem acessos (BRA) ordem acessos (BRA)
01 3000 17 10.537 B
02 4561 A 18 10.596 B
03 4502 A1 19 10.791 B
04 4502 B 20 10.863 B
05 5762 A 21 10.332 A
06 7919 22 10.499 A
07 BRS Energia 23 10.375 A1
08 10.863 A 24 10.341 A
09 10.723 B 25 10.715 B
10 10.634 A2 26 10.901 B
11 10.405 A 27 10.669 B
12 10.651 C 28 10.707 B
13 10.472 29 11.037 A1
14 10.421 B 30 11.061
15 10.731 B 31 11.053 B
16 10.651B 32 11.002 A

O DNA genémico foi extraido segundo protocolo 2,
preconizado por Vidal et al. (2005), com algumas
modificacGes. Apds a desidratacao do tecido foliar,
as amostras foram maceradas em tubos de
microcentrifuga de 2 mL com o auxilio de esferas
metalicas. Adicionou-se, em seguida 600 uL de
tampao de extracdo (CTAB 2%; NaCl 1,4M;

EDTA 0,02M; Tris-HCI O,1M, pH 8,0; PVP 2%,
B-mercaptoetanol 0,2%). As amostras foram
submetidas a agitacao e incubadas a 65 °C durante
30 minutos, durante esse periodo, foram agitadas
por inversao a cada 5 minutos. Apés o resfriamento
do macerado a temperatura ambiente, foram
adicionados 4 1L de RNAse e mantidos em
temperatura ambiente por 30 minutos e adicionou-se
600 pL de CIA (cloroférmio - alcool isoamilico, 24:1
v/v) para formar uma emulsado. Apdés centrifugar a
7.000 xg por 5 min/4 °C, a parte superior aguosa foi
cuidadosamente transferida para novos tubos onde
foram adicionados 600 uL de isopropanol gelado
(-20 °C) e misturados lentamente por inversao dos
tubos, o que ocasionou a precipitacao do DNA.

O material foi centrifugado a 7.000 xg por
15 min/4 °C, e descartado o sobrenadante, em

seguida foi lavado com 300 rL de etanol 70%,
centrifugado a 7.000 xg por 15 min/4 °C,
novamente foi adicionado 300 nL de etanol 95%,
centrifugado a 7.000 xg por 15 min/4 °C,
descartado o sobrenadante e em seguida
desidratado a temperatura ambiente, até a total
evaporacao do alcool no tubo. O DNA foi
ressuspendido com 70 uL de TE (Tris 1TOmM, EDTA
1 mM). A verificacdo da quantidade de DNA obtido
foi realizada em gel de agarose 1,5 % submetido a
eletroforese em tampao TBE (Tris 0,089 M; Acido
bérico 0,0089 M; EDTA 0,002 M, pH 8,3) corado
com Sybr.

Para amplificacao do material genémico foram
utilizados 23 oligonucleotideos pertencentes aos kits
OPA, OPE e OPP (Operon Technologies®). As
reacOes foram realizadas, no volume final de 25 1L,
contendo Tampao de PCR 1X (0,2M de Tris-HCI pH
8,4; 0,5M de KCl); 3 mM de MgCl,; 0,2 mM de
dNTP; 0,3 uM do oligonucleotideo iniciador; 1,25 U
de Tag DNA polimerase e 10 ng do DNA gendmico.
As amplificacdes foram realizadas em termociclador
Mastercycle Eppendorf, programado para 94 °C por
5 minutos, seguido de 44 ciclos: 94 °C por 60
segundos; 35 °C por 60 segundos; 72 °C por 2
minutos, seguido por extensao final de 72 °C por 5
minutos. Os produtos da PCR foram submetidos a
eletroforese horizontal, em gel de agarose 1,5 % em
tampao TBE, corado com Sybr Green, visualizados
em transiluminador ultravioleta e fotografados em

equipamento de fotodocumentacao.

A anélise dos dados moleculares foi baseada na
presenca (1) ou auséncia (O) de bandas, nao levando
em consideracao a intensidade das bandas. A partir
dos /oci analisados, foi construida uma matriz binaria
e realizada a andlise de diferenciacao genética
através do célculo da distancia genética de Nei
(1972), utilizando o programa TFPGA versao 1.3
(MILLER, 1997). Posteriormente, foi realizada a
representacao simplificada das distancias por meio
de um dendograma obtido pelo método UPGMA no
programa MEGA 3 versao 3.0 (KUMAR et al.,
2004).

Dos 23 oligonucleotideos utilizados, foram
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Tabela 2. Identificacdo dos primers e nUmero de bandas
totais e polimérficas.

N° de bandas

Primers N° de bandas polimérficas

OPA 13 7 7

OPA 18 10 9

OPA 4 20 20

OPE 15 9 9

OPP 17 11 10
Total 57 55

produzidas 57 regioes gendmicas (Tabela 2), tendo
os oligonucleotideos OPA 4 e OPA 13 gerado o
maior e 0 menor nuimero de bandas, 20e 7,
respectivamente. Nesta andlise foram eliminadas
bandas fracas e que pudessem gerar dividas com

relacao a genotipagem.

O oligonucleotideo OPA 4 apresentou o maior indice
de polimorfismo 35,08%, enquanto que o OPA 13
apresentou o menor polimorfismo 12,30% de um
total de 57 bandas de RAPD.

Varios trabalhos obtiveram sucesso com a técnica
RAPD como: Cunha et al. (2006), identificaram
polimorfismo em mamona, Cerqueira et al. (2008),
utilizaram-no na identificacao da similaridade entre
cultivares de mamoneira, Oliveira et al. (2007),
conseguiram diferenciar acessos de Jatropha
curcas L., de acessos do género Jatropha sp na
caracterizacdo do BAG.

A proporcao de /oci polimérficos correspondeu a
cercade 96,5%, correspondendo a 55 bandas
polimérficas. A dimensao dos fragmentos
amplificados situou-se entre 415pb e 2500 pb. Os
padroes dos primers obtidos estao representados na
Figura 1.

A maior diferenciacao genética, 1,09 foi observada
entre os acessos BRA 10405 Ae BRA 10707 B, e a
menor diferenciacdo 0,05 entre BRA 10634 A e
BRA 10651 C.

Os acessos se agruparam em 9 grupos distintos,
sendo 3% dos gendtipos no grupo |, 19% dos no
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Fig. 1. Géis de agarose 1,5% corado com Sybr green
mostrando o padrao dos primers utilizados na anélise.

grupo Il, 35% no grupo lll, 9% no grupo 1V, 3% no
grupo V, 22% no grupo VI e 3% nos grupos VII, VIl
e IX (Figura 2).

Esta avaliacao inicial possibilitou verificar que é
possivel avaliar a divergéncia genética em gendtipos
de mamona. Ha poucos trabalhos com avaliacado de
divergéncia genética em mamona com uso de
marcadores moleculares e é praticamente escassa
a informacao sobre o nimero de marcadores ou de
alelos que seriam necessarios para uma estimativa
precisa da divergéncia genética. Havera
continuidade deste trabalho utilizando-se maior
numero de iniciadores e de acessos do BAG,
buscando definir qual seria 0 menor nimero de
iniciadores que poderiam ser utilizados para avaliar a
divergéncia genética, além, é claro, de estimar a

prépria.
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Fig. 2. Dendograma dos 32 acessos de Ricinus
communis L. obtido, utilizando o método de
agrupamento UPGMA, através da distancia genética de
Nei (1972).

Conclusoes

Neste ensaio preliminar, os acessos avaliados
mostraram diferencas entre si com o uso de

marcadores moleculares RAPD.

Os gendtipos BRA 10405 A e BRA 10707 B foram
os mais divergentes e devem ser testados em
cruzamentos para avaliacao das populacoes
segregantes e possivel obtencao de heterose.
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