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Resumo

O óleo da mamona é uma matéria-prima estratégica, utilizado 
na manufatura de diversos insumos e produtos, inclusive 
biodiesel, e a cultura demonstra adaptação às condições 
edafoclimáticas do Rio Grande do Sul, então a Embrapa Clima 
Temperado implantou um programa de melhoramento da 
espécie que tem por objetivo desenvolver variedades mais 
produtivas, precoces, resistentes às doenças e com elevado 
teor de óleo. Neste trabalho, foram caracterizadas 15 variedades 
comerciais de mamona cultivadas em Pelotas, RS, usando os 
marcadores baseados em RAPD e teor de óleo das sementes, 



a fim de auxiliar na identificação de materiais promissores 
ao programa de melhoramento da cultura. Foram testados 
40 oligonucleotídeos. O uso da técnica de PCR revelou um 
coeficiente médio de similaridade de 0,86 entre 7 grupos, 
segregando os genótipos de acordo com a procedência. O 
teor de óleo nas sementes variou desde 40,6 até 49,0% p/p. Os 
dois parâmetros usados foram considerados eficientes para 
caracterizar cultivares de mamona.

Termos para indexação: Ricinus comunnis L., melhoramento 
genético, eletroforese, PCR.



Abstract

RAPD markers and 
oilseed content in the 
characterization of castor 
bean cultivars

The castor bean oilseed is a strategic raw material, used to 
manufacturing several products, including biodiesel, and 
this crop shows adaptation to the Rio Grande do Sul soil and 
climate conditions, then the Embrapa Clima Temperado created 
a breeding program, aiming to develop more productive, short-
season, disease-resistant and high oilseed content cultivars. 
In this work, 15 commercial cultivars of castor bean grown in 
Pelotas, RS were characterized, using molecular markers based 
in RAPD and oilseed content, with the objective to identify 
promising materials in the castor bean breeding program. There 
were tested 40 oligonucleotides. The PCR technique showed a 
Jaccard’s coefficient of similarity of 0,86, among seven groups, 
divided according to its origin. The oilseed content ranged from 
40,6 to 49,0% p/p. The two parameters used were considered 
efficient to characterize castor bean cultivars.

Index terms: Ricinus comunnis L., genetic breeding, 
electrophoresis, PCR.
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Introdução                                                                                                                                            

O uso de óleos vegetais como matéria-prima para a produção 
de combustíveis tornou-se assunto importante no Brasil com o 
lançamento, em 2002, do Probiodiesel, programa do Ministério 
da Ciência e Tecnologia, que estabeleceu aspectos econômicos 
e sócio-ambientais como fundamentais ao desenvolvimento 
tecnológico de biocombustíveis. Este cenário passou a exigir 
a redução de custos da matéria-prima e de processos de 
produção do biodiesel (MACEDO, 2003).

A mamona (Ricinus communis L.) é uma das principais 
oleaginosas do mundo, neste contexto. Seu principal produto, 
o óleo extraído das sementes, que responde por cerca de 48% 
de sua composição, não é comestível e é o único solúvel em 
álcool (BELTRÃO et al., 2003). Conforme Myczkowski (2003), 
para as indústrias processadoras de mamona, as características 
que definem a qualidade das sementes são alto teor de óleo 
e uniformidade. Porém, Meneses et al. (2004) afirmam que 
entre acessos são comuns diferenças relativas ao conteúdo 
do óleo e a outras características agronômicas. Isto porque 
a mamona apresenta sistema reprodutivo misto, ou seja, 
tanto ocorre autofecundação como cruzamento natural e as 
taxas de alogamia variam de acordo com o porte da planta 
(MYCZKOWSKI, 2003).

Contudo, os avanços da biotecnologia, tornaram concreta 
a possibilidade de domesticação e manipulação de genes 
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para produzir gerações com alto teor de óleo, resistentes à 
pragas e doenças e altamente produtivas (MURPHY, 1999). 
Estas características podem ser identificadas e transferidas 
em programas de melhoramento via hibridação, ou heterose, 
decorrente do cruzamento entre genótipos com capacidade 
combinatória e acentuada divergência genética (COSTA, 
2006). Segundo Moreira et al. (1994), a análise da diversidade 
genética, que consiste na diferenciação do material genético 
dos componentes de uma população, pode ser obtida em 
estudos de germoplasma. Ferreira e Grattapaglia (1996) 
relatam que, até os anos 60, estes estudos eram baseados em 
caracteres morfológicos. Entretanto, quando comparados às 
características fenotípicas, os marcadores genéticos ampliaram 
o número de caracteres e sua abrangência sobre as espécies 
vegetais.

Murphy (1999) destaca que tem sido fundamental ao sucesso 
dos programas de melhoramento genético, o uso de técnicas 
como o desenvolvimento de mapas moleculares. Para tanto, 
marcadores baseados em PCR (Polymerase Chain Reaction ou 
Reação da Polimerase em Cadeia), podem produzir detalhadas 
descrições genéticas das mais variadas espécies de forma mais 
rápida e com menor investimento. De acordo com Milach et al. 
(1998), uma importante derivação desta técnica é a amplificação 
ao acaso de fragmentos de DNA (RAPD, Random Amplified 
Polymorphism DNA) que utiliza primers de seqüência curta e 
arbitrária. A difusão desta tecnologia na análise genética e no 
melhoramento de plantas foi rápida auxiliando na avaliação 
da diversidade genética, no mapeamento genético e na 
seleção assistida de indivíduos e/ou populações (FERREIRA; 
GRATTAPAGLIA, 1996).

Embora a grande maioria das cultivares de mamona 
introduzidas e testadas no Rio Grande do Sul tenham 
apresentado excelente adaptação, é imprescindível o 
desenvolvimento de um programa de melhoramento genético 
para a cultura, a fim de oferecer variedades mais produtivas, 
precoces, resistentes às doenças e com elevado teor de óleo. 
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Entendendo esta necessidade, a Embrapa Clima Temperado 
vem estruturando um banco ativo de germoplasma constituído 
de cultivares introduzidas e acessos locais de ocorrência 
espontânea (SILVA et al., 2004).

O objetivo deste trabalho foi caracterizar cultivares de mamona 
utilizando marcadores baseados em RAPD e teor de óleo 
nas sementes, a fim de auxiliar na identificação de materiais 
promissores ao programa de melhoramento da cultura 
conduzido pela Embrapa Clima Temperado.

Material e métodos

Material Vegetal

Os materiais avaliados foram plantas cultivadas na Estação 
Experimental Cascata (EEC), da Embrapa Clima Temperado, 
em Pelotas, RS. Foram testadas 15 variedades comerciais de 
mamona (Ricinus communis L.) de diversas procedências 
(Tabela 1).

Os experimentos no campo foram conduzidos em delineamento 
experimental de blocos inteiramente casualizados, com as 
15 cultivares de mamona. Foram 15 tratamentos com três 
repetições, na safra 2005-06.

Para as análises de PCR foram coletadas folhas, em fase inicial 
de desenvolvimento, de plantas selecionadas aleatoriamente 
em cada uma das parcelas. As análises de similaridade e de 
agrupamento dos genótipos foram feitas a partir dos perfis 
(bandas) revelados pelos géis, representados por matrizes 
binárias (ausência=0 e presença=1), empregando o coeficiente 
Jaccard (1908) e o método da média aritmética não ponderada 
(UPGMA) com o auxílio do software Numerical Taxonomy 
and Multivariate Analysis for Personal Computers, NTSYS 2.1 
(ROHLF, 2000).
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A fidelidade entre o dendrograma gerado e a matriz de 
similaridades que lhe deu origem foi avaliada pelo teste de 
Mantel (1967), cujo coeficiente define a correlação entre os 
dados. O dendrograma gerado foi seccionado sobre o valor 
médio de similaridade, para avaliar os grupos formados.

Foram recolhidas 100g de sementes para a extração de óleo, 
utilizando a técnica do cone e da quarta parte (MENDHAM et 
al., 2002), a partir da quantidade total produzida pelas cultivares 
em cada bloco (Fig. 1). Foram 45 amostras de sementes geradas 
pelas três repetições no campo de cada uma das cultivares. Os 
ensaios laboratoriais foram repetidos três vezes, totalizando 

Tabela 1. Procedência das cultivares comerciais de mamona (Ricinus 
communis L.) cultivadas na Estação Experimental Cascata (EEC), 
da Embrapa Clima Temperado, em Pelotas, RS, na safra 2005/2006. 
Embrapa Clima Temperado, 2007.
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9 testes para cada cultivar . Os resultados obtidos para o teor 
de óleo nas sementes foram compilados e tabelados antes 
de serem submetidos à análise estatística com o auxílio do 
software Statistical Analysis System, SAS (2003). A análise da 
variância para comparação das cultivares (Teste de Duncan) em 
função do teor de óleo foi aplicada em um nível de significância 
de 5% ( =0,05).

Figura 1. Técnica de amostragem do cone e da quarta parte (MEND-
HAM, et al., 2002).

PCR

O DNA genômico foi extraído de folhas, em fase inicial de 
desenvolvimento, pelo método CTAB, segundo protocolo 
descrito por Ferreira e Grattapaglia (1998). O DNA foi 
ressuspenso em tampão TE (Tris-EDTA), e armazenado em 
freezer. A quantificação foi realizada pela comparação da banda 
produzida pelas amostras com fragmentos de DNA  cortado 
com enzima Hind III revelados depois da corrida eletroforética 
em gel de agarose a 0,8% p/v, em TBE 1X. As soluções de 
trabalho foram produzidas pela diluição em água padrão milliQ 
(5 g/ L).
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As reações de amplificação do DNA foram processadas 
no Laboratório de Biologia Molecular da Embrapa Clima 
Temperado. Foram usados 2 L de DNA (10 g) somados a 11

L de mix de amplificação, uma solução aquosa (água MilliQ) 
contendo tampão PCR 1X (Tris-HCl 20mM com pH 8,4 e KCl 
50mM); MgCl2 (2,5mM), dNTPs (10mM), BSA (10 g), primer 
(0,38 M) e taq DNA polimerase (1U). Foram testados 20 
oligonucleotídeos (primers) com 10 pares de base, da Operon 
Technologies e 20 da UBC (University of British Columbia), dos 
quais foram selecionados 13 (Tabela 2). A reação foi processada 
em 40 ciclos de 94ºC (1 minuto), 35ºC (1 minuto) e 72ºC (2 
minutos), seguidos de um intervalo de 5 minutos a 72ºC.

Os produtos de amplificação foram submetidos à eletroforese 
em gel de agarose a 1,5% p/v, em TBE 1X, com brometo de 
etídio (25 g/100mL). As amostras foram acompanhadas pelo 
marcador 1kb Plus DNA Ladder da Invitrogen. O ensaio foi 
conduzido em cuba submarina, sob diferença de potencial (ddp) 
de 110V e os fragmentos amplificados foram visualizados sob 
luz ultravioleta. Seus pesos foram calculados pela comparação 
com o padrão de corrida, estabelecido pelo marcador.

Teor de óleo

A determinação do teor de óleo em sementes de mamona 
utilizando-se o método Soxhlet com hexano foi realizada com 
base nos procedimentos definidos pela International Union 
of Pure and Applied Chemistry, IUPAC (PAQUOT, 1979), no 
Laboratório de Pesquisa e Prestação de Seviços em Alimentos, 
LAPPA, do CEFET/RS. A fim de obter a maior fração de extrato 
possível (produto de peso constante), foram adotados 40 
refluxos do solvente sobre a amostra, cerca de três horas e 
trinta minutos desde o primeiro refluxo. Ao final da extração, 
o solvente foi recuperado e o teor de lipídios foi determinado 
pela relação gravimétrica percentual entre o óleo obtido e as 
sementes submetidas à extração.
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Tabela 2. Produtos resultantes das reações de amplificação de DNA 
de genótipos de mamona com base nos marcadores RAPD. Embrapa 
Clima Temperado, 2007.

Resultados e discussão
RAPD

Embora tenham sido realizadas reações de amplificação com 40 
primers diferentes, diversos oligonucleotídeos não produziram 
fragmentos e/ou os produtos de reação não permitiram uma 
avaliação consistente acerca da similaridade das cultivares 
testadas. Por isso, foram desprezados 27 primers, restando 13, 
que serviram à avaliação dos genótipos (Tabela 2).
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Figura 3. Géis de agarose 1,5% p/v em TBE 1X apresentando os  
 produtos de RAPD de cultivares de mamona utilizando os 
primers UBC-132 (a), UBC-133 (b) e OPY-13 (c), onde: DNA ladder 1 kb 
Plus (M): AL Guarany 2002 (1, 9 e 17); Nordestina (2, 10, 18); AL Preta 
(3, 11 e 19); Cafelista (4, 12 e 20); CSRN 393 (5, 13 e 21); IAC 226 (6, 14 e 
22); CSRN 193 (7, 15 e 23). Embrapa Clima Temperado, 2007.

Dentre os primers estudados, UBC-133, OPA-12, OPC-4, OPI-11 
e OPY-16 geraram produtos monomórficos, e, os fragmentos 
produzidos por UBC-132, 135, 153 e 155, e por OPAB-9, OPN-7, 
OPX-7 e OPY-13, apresentaram polimorfismo (Fig. 3). Foram 
gerados 120 fragmentos, dos quais 49 polimórficos (41%). Em 
média, cada iniciador produziu 9,2 fragmentos, dos quais 3,8 
apresentaram polimorfismo. Este índice é superior aos resul-
tados obtidos por Vidal et al. (2005) ao avaliar cinco cultivares 
de mamona, procedentes do IAC, da Embrapa Algodão e da 
Costa Rica. Os autores registraram 105 bandas polimórficas, 
aproximadamente 23%, de um total de 454 fragmentos produzi-
dos em amplificações RAPD com 47 oligonucleotídeos dos kits 
A, E, M, N e P da Operon. Já Cunha et al. (2006), empregando 
marcadores do tipo RAPD, para estudar 10 variedades de ma-
mona cultivadas no município de Igaci, em Alagoas, obtiveram 
60 bandas polimórficas, utilizando 7 iniciadores, ou seja, cada 
primer produziu 8,6 bandas.
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O dendrograma (Fig. 4) obtido a partir da similaridade dos 
fragmentos gerados nas reações de amplificação, cujo 
coeficiente Jaccard foi de 0,86, possibilitou a separação dos 
genótipos em 7 grupos, segregando-os de acordo com a 
procedência, independente da instituição que desenvolveu 
a cultivar. Analisando populações de Piper cernnum, com 
marcadores RAPD, também observou-se diferenciação genética 
com forte estruturação espacial (ZUCCHI, 2002, apud MARIOT, 
2000), fato que se repetiu em experimentos com pimenta 
longa no Acre (WADT; KAGEYAMA, 2004), onde o agrupamento 
genético das populações coincidiu com suas localizações 
geográficas em um nível de correlação de 77%. Estudando 
cagaiteira (Eugenia dysenterica), frutífera alógama característica 
do Cerrado, as matrizes de distâncias geográficas e genéticas 
apresentaram alta correlação, atribuindo à variabilidade 
genética um padrão espacial (ZUCCHI, 2002).

Figura 4. Agrupamento das cultivares de mamona produzido 
pela avaliação dos produtos da amplificação tipo RAPD, usando 
o coeficiente de similaridade Jaccard e a média aritmética não 
ponderada (UPGMA). Embrapa Clima Temperado, 2007.
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O coeficiente de correlação de Mantel foi de 0,81, indicando 
concordância satisfatória entre a matriz de dados e o 
agrupamento. O primeiro e maior dos grupos, com cerca de 
87% de similaridade, composto por 6 cultivares, abriga todas as 
variedades procedentes do Estado de São Paulo. No segundo 
grupo, separados em um nível de 88% de similaridade, estão 
dois híbridos de Minas Gerais, Lyra e Savana, seguidos de 
outros dois genótipos mineiros, compondo os grupos 3 (Íris) 
e 4 (Mirante). Quatro variedades fornecidas pela Embrapa 
Algodão, da Paraíba, constituem o quinto e o sétimo grupos, 
com dois genótipos cada um. No primeiro, aparecem CSRN 
393 e 193, e, no segundo, Nordestina e Paraguaçu, ambos os 
agrupamentos num nível de 89% de similaridade. Convém 
salientar, neste caso, que as variedades CSRN são materiais da 
Costa Rica, introduzidos pela Embrapa Algodão no Brasil. Entre 
estes materiais, isolou-se a variedade VINEMA-T1, oriunda de 
Camaquã, no Rio Grande do Sul. A capacidade de segregar os 
materiais testados pode ser explicada pelo fato de, embora 
não ser claro em que região do genoma os fragmentos de 
RAPD são amplificados, eles estão distribuídos aleatoriamente 
no genoma, o que sugere de moderada a alta resolução dos 
marcadores em mapas genéticos (HWANG et al., 2001; ZUCCHI, 
2002).

Teor de óleo

A análise da variância para comparação das cultivares em 
função do teor de óleo foi significativa. Foram gerados 8 
agrupamentos com os 15 genótipos testados (Tabela 3). 
Os grupos gerados pela avaliação do teor de óleo não 
corresponderam aos produzidos pelos marcadores moleculares, 
entretanto, não há dentre estes descritores genéticos qualquer 
especificidade com relação à quantidade de óleo das sementes. 
Além disso, de acordo com Hwang et al. (2001), a variação 
detectada por marcadores RAPD pode não ter conseqüências 
fenotípicas. Estudos em Brassica oleracea, por exemplo, 
conduzidos por Rao (2004), baseados em marcadores RAPD, 
revelaram que 14 acessos definidos fenotipicamente foram 
reduzidos a 4 grupos distintos.
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A variedade AL Guarany 2002, com o maior teor de óleo, 
49,0%p/p, isolou-se no primeiro grupo, seguida por dois 
híbridos mineiros, Lyra e Íris, e pela variedade paulista IAC 80, 
cujos resultados oscilaram ao redor de 48%p/p. Em seguida, 
seis cultivares, cujos resultados variaram desde 45,7, do 
genótipo mineiro Mirante, até 46,5%p/p, das variedades IAC 226 
(SP) e Paraguaçu (PB), acompanhadas das demais variedades 
paraibanas, Nordestina, CSRN 393 e 193, agruparam-se com 
mínima diferença no teor de óleo. A variedade AL Preta e o 
híbrido Savana apresentaram teor de óleo de aproximadamente 
44%p/p, superando a variedade gaúcha VINEMA-T1, com 
42,7%p/p. As duas variedades restantes de São Paulo, Cafelista 
e IAC Guarani, respectivamente com 40,7 e 40,6%p/p de óleo, 
apresentaram os menores teores, entre os materiais testados. 
Os resultados obtidos são semelhantes à faixa de valores, entre 
43 e 49%, relatada por Pires et al. (2004) em experimentos da 
Embrapa no Nordeste do Brasil e, também, com resultados 
obtidos por Lima et al. (2004) na determinação do teor de 
óleo de sementes de variedades de mamona nativas de dez 
municípios, abrangendo Agreste, Brejo e Litoral do Estado da 
Paraíba, que oscilaram entre 44,14 e 47,47%. Dados de Melo 
et al. (2006), que avaliaram o teor de óleo de sementes das 
cultivares Nordestina e CSRN-393, mantidas pela Embrapa 
Algodão, em Missão Velha (CE), revelaram, respectivamente, 
50,92 e 43,75 %p/p, enquanto experimentos conduzidos por 
Lucena et al. (2006) alcançaram, respectivamente, 48,9% e 
47,98% para as cultivares Nordestina e Paraguaçu.
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Tabela 3. Teor de óleo (% p/p base seca) em sementes de cultivares 
comerciais de mamona cultivadas pela Embrapa Clima Temperado 
em Pelotas/RS, na safra 2005-2006, determinado pelo método 
Soxhlet usando hexano. Embrapa Clima Temperado, 2007.

*Médias seguidas de letras iguais não diferem entre si pelo Teste Duncan a 5%.

Conclusões

Os marcadores moleculares baseados em RAPD e o teor de 
óleo das sementes são eficientes para caracterizar cultivares de 
mamona (Ricinus communis L.).

A diversidade genética revelada pelos marcadores baseados 
em RAPD apresenta alta correlação com a procedência 
dos genótipos estudados, independente da instituição que 
desenvolveu a cultivar.

Existe diferença significativa no teor de óleo extraído das 
sementes de cultivares de mamona (Ricinus communis L.) pelo 
método Soxhlet com hexano.
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