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RESUMO

A elevada demanda energética mundial faz necessaria a busca por fontes renovaveis e menos
agressivas ao meio ambiente. O cultivo da mamona (Ricinus communis L.) constitui uma
excelente alternativa na composicdo da matriz energética nacional por ser tradicionalmente
praticado por pequenos e médios produtores, destacando-se como uma cultura de elevado
apelo econémico e social, em especial na regido Nordeste. Existe uma escassez de
informacdes, especialmente no a@mbito molecular, acerca da grande variabilidade genética
apresentada por essa oleaginosa. O objetivo do presente trabalho foi caracterizar a diversidade
genética entre dez gendtipos de Ricinus communis L. por meio de marcadores moleculares
RAPD. Foram avaliadas cinco linhagens do BAG da Embrapa Algod&o, duas linhagens
provenientes da Costa Rica e trés variedades comerciais da regido Nordeste. A extracdo do
DNA gendmico total dos gendtipos foi realizada segundo metodologia descrita por Graham et
al. (1994) e através de um protocolo alternativo proposto nesse estudo. O emprego de sete
iniciadores arbitrarios na amplificacdo RAPD-PCR permitiu avaliar a eficiéncia dos
protocolos na extracdo do DNA gendmico total, o padrdo de bandas de DNA gerado e 0
calculo de indices de similaridade. A matriz de dados de similaridade entre os genétipos foi
convertida num dendrograma. Na analise dos fragmentos amplificados foram reveladas 58
bandas polimoérficas com fragmentos de 2394 a 3386 pb. Ainda na avaliagdo dos resultados, a
distancia genética e o agrupamento gerado pelo dendrograma evidenciaram a grande
variabilidade genética existente entre os individuos. Os marcadores moleculares RAPD
mostraram-se eficientes na detecgdo de polimorfismos de DNA dos demais genotipos
avaliados, tornando possivel seu emprego em posteriores estudos de caracterizacdo

correlacionados com os principais caracteres agroindustriais de germoplasma de mamona.

Palavras-chave: Ricinus communis L.; variabilidade genética; polimorfismo; RAPD.
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ABSTRACT

The high world energy demand requires a search for renewable sources which are less
harmful to environment. Castor bean (Ricinus communis L.) cultivation is an excellent
alternative to compound the national energy matrix due to its traditional small and
intermediate producers, standing out as a culture with high economical and social appeal,
especially in Northeast region. There is a lack of information, especially at molecular level,
related to the amount of high genetic variability available in this oil crop. The objective of this
work was to characterize the genetic diversity within ten genotypes of Ricinus communis L.
by using RAPD molecular markers. A total of seven lines and three cultivars were evaluated,
which included five lines from Germplasm Bank of Embrapa Algodé&o, two lines from Costa
Rica and three Northeastern cultivars. Genomic DNA extraction was performed according
both to Graham et al. (1994) and an alternative protocol proposed in this study. Seven
arbitrary oligonucleotides employed in the RAPD-PCR amplification permitted to evaluate
the efficiency of the genomic DNA extraction protocols, DNA banding profiles and
calculation of similarity indexes. Similarity and cluster analysis were conducted using both
Jaccard and Dice coefficient and the unweighted pair group method. The similarity data
matrix was converted into a dendrogram. The amplified fragments yielded a total of 58
polymorphic bands ranging from 2394 to 3386 bp. On the basis of the performed analysis,
similarity indexes and data clustering revealed the occurrence of high genetic variability
among the genotypes. RAPD molecular markers were efficient on the detection of DNA
polymorphism within genotypes evaluated, suggesting that this marker could be suitable for
further characterization studies related to the main agroindustrial features of castor bean

germplasm.

Keyword: Ricinus communis L.; genetic variability; polymorphism; RAPD.
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1. INTRODUCAO

A mamona (Ricinus communis L.) pode ser encontrada como planta nativa em
diferentes partes do mundo, devido a sua facil propagacdo, adaptacéo e estabelecimento. Esta
oleaginosa € de utilizacdo preponderantemente industrial, tendo no seu principal produto, o
6leo extraido da semente, a possibilidade de obtencdo de inimeros derivados quimicos com
aplicacOes na area de cosméticos, lubrificantes, polimeros etc., podendo, ainda, ser potencial
substituto do petréleo na sintese de diversos outros materiais.

A cultura da mamona esta amplamente disseminada por quase toda a extensdo
territorial  brasileira, onde encontra condi¢des edafoclimaticas adequadas ao seu
desenvolvimento. No semi-arido nordestino, seu plantio é reconhecido como fator fixador de
méao-de-obra, gerador de emprego e matéria-prima indispensaveis ao desenvolvimento da
regido e do pais (AZEVEDO et al., 1997), refletindo o alcance social e econdmico gerados
pelo desenvolvimento da cadeia produtiva desta euforbidcea. O Brasil possui mais de 500
municipios situados no 6timo ecoldgico para a sua producdo, conferindo ao nosso pais
condicdo de destaque, frente aos principais paises produtores como a india e a China
(CARTAXO et al., 2004).

As oleaginosas em geral terdo destaque tanto como meio para protecdo do meio-
ambiente — ao produzirem éleo menos poluente — quanto compondo a tecnologia da matriz
energética deste seculo, no qual se prevé a escassez das reservas de petréleo. O uso do
biodiesel, denominacdo genérica para combustiveis derivados de oleaginosas como a
mamona, incentivado pela consciéncia mundial da necessidade de preservacdo ambiental,
propicia uma melhoria significativa na redugdo da emisséo de poluentes atmosféricos, criando
uma perspectiva real para a expansao do cultivo de mamona em escala comercial no semi-
arido brasileiro.

Existe uma elevada demanda pela exploragdo racional da mamona, com vistas a
utilizacdo do Oleo extraido da semente na inddstria, devido a sua enorme versatilidade
quimica, além, ainda, do emprego de outras partes da planta, residuos vegetais e cascas dos
frutos, na composicdo de diversos produtos, como papel e tecidos, agregando valor a
producdo. Especificamente, tendo como objetivo a producdo de dleo, a ricinocultura parece
constituir o verdadeiro caminho e vocacgdo para o semi-arido (PARENTE, 2005) por diversas
razdes, dentre elas: facil adaptacdo as condicdes ecologicas, sendo caracteristicamente

resistente aos periodos de seca; envolvimento de pequenos agricultores rurais, prestando-se
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para a agricultura familiar; aproveitamento da torta como adubo organico de exceléncia e, se
destoxicada, constitui rica fonte protéica para alimentacéo animal etc.

Por outro lado, os baixos indices de produtividade nacional, verificados nas Gltimas
décadas, decorrem de fatores diversos, podendo variar de uma regido para outra. De acordo
com Savy Filho (2005), tal fato deveu-se ao pouco uso de tecnologia disponivel pelos
produtores, resultando na baixa competitividade, somado ao fato da estrutura agricultor-
industria de comercializacdo concorrer para 0 desestimulo do uso de tecnologia de producao,
uma vez que a remuneracdo do produtor ndo reflete os precos praticados pela industria.
Outros fatores relevantes para a redugédo da produtividade podem ser considerados, tais como
os citados por Santos et al. (2001), sejam eles: reduzida oferta de sementes de cultivares
melhoradas geneticamente; utilizacdo de sementes improprias para o plantio; emprego de
técnicas culturais inadequadas; reduzida oferta de crédito e de assisténcia técnica ao produtor
agricola; utilizacdo da mesma area para sucessivos plantios da cultura etc.

No Nordeste, onde se concentra a maior producdo nacional, atingindo um valor de
154.085 t de bagas em 2006 (IBGE), o principal entrave para a exploracdo racional da
mamona encontra-se na inadequada disponibilidade de sementes de cultivares adaptadas,
produtivas, com alto teor de 6leo e tolerantes as pragas e doencas (FIGUEIREDO NETO et
al., 2004). Verifica-se 0 emprego de um método de cultivo rudimentar, onde materiais
genéticos locais de origem desconhecida sdo amplamente utilizados, acarretando, segundo
Freire et al. (2001), degenerescéncia generalizada dos materiais cultivados, com
predominancia de variedades locais pouco produtivas.

A grande variabilidade apresentada pela mamona é observada em caracteristicas
botanicas e agrondmicas, podendo, de forma complementar, ser avaliada através de
polimorfismo de DNA, com o emprego de técnicas tais como: RAPD, RFLP, AFLP e
microssatélites. Os marcadores moleculares representam ferramentas importantes em diversos
estudos, permitindo avaliar, em curto prazo, um numero elevado de genotipos, um alto grau
de polimorfismo, além de ndo sofrerem influéncia ambiental, pleiotropica ou epistatica como
ocorre com marcadores morfoldgicos que apresentam relativa limitacdo, especialmente com
cultivares proximamente relacionadas.

Existe uma escassez de informacOes acerca da variabilidade genético-molecular das
colecdes de germoplasma, linhagens, cultivares e hibridos brasileiros de Ricinus communis L.
Nesse contexto, a caracterizacdo e avaliacdo das diferentes variedades disponiveis
comercialmente e de populagdes naturais, quanto ao seu potencial de uso, sdo consideradas

essenciais no estabelecimento de diferencas ou semelhancas, imprescindiveis para 0s
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programas de melhoramento da espécie (FIGUEIREDO NETO et al., 2004), visando, ainda,
assegurar informacdes sobre essas fontes de genes e suas utilizagbes futuras, fundamentais
para o sucesso da ricinocultura.

No entanto, para a aplica¢do das técnicas moleculares, se faz necessario a obtencao de
metodologias adequadas para o isolamento de DNA de mamona, uma vez que a
caracterizagdo bioquimica foliar desta espécie determina a presenca de diversas classes de
substancias que constituem contaminantes potenciais durante o processo.

Inimeros estudos de diversidade genética, identificacdo de genes de interesse, analises
filogenéticas e caracterizagdo de germoplasma de diversas plantas tém sido conduzidos com
sucesso atraves da técnica de RAPD, uma tecnologia amplamente utilizada dentre os demais
marcadores moleculares baseados em PCR. O uso de oligonucleotideos iniciadores de
seqliéncia arbitraria que ndo requer clonagem, seqlienciamento ou outra caracterizacao
genética prévia do genoma em questdo, a rapidez e simplicidade na aquisicdo dos dados
constituem caracteristicas peculiares da técnica de RAPD.

Por meio de estudos preliminares com a classe de marcadores RAPD, este trabalho
teve como objetivos principais:

1. Estabelecer protocolos réapidos e eficientes para o isolamento de DNA de

dez gendtipos de mamona;

2. Analisar o polimorfismo gerado pelos marcadores RAPD e estimar a

variabilidade genética existente entre 0s genotipos considerados;



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. A cultura da mamona

2.1.1. Taxonomia e origem

A mamona (Ricinus communis L.), também denominada carrapateira, mamoneira,
ricino, palma-christi, palma-de-cristo e enxerida, compreende uma das mais de 7.000 espécies
da familia Euphorbiaceae. De acordo com Chierice & Claro Neto (2001), pertence a
subfamilia Crotonoideae, tribo Acalyphae, subtribo Ricinae e género monoespecifico Ricinus.
Com base na variabilidade existente na espécie, Popova & Moshkin (1986), reuniram os tipos,
além das cultivares e hibridos, em seis subespécies e 25 variedades botanicas.

Sua origem ¢ bastante discutida, porém constitui, ainda, objeto de controvérsia, sendo
o leste africano (AZEVEDO et al., 1997, RODRIGUES et al., 2002), especialmente a Etidpia
(CARTAXO et al., 2004) e a Asia (BELTRAO et al., 2002) citados, freqiientemente, como
centro de origem. A ocorréncia de mamona tem sido estimada desde épocas imemoriais.
Sementes desta espécie foram encontradas em urnas funerarias no antigo Egito, datando de
mais de 4.000 anos, evidenciando sua relevancia na Antigiiidade, onde, provavelmente, eram-
lhe atribuidas propriedades medicinais. A introdugao desta espécie no Brasil se deu durante a
colonizagio portuguesa, por ocasido da vinda dos escravos africanos (BELTRAO et al., 2002;
RODRIGUES et al., 2002), com a finalidade de utilizar seu 6leo na iluminagdo e para
lubrificacdo de eixos de carrogas (CHIERICE & CLARO NETO, 2001).

2.1.2. Caracteristicas morfoldgicas gerais

A mamona ¢ uma espécie polimoérfica: apresenta grande variacdo no hdbito de
crescimento, cor da folhagem e do caule, tamanho das sementes, teor e coloracdo do 6leo e
porte (WEISS, 1983; MAZZANI, 1983 apud Beltrdo et al.,, 2001), sendo seu
desenvolvimento, principalmente, influenciado pelas condi¢des locais e variedade utilizada
(SAVY FILHO, 2005).

Em geral, a mamona apresenta sistema radicular vigoroso, do tipo pivotante, profundo,
com desenvolvimento de poucas raizes laterais, apresentando, ainda, forte emissdo de
radicelas ao longo das raizes, conferindo grande 4rea de absor¢do de umidade e nutrientes do
solo (SAVY FILHO, 2005). Em condi¢des de baixa umidade do solo, a raiz principal atinge
uma maior penetragdo e as raizes secundarias assumem carater bem desenvolvido, de

particular importancia para as variedades resistentes a seca.
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Com relagdo a parte aérea, o caule pode apresentar grande variagdo, especialmente, na
coloragdo e na presenca de cera. Observa-se o crescimento do ramo principal, verticalmente,
sem ramificagdo, até o surgimento da primeira inflorescéncia, o que, em alguns genoétipos,
segundo Baldanzi et al. (2003) ocorre somente apds a formagdo de seis nds. O no6 de onde
surge o primeiro racemo ¢ uma importante caracteristica agronomica, associada a maturidade
da planta (BELTRAO, 2003a). As ramifica¢des de 2%, 3* e 4* ordens apresentam crescimento
limitado, terminando sempre em uma inflorescéncia, formando uma estrutura simpodial
(BELTRAO et al., 2001).

As folhas da mamona sdo simples, digitilobadas, denticuladas, apresentando peciolos
longos, com 20 a 50 cm de comprimento, e filotaxia alternada (Figura 1A). De acordo com
Mazzani (1983) apud Beltrdo et al. (2001), as principais variagdes nas folhas da mamoneira
sdo na cor, cerosidade, nimero de nervuras principais, comprimento do peciolo, nimero de
glandulas e na profundidade dos lobulos.

A mamona apresenta florescimento simpodial (SAVY FILHO, 2005), sendo
classificada como uma planta monoica (RIBEIRO FILHO (1966) apud BELTRAO et al.,
2001), na qual as flores femininas encontram-se na parte superior do eixo da raquis, e
masculinas na inferior (Figura 1B). A proporg¢do flores femininas/flores masculinas pode ser
afetada por fatores ambientais, como temperatura, idade da planta, comprimento do dia e,
ainda, pela variedade utilizada. Deficiéncia hidrica, assim como temperatura muito alta, induz
a formacao de flores masculinas, enquanto que, solo fértil ou bem balanceado quimicamente,

eleva a porcentagem de flores femininas (SAVY FILHO, 2005).

Figura 1. Caracteristicas morfologicas gerais apresentadas pela mamoneira. (A) Folhas simples com

peciolos longos caracteristicos; (B) Detalhe da disposicdo das flores femininas e masculinas na
inflorescéncia; (C) Frutos (capsulas) com estruturas semelhantes a espinhos.
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O fruto da mamona ¢ uma cépsula, tricoca, que normalmente, apresenta estruturas
semelhantes a espinhos (Figura 1C). Quanto a deiscéncia, caracteristica agronomicamente
importante, pode ser classificada em deiscentes, semideiscentes e indeiscentes, de acordo com
o comportamento de abertura dos frutos na época da maturagdo dos racemos.

As sementes sdo de formas e tamanhos diversos, encontrando-se, ainda, variagdes na
cor, peso, propor¢ao do tegumento, presenca ou auséncia de caruncula e aderéncia do
tegumento ao endosperma. Segundo Ribeiro Filho (1996), o tegumento externo da semente €
representado pela casca, dura e quebradica, tendo uma pelicula interna, fina, que envolve o

albumen, que é branco, compacto e rico em 6leo.

2.1.3. Aplicages industriais

A composi¢do quimica da semente de mamona varia de acordo com a cultivar e regido
de cultivo, com teor de 6leo atingindo valores de 35% a 55% (COSTA et al., 2004) desta
composicdo. Em variedades comerciais, o contetido do oleo se situa, em geral, entre 40% e
60% (FREIRE, 2001). O 6leo de mamona possui, caracteristicamente, uma estrutura quimica
peculiar com altos niveis de acido ricinoléico (aproximadamente 900 g kg™') e baixos niveis
de outros acidos graxos (ROJAS-BARROS et al., 2004). Nao obstante, o acido ricinoléico
apresenta trés grupos funcionais altamente reativos (Figura 2) que permitem a sintese de um
grande niumero de derivados, ampliando ainda mais o potencial industrial do 6leo.

Outra importante caracteristica do 6leo de mamona ¢ a sua solubilidade em solventes
como etanol, metanol, éter, cloroformio e no acido acético glacial (FREIRE, 2001). A
presenca do grupo hidroxila na ricinoleina confere ao 6leo a propriedade exclusiva de
solubilidade em éalcool (MAZZANI, 1983; WEISS, 1983). As caracteristicas singulares de alta
estabilidade e viscosidade, mesmo quando exposto a altas

temperaturas, devem-se também a presenga do grupo hidroxila no carbono 12 que
torna o composto do 6leo de mamona, um excelente lubrificante, largamente empregado em

motores de alta rotacao.

OH

Figura 2. Estrutura molecular do acido ricinoléico.

Em termos quantitativos, este 6leo ¢ mais usado na fabricacdo de tintas, vernizes,
cosméticos e saboes, sendo também importante na sintese de plasticos e de fibras sintéticas

(SANTOS et al., 2001). Derivados do 6leo sdao também indispensaveis na manufatura de
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ceras, conservantes de frutas (ANJANI et al., 1999), desinfetantes, germicidas, papéis,
corantes, colas, aderentes, velas etc.

Outro emprego do 6leo de mamona a ser considerado ¢ na biomedicina, como
substituto do silicone, na elaboracdo de proteses e implantes. Pesquisas vém sendo
desenvolvidas com o intuito de avaliar a acdo de polimeros de mamona na neoformagao 6ssea
(LEONEL et al., 2004), obtendo-se resultados promissores no processo de cicatrizagdo de

tecidos 0sseos.

2.1.4. Biodiesel e agronegdcio

A andlise das séries historicas do petroleo no século XX revela um crescimento
continuo no seu consumo, implicando na grande demanda por fontes alternativas de energia,
segundo Rathmann et al. (2006), capazes de manter o0 modo de produgdo em condigdes que
permitam a reproducdo do capital, uma vez que se prevé o esgotamento das reservas
petroliferas.

O que tem sido denominado de biodiesel ¢ um combustivel renovavel, biodegradavel e
ambientalmente correto, sucedaneo ao oleo diesel mineral, constituido de uma mistura de
ésteres metilicos ou etilicos de acidos graxos (PARENTE, 2005).

A demanda mundial por combustivel de origem renovavel ¢ inquestiondvel,
incentivando a introducdo de oleaginosas na matriz energética global, de forma a dar suporte a
projetos de mecanismos de desenvolvimento limpo, reduzindo a emissdo de carbono e
retirando gases poluentes do ambiente. Segundo Beltrdo (2003b), com somente 5% de
biodiesel misturado ao diesel mineral, este combustivel denominado B-5, acarretaria uma
reducdo de mais de 13% na polui¢do da atmosfera. Dados estatisticos revelam o crescente
consumo mundial de biodiesel nas ultimas décadas (Figura 3), sendo a produ¢do mundial
liderada pela Europa, destacando-se os paises da Alemanha, Franga e Itidlia (FERTILIZER
SOCIETY OF SOUTH AFRICA, 2006).

3000
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1500 ./ i ESTADOS UNIDOS

1000 /;/ ASIA
vy DEMAIS PAISES
. __;_,_ﬁ ____ TOTAL MUNDIAL
1991 1993 1995 1997 1999 2000 2001 2002 2003
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Figura 3. Produgdo mundial de biodiesel em mil toneladas. Fonte: Fertilizer Society of South
Africa; Disponivel em: www.fssa.org.za/pebble.asp?relid=317
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O emprego da mamona como matéria-prima na sintese de biodiesel, em larga escala e
em ambito nacional, constitui objeto de debate, uma vez que, conforme ressaltado por Lopes
et al. (2005) e Parente (2005), as diversidades sociais, econdmicas ¢ ambientais geram
distintas motivagdes regionais para sua producdo e consumo. Em adig¢do, varias sdo as
possibilidades de se produzir um combustivel capaz de movimentar um motor diesel
(PARENTE, 2005), ampliando ainda mais as controvérsias existentes nesta discussdo. No
entanto, vale ressaltar que o rendimento do biodiesel com o 6leo de mamona ¢ muito elevado,
visto que um litro de 6leo fornece um litro de biodiesel, e o alcool é, em parte, recuperado,
produzindo a glicerina, como subproduto (BELTRAO, 2003b).

A produgdao mundial de mamona no periodo de 2000 a 2004 esteve em torno de um
milhdo de toneladas em grao e cerca de 400 mil toneladas de 6leo de mamona (SAVY FILHO,
2005). Potencialmente a mamona tem capacidade de produzir mais de 9.000 Kg de baga por
hectare, no entanto a média mundial ¢ baixa, devido a baixa produtividade da [ndia e da
China, principais produtores (BELTRAO, 2003b). Em regime de sequeiro no semi-arido
nordestino, a mamona tem produtividade média de 1.000 Kg/ha/ano podendo superar a marca
dos 2.000 Kg/ha/ano, desde que as melhores condigdes e recomendagdes sejam seguidas,
segundo dados de Parente (2003).

No ambito nacional, o Estado da Bahia ¢ o maior produtor tanto em area quanto em
producdo com participagdo em 90,81% da area colhida e em 87,22% de mamona em grao,
segundo levantamento de previsdo de safra da CONAB (SAVY FILHO, 2005). Seguido,
destacam-se os Estados de Minas Gerais, Sao Paulo, Parana ¢ Ceara (FREIRE et al., 2001).

A producdo de biodiesel, tanto para consumo interno quanto para exportagdo,
corresponde a uma real possibilidade de independéncia energética e economia de divisas com
a reducdo das importacdes de diesel mineral, propiciando ainda emprego e renda nas regioes
mais carentes do pais. No entanto, segundo Beltrao (2004), alguns problemas e ameacas
devem ser considerados na cadeia produtiva de mamona, tais como uso de sementes nao-
certificadas ou fiscalizadas e com baixa capacidade de germinacdo, vigor, pureza das
cultivares recomendadas; falha na difusdo das técnicas de produgdo; auséncia de associagdes
ou cooperativas de produtores; comercializacdo com varios niveis de intermediarios etc.

Portanto, o sucesso da producdo de mamona no Brasil, com vistas a exportacdo e
sintese de derivados, depende de diversos fatores, os quais devem assegurar a integracdo de

toda a cadeia produtiva, promover o desenvolvimento e a transferéncia de tecnologias de
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producdo, disponibilizar o melhor nivel tecnologico aos agricultores e incentivos fiscais a

industria processadora do 6leo, garantindo, dessa forma, maior competitividade no mercado.

2.1.5. Melhoramento genético

No Brasil, o primeiro programa de melhoramento genético da mamoneira foi iniciado
em Sdo Paulo, pelo Instituto Agrondomico de Campinas — IAC, em 1936 (KRUG et al., 1943
apud Freire et al., 2001; SAVY FILHO, 2005). Naquele ano, a sec¢@o de genética do Instituto
langou as bases de um plano de melhoramento, com o objetivo de desenvolver cultivares de
mamoneira mais produtivas, com maiores niveis de resisténcia as doengas e pragas e com
outras caracteristicas agronomicas desejaveis (VIEIRA & LIMA, 2006; FREIRE et al., 2001).

O programa do IAC possui em colecdo, germoplasmas introduzidos de diversos
estados e paises, além de cerca de 500 linhagens e progénies obtidas através de hibridagao
artificial e selecao de plantas (SAVY FILHO, 2005).

Diversas cultivares foram desenvolvidas pelo IAC, distintas pela sua performance
agrondmica, podendo-se destacar: IAC 38, Campinas, Guarani, IAC 80 e IAC 226.

Na Bahia, principal produtor nacional, o programa de melhoramento de mamona
iniciou-se na década de 60 pelo Instituto de Pesquisa Agropecuaria do Leste — Ipeal (VIEIRA
& LIMA, 2006; FREIRE et al., 2001) e, a partir de 1974, passou a ser conduzido pela
Empresa de Pesquisa Agropecudria da Bahia — Epaba, através da qual foram lancadas diversas
cultivares com a sigla SIPEAL, como a SIPEAL 28.

Mais recentemente, ha cerca de quinze anos, a Embrapa / CNPA — Centro Nacional de
Pesquisa de Algoddo, Campina Grande — PB, vem desenvolvendo tecnologia de produgao
com foco principal nas caracteristicas ecoldgicas do semi-arido nordestino. Ha duas cultivares
comerciais disponiveis, a BRS 149 (Nordestina) ¢ BRS 188 (Paraguagu) (SAVY FILHO,
2005).

Outras Instituigdes de Pesquisa, bem como algumas empresas de processamento de
6leo e derivados, também se encontram envolvidas no aperfeicoamento de tecnologias de
produ¢do de mamona.

Vérios problemas inerentes a cultura da mamona ja foram solucionados pelo
melhoramento genético, tais como aumento da produtividade e teor de 6leo na semente;
diminuicdo do porte da planta e do grau de deiscéncia do fruto; aumento do nivel de
resisténcia a algumas das principais doengas que ocorrem no pais (VIEIRA & LIMA, 2006;

FREIRE et al., 2001). No entanto, o emprego de sementes produzidas ou coletadas pelos
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proprios agricultores predomina em grande parte da area sob cultivo no Pais, ocasionando
variedades locais com caracteristicas agrondmicas indesejaveis.

Com vistas a solucionar os problemas existentes, as pesquisas com enfoque no
melhoramento da cultura da mamona devem atender aos seguintes objetivos: aumento da
produtividade; precocidade; porte da planta; grau de deiscéncia do fruto; teor de 6leo na
semente; resisténcia as principais pragas e doengas. Segundo Laureti & Brigham (1987) apud
Savy Filho (1999), alguns caracteres devem ser considerados no melhoramento para compor
os atributos de cultivares e hibridos, tais como: coloragdo da haste, tolerdncia a seca,

espinhos, racemo etc.

2.2. Variabilidade genética atraves de polimorfismos de DNA

Os programas de melhoramento de plantas t€ém papel fundamental no desenvolvimento
de novas variedades com desempenho agrondmico superior. A selecdo de genitores utilizados
no melhoramento ocorre com base na variabilidade genética da espécie, sendo esta, segundo
Bered et al. (2000), determinada pelos efeitos genéticos e ambientais. O cruzamento de
materiais progenitores superiores objetiva, freqiientemente, a maximizagdo da distancia
genética com a finalidade de recombinar genes ou complexos génicos em novas combinagdes
génicas favoraveis (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

Os marcadores de DNA ou moleculares representam uma alternativa ao acesso da
variabilidade genética existente em populagdes, possibilitando, ainda, um aumento na
eficiéncia de sele¢do, melhor conhecimento e caracterizacdo do germoplasma e maximizagao
de ganhos genéticos, objetivos constantemente perseguidos pelo melhoramento de plantas
(MILACH, 1998).

A utilizagdo de marcadores moleculares no melhoramento de plantas possibilita o
acesso direto ao gendtipo, permitindo a sele¢dao de individuos superiores, portanto, sem sofrer
os efeitos da interacdo genotipo-ambiente. Nesse contexto, diversos métodos tém sido
empregados na caracterizagdo molecular da diversidade genética existente em germoplasmas
de espécies de interesse agronomico. Segundo Milach (1998), os distintos tipos de marcadores
moleculares disponiveis diferenciam-se pela tecnologia utilizada para revelar variabilidade em
nivel de DNA e, assim, variam quanto a habilidade em detectar diferengas entre individuos,
custo, facilidade de uso, consisténcia e repetibilidade. Um niimero teoricamente ilimitado de
marcadores moleculares altamente polimorficos pode ser obtido em qualquer organismo vivo,

através de diversas técnicas, tais quais: isoenzimas, RFLP, RAPD, microssaté¢lites e AFLP.
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Todavia, independentemente do método e da espécie a serem utilizados nas analises
moleculares, ¢ imprescindivel a obtengdo de DNA de alto peso molecular nas etapas
preliminares do estudo. O grande nimero de individuos geralmente envolvidos nesses
trabalhos impde a necessidade de extrair DNA de forma répida e eficiente. Diversos
protocolos para o isolamento de DNA encontram-se descritos na literatura, refletindo a
variabilidade bioquimica que pode ser encontrada em diferentes plantas e tecidos. Tais
diferengas de composi¢ao impossibilitam o desenvolvimento de um protocolo tnico ideal para

diferentes espécies vegetais (ROMANO, 1998).

2.2.1. Extragéo de DNA

A obtencdo de DNA permite andlises de organismos asselvajados e transgénicos,
estudos de integrag¢do de genes transformantes, isolamento de genes homologos e heterélogos,
estudos de variabilidade genética de populagdes, bem como taxonomia de organismos
(VALADARES-INGLES & MELO, 1998). DNA genomico pode ser obtido em qualquer
estagio de desenvolvimento da planta, constituindo indiretamente umas das vantagens
apresentadas nas analises de polimorfismo através de marcadores moleculares.

Fatores como quantidade e pureza sdo extremamente relevantes na escolha de um
protocolo para isolamento de DNA, no intuito de fornecer material intacto, livre de
substancias que podem inibir reagdes enzimaticas e livre de contaminacdo por DNA ndo-
nuclear (por exemplo, de cloroplasto e mitocondria).

Uma das consideragcdes mais importantes em qualquer procedimento de extragdo de
DNA de plantas ¢ a maneira utilizada para coletar e preservar o tecido vegetal, a qual ird
afetar significativamente o processo, a depender da condicdo do tecido antes da extracao.
DNA de plantas oferece maiores dificuldades de obten¢do quando comparado a DNA de
origem animal, devido a presenca de metabolitos secundarios e polissacarideos que interferem
com o procedimento de extracdo e co-purificam com o DNA (TOWNER, 1991). Alguns
desses problemas podem ser superados quando utilizado material vegetal jovem. De acordo
com Ferreira & Grattapaglia (1998), tecido novo colhido na fase ativa de crescimento das
plantas freqiientemente fornece os melhores resultados.

De modo geral, todos os procedimentos para extracdo de DNA envolvem a quebra ou
digestdo de paredes e membranas para liberacdo dos constituintes celulares. Essa etapa,
geralmente, ¢ realizada em presenca de gelo seco ou nitrogénio liquido e posterior quebra

mecanica. Para extragdes em pequena escala, freqiientemente destinadas a rea¢des de PCR,
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as preparacoes podem ser realizadas somente na presenca de tampao de extragio (ROMANO
& BRASILEIRO, 1999).

Apbs a etapa inicial de quebra, o DNA ¢ liberado em tampao de extracdo que
normalmente contém detergentes, sendo o CTAB (cetyl trimethyl ammonium bromide),
segundo Ferreira & Grattapaglia (1998), amplamente utilizado em espécies vegetais. O pH do
tampao de extracdo, em torno de 8,0, juntamente com o detergente EDTA
(ethylenediaminetetraacetic acid), comumente adicionado ao tampdo, fornecem protegdo
contra nucleases endogenas. O EDTA ¢ um agente quelante de cations divalentes, como Mg
e Ca™ e, portanto, inibe a acio de DNAses que usam metais como co-fatores (SAMBROOK
etal., 1989).

Para evitar os efeitos indesejaveis da oxidacdo, diferentes produtos podem ser
incluidos nos tampoes de extragdo, como PVP (polyvinylpyrrolidone) e/ou BSA (bovine
serine albumine). O PVP é um antioxidante que inibe a agdo de compostos fendlicos,
enquanto que o BSA atua absorvendo os polifenois, evitando, portanto, a acdo dessas
substancias que tornam o DNA oxidado e inacessivel as enzimas de restrigdo. O agente
redutor 2-mercaptoetanol protege o DNA contra as atividades de enzimas tais como
peroxidases e polifenoloxidases, desnaturando-as (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

Na proxima etapa, ¢ realizada uma extracao com solventes organicos, como fenol e/ou
cloroférmio:alcool isoamilico para desnaturagdo das proteinas, as quais ficam retidas na
interface, enquanto que o DNA e outros contaminantes mantém-se na fase aquosa.

Apos a etapa de desproteinizacdo, o DNA pode ser precipitado ou sofrer diferentes
tratamentos que o separam dos outros componentes (ROMANO, 1998). A adicao de alcool
(isopropanol ou etanol) a fase aquosa promove a precipitagdo do DNA na presenca de sal, que
pode ser sedimentado por centrifugagao.

Ao término do isolamento, o DNA ¢ lavado e suspendido em 4gua ou tampdes que
permitam seu armazenamento. Purificagdes por centrifugacao em gradientes de densidade de
CsCl, apesar de laboriosas, sdo eficientes na remocao de RNA, polissacarideos, proteinas e

outros contaminantes da amostra de DNA (ROMANO & BRASILEIRO, 1999).

2.2.2. Marcadores moleculares RAPD

A utilidade dos marcadores moleculares ¢ geralmente determinada pela tecnologia
utilizada para revelar polimorfismos baseados em DNA (BARDAKCI, 2001). Marcadores
moleculares do tipo RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA; WILLIAMS et al., 1990)

sao largamente empregados na analise da variabilidade genética de espécies cultivadas e
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individuos geneticamente relacionados, dentre outros propdsitos. Esta técnica baseia-se na
detecgdo de polimorfismos de DNA através da amplificagdo por PCR (Polimerase Chain
Reaction; MULLIS & FALOONA, 1987), revelando diversos loci dispersos pelo genoma.

O sucesso da andlise por meio de RAPD deve-se especialmente ao fato de que a
técnica proporciona um grande numero de marcadores genéticos que requerem quantidades
reduzidas de DNA sem a necessidade de clonagem, seqiienciamento ou qualquer outra
caracterizagdo molecular do genoma da espécie em questdo (BARDAKCI, 2001).

A base genética dos marcadores RAPD define-se no emprego de oligonucleotideos
curtos (geralmente decameros) de seqii€ncia arbitraria que hibridizam com seqiiéncias
gendmicas complementares, quando submetidos a condigdes apropriadas de temperatura na
reacdo de amplificacdo. Para que ocorra amplificagdo, hd necessidade de que os sitios
complementares ao oligonucleotideo iniciador estejam localizados a uma distancia de até
4000 pares de bases e em orientacdo oposta, de maneira a permitir a amplificagdo exponencial
de um segmento de DNA pela DNA polimerase (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

Os produtos resultantes da amplificagdo por RAPD podem ser resolvidos em géis de
agarose ou poliacrilamida, visualizados apds colora¢do com nitrato de prata ou brometo de
etideo (EtBr) sob luz UV, sendo os polimorfismos inferidos pela presenga ou auséncia de
fragmentos de DNA amplificados (bandas) no gel.

O polimorfismo detectado por marcadores RAPD ¢ gerado por mutagdes ou por
rearranjos (inser¢des ou delecdes) entre os dois sitios ou no proprio sitio de hibridizagdo do
iniciador. Diferengas em apenas um par de bases (mutagdes de ponto) podem ser suficientes
para inibir a amplificagdo (LOPES et al., 2002). Em geral, cada iniciador dirige a
amplificacdo de diversos discretos locos no genoma, de forma que o alelismo ndo ¢
distinguivel nos padrdes RAPD, sendo, portanto, classificado como um marcador dominante.

Embora um grande numero de pesquisadores tenha utilizado os marcadores RAPD
como método de investigacdo de diversidade genética, a baixa reprodutibilidade da técnica
deve ser considerada, devido a sua extrema sensibilidade as condi¢des da rea¢do. Segundo
Lopes et al. (2002), a quantidade e a qualidade do DNA, a concentra¢do de ions magnésio e
da enzima Taq polimerase sdo alguns dos aspectos que devem ser considerados nos ensaios de
RAPD, necessitando, sobretudo, de rigor na leitura e analise dos fragmentos visualizados no
gel. Dessa forma, alguns cuidados devem ser tomados na padronizacdo da técnica em
laboratorio, para a caracterizagdo de cultivares (MILLACH, 1999).

A caracterizacdo molecular em associagdo com a avaliagdo da divergéncia genética de

mamona tém sido pobremente investigadas. Todavia, inimeras pesquisas foram conduzidas
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com sucesso na caracterizagdo genética de espécies pertencentes a familia Euphorbiaceae,
com especial destaque para a mandioca (Manihot esculenta) e a seringueira (Hevea
brasiliensis), parentes mais proximos da mamona (WEISS, 1983). Diversas dessas analises
foram conduzidas através da técnica de RAPD, devido as suas reconhecidas vantagens frente
aos demais marcadores moleculares utilizados.

Carvalho & Schaal (2001) utilizaram marcadores baseados em PCR, na tentativa de
analisar diversos temas relacionados a cole¢do de germoplasma brasileiro de mandioca. Os
objetivos desse trabalho incluiram a resolu¢do de questdes especificas, como: a) Qual a
relacdo entre espécies de mandiocas cultivadas proximamente agrupadas com base na
morfologia? b) Marcadores moleculares e caracteres agrondmicos revelam o mesmo padrao
de relagdo entre acessos de mandioca? c) Qual a diversidade genética de cultivares num
mesmo habitat e entre diferentes habitats no Brasil? Os estudos interespecificos permitiram a
confirmagdo da relagdo de similaridade entre a mandioca e seus relativos silvestres, Manihot
esculenta ssp. esculenta com Manihot esculenta ssp. flabellifolia, bem como identificaram
diversas outras espécies selvagens intimamente relacionadas. Os marcadores moleculares
permitiram, ainda, o agrupamento das variedades, de acordo com a sua regido de cultivo no
Brasil. No entanto, o agrupamento de acessos baseados em caracteres agronomicos nao foi
completamente congruente com o padrao de similaridade revelado pelos marcadores RAPD.

Miihlen et al. (2000), por meio do polimorfismo gerado por RAPD, quantificaram a
variabilidade genética de etnovariedades de mandioca e examinaram a distribuicdo entre
grupos de etnovariedades de diferentes locais de origem e tipos, o que permitiu a separacao de
variedades de mandioca de mesa das bravas. Costa et al. (2003), também analisaram a
diversidade genética, através de RAPD, entre acessos de mandioca de diferentes
procedéncias, pertencentes ao Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Amazonia Oriental,
observando variabilidade potencial para o programa de melhoramento genético e informagdes
uteis para o direcionamento de coleta de germoplasma para enriquecimento do BAG.
Colombo et al. (2000) encontraram reduzida estrutura genética revelada por 88 bandas RAPD
polimérficas, num estudo de diversidade genética de germoplasma americano de mandioca,
associando os resultados a alta freqiiéncia de troca de materiais botanicos entre pequenos
produtores, pratica bastante comum em materiais de propagacao vegetativa.

Em outro estudo com marcadores RAPD, conduzido por Faleiro et al. (2005), buscou-
se avaliar a similaridade entre acessos, mantidos no banco de germoplasma da Embrapa
Cerrados, os quais apresentavam caracteristicas morfoldgicas tipicas da etnovariedade

‘Buriti’. Santos et al. (2005) utilizaram marcadores RAPD num estudo de variabilidade
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genética entre acessos de mandioca de raizes de coloracdo amarelo-laranja, presentes no
banco de germoplasma da Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical. O objetivo deste estudo
foi fornecer subsidios aos trabalhos de melhoramento, tornando possivel a obten¢do de novas
variedades de mandioca com elevados teores de -caroteno, pigmento que, ao ser ingerido, ¢
transformado, no figado, em vitamina A.

Venkatachalam et al. (2004) identificaram um marcador RAPD de 1,4 Kb, especifico
para nanismo, em clones altamente produtivos de seringueira (Hevea brasiliensis), utilizando
um total de 115 oligonucleotideos, dos quais, 19 produziram bandas nitidas. A detec¢do de
marcadores RAPD em progénies de hibridos indica o potencial desta ferramenta na
identificacao de segmentos do genoma herdados apos diferentes métodos de hibridizagdo em
espécies arboreas perenes. Diferente estudo com seringueira foi conduzido por Marques et al.
(2002), empregando marcadores RAPD para acessar a variabilidade genética de nove clones,
onde encontrou uma alta diversidade, capaz de evidenciar uma ampla base genética envolvida
no programa de melhoramento conduzido pelo Centro de Pesquisas do Cacau, no Estado da
Babhia.

Marcadores RAPD foram também utilizados por Wincler et al. (2003) na
determinagdo da diversidade genética de popula¢des de amendoim-bravo (Euphorbia
heterophylla L.), cuforbidcea daninha resistente aos herbicidas inibidores da enzima
acetolactato sintase, revelando variabilidade quanto a resisténcia ao herbicida entre
populacdes que ocorrem no planalto do Estado do Rio Grande do Sul.

Estudos de diversidade genética foram conduzidos com Phyllanthus amarus,
importante planta medicinal, com propriedades antivirais, utilizada no tratamento contra
infeccdes por hepatite. O estudo de acessos de P. amarus, coletados de diferentes localidades
geograficas da India, permitiu avaliar a extensdo da polinizagdo cruzada e o fluxo génico
através da técnica de RAPD (JAIN et al., 2003).

Duas popula¢des de Mabea fistulifera, importante espécie arborea recomendada em
programas de preservacdo de ambientes degradados, foram investigadas através de suas
caracteristicas genéticas e ecoldgicas, no intuito de fornecer informagdes sobre a ecologia e a
evolucdo da espécie, podendo ser util em estratégias de conservagdo ¢ manejo de populagdes.
No trabalho conduzido por Goulart et al. (2005), os dados genéticos foram acessados por
meio de 43 marcadores RAPD, revelando maior variagdo genética dentre individuos de uma

populacao e cerca de 9% de variagdo localizada entre as populagdes.



3. METODOLOGIA

3.1. Material vegetal

O material vegetal utilizado no presente estudo foi cedido pela Embrapa Tabuleiros
Costeiros (Unidade de Execucdo de Pesquisa de Rio Largo), constituindo 10 variedades de
mamona (Ricinus communis L.), provenientes da Embrapa Algoddo (CNPA) (Tabela 1).
Amostras dos genotipos foram obtidas na Estacdo Experimental de lgaci, localizada no
municipio de Igaci, Estado de Alagoas, em duas coletas realizadas, cada uma, nos meses de
agosto e outubro de 2005.

Amostras de folhas frescas foram coletadas do campo e encaminhadas ao Laboratério
de Genética Molecular, Genémica e Proteémica (GEMPRO) pertencente ao Centro de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Alagoas (CECA / UFAL), localizado no
municipio de Rio Largo, Estado de Alagoas, para fins de extracdo de DNA gendmico e
posteriores analises biomoleculares. Cada uma das amostras consistia de folhas coletadas de
plantas em estadios intermediarios de crescimento. O material vegetal coletado foi envolto em
papel toalha e armazenado em sacos plasticos, devidamente identificados e acondicionados
em caixas de isopor contendo bolsas de gelo em gel para auxiliar na manutencdo da
integridade do material durante o seu transporte do municipio de Igaci ao Laboratorio
GEMPRO, em Rio Largo, onde foram armazenadas a 4° C até o0 momento do isolamento de
DNA.

Tabela 1. Geno6tipos de mamona (Ricinus communis L.) utilizados no estudo de variabilidade

genética por meio de marcadores RAPD.

GENOTIPO

CNPAM 2002 - 189
CSRN 142
CNPAM 2002 - 219
EPABA OURO
CNPAM 2002 - 135
CSRD 2
CNPAM 2002 - 154
CNPAM 2002 - 157
BRS 149 - NORDESTINA
BRS 188 - PARAGUACU
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Diante da variabilidade fenotipica dos genotipos, como por exemplo no padrao da cor,
forma e tamanho das sementes (Figura 4), procedeu-se uma avaliacdo qualitativa das plantas,
ainda em campo, para detecgdo do padrdo predominante e consequente selecdo das amostras
de trabalho.
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Figura 4. Variabilidade fenotipica observada nas sementes
dos gendtipos CNPAM 2002 189 (A), CSRN 142 (B),
CSDR 2 (C), CNPAM 2002 154 (D), CNPAM 2002 135
(E),CNPAM 2002 157 (F), CNPAM 2002 219 (G), EPABA
OURO (G).

3.2. Extrac@o do DNA gendmico total

Para o isolamento do DNA gendmico total foram testados dois protocolos, ambos
utilizando CTAB 2% na composi¢do do tampéo de extragdo. Inicialmente, o isolamento de
DNA dos genotipos de mamona foi realizado com base no protocolo descrito por Graham et
al. (1994) com algumas modificagOes abaixo descritas. Um protocolo alternativo foi proposto,

considerando-se passos descritos em metodologias utilizadas por diferentes autores.
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A quantidade de tecido foliar utilizada no isolamento variou de 50 a 150 mg. As
paredes e membranas celulares foram rompidas por meio de maceracgéo do tecido vegetal em

microtubos, na presenca do tampéo de extracdo. O DNA isolado foi acondicionado a -20° C.

3.2.1. Protocolo Graham et al. (1994) modificado

Tecido foliar fresco foi macerado dentro de microtubos contendo 500 pL de solugéo
do tampao de extracdo [2 % (m/v) CTAB, 100 mM Tris-HCI, 1,4 M NaCl, 20 mM EDTA, pH
8,0]. Depois de homogeneizadas, as amostras foram incubadas em banho-maria a 65° C
durante 30 minutos. Apds esse tempo, os tubos foram centrifugados a 11.336g por 5 minutos.
O sobrenadante foi coletado e transferido para um novo microtubo. Adicionou-se 0 mesmo
volume de CIA (24:1) e, em seguida, os tubos foram invertidos 3 vezes durante 2 minutos,
para formar uma emulsdo homogénea. Apds centrifugar a 12.045g por 30 segundos, 0
sobrenadante foi cuidadosamente coletado e transferido para um novo microtubo. Adicionou-
se 1/10 do volume coletado de acetato de amonio 7,5 M e 2 vezes o volume de etanol absoluto
gelado (previamente armazenado a -20° C). Os tubos foram cuidadosamente invertidos para
precipitacdo do DNA e, em seguida, incubados a -20° C por, no minimo, uma hora. Apos
centrifugar a 12.045g por 90 segundos, foi descartado o sobrenadante. O precipitado de DNA
foi lavado com etanol 70 % e os tubos foram invertidos para secar a temperatura ambiente. O
DNA extraido foi dissolvido em 80 uL de TE [Tris-HCI 10mM, EDTA 1mM, pH 8,0] e

incubado em banho-maria a 37° C por 30 minutos.

3.2.2. Protocolo alternativo proposto (CUNHA et al., 2006)

A solugdo do tampdo de extragdo CTAB 2% foi acrescentado PVP (Sigma, PM
360.000) na proporgédo de 100 mg para 1g de material vegetal, segundo metodologia descrita
por Warude et al. (2003). A concentracdo de NaCl no tampédo de extracdo foi elevada para
2M, de acordo com metodologia de Purchooa (2004). Foram estabelecidas as seguintes
alteracGes nas demais etapas do protocolo: (1) adicdo do tampdo de extracdo (pré-aquecido a
70° C) ao macerado de folhas frescas, numa proporcao de 4:1 (tampéo: folhas) (v/m); (1)
reducdo do tempo de incubacdo das amostras para 10 minutos a uma temperatura de 70° C;
(1) repeticdo das etapas de adigéo de CIA (24:1) e centrifugacdo a 12.045g por 30 segundos
por duas vezes subsequentes; (IV) adicdo de acetato de aménio 7,5 M, igual volume de
isopropanol gelado (previamente armazenado a -20° C) e 250 uL de NaCl 5 M para

precipitacdo do DNA; (V) reducéo do tempo de incubacdo a -20° C para 30 minutos, segundo



CUNHA, M. A. S. 2006. Andlise molecular da variabilidade genética entre genotipos de Ricinus com... 19

descrito por Sharma et al. (2000); (VI) centrifugacdo a 3.287g por 5 minutos para
sedimentacdo do DNA.

3.2.3. Qualidade e pureza do DNA

Para determinacdo da qualidade do DNA, uma aliquota de 5uL de cada amostra foi
analisada através de eletroforese em gel de agarose 0,8 %, previamente corado com brometo
de etidio (0,5 pg/mL), submetido a 3,3 V/cm por uma hora. DNA genémico foi visualizado
em transiluminador de luz UV e fotodocumentado por meio do Sistema Digital Kodak

Science.

3.3. Amplificacdo RAPD-PCR

Onze iniciadores decameros arbitrarios (IDT®, Integrated DNA Technologies, Inc)
foram testados e, destes, sete foram adotados nas reagdes RAPD por produzirem padroes
consistentes e revelarem a presenca de DNA polimdrfico. Os oligonucleotideos empregados

no estudo encontram-se descritos a seguir com suas respectivas seqiiéncias:

Tabela 2. Oligonucleotideos iniciadores utilizados nas analises RAPD.

PRIMER SEQUENCIA DO INICIADOR (5’ 3’) TEOR DE GC (%)
OPA1 CAGGCCCTTC 70,0
OPA 2 TGC CGAGCTG 70,0
OPA3 AGT CAG CCAC 60,0
OPA 4 AAT CGG GCT G 60,0
OPA7 GAAACG GGTG 60,0
OPA S8 GTGACGTAGG 60,0
OPA9 GGG TAACGCC 70,0
OPA 10 GTGATC GCAG 60,0
OPA 16 AGC CAG CGAA 60,0
OPA 18 AGG TGACCGT 60,0
OPA 20 GTT GCGATCC 60,0

Cada reacdo de amplificacdo compreendeu um volume total de 50 pL, consistindo de
dNTPs Mix 200uM, Tampédo PCR 1 X (Tris-HCI 50mM, KCI 20 mM), MgCl, 2mM, 0,5 uM
de cada iniciador, 8U de Tag DNA polimerase (Biosystems), 20 ng de DNA genémico, agua
Milli Q estéril. As amplificacbes foram conduzidas num termociclador PTC-200 Peltier
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Thermal Cycler (MJ Research), empregando-se um programa com etapa inicial de pré-
desnaturacdo a 92° C por 4 minutos, seguida de 40 ciclos de 45 segundos a 92° C, 1 minuto e
30 segundos a 40° C e 1 minuto e 30 segundos a 72° C. Apos, foi realizado um ciclo adicional
de extensé&o final de 5 minutos a 72° C.

Os produtos das reacdes de amplificacdo foram resolvidos em gel de agarose 2% (p/v),
submerso em tampédo TBE (Tris-borato 89mM, EDTA 2mM), aplicando-se 3 V/cm durante 5
horas. Foi utilizado o marcador de 1Kb (Promega) como padrdo para estimativa do peso
molecular dos fragmentos amplificados. O gel foi posteriormente corado com brometo de
etideo (0,5 pg/mL), visualizado sob luz UV e fotodocumentado através do Sistema Digital

Kodak Science.

3.3.1. Anélise fenetica

Os fragmentos gerados pelas amplificagdes RAPD foram analisados e codificados
quanto a presenca (1) ou auséncia de bandas (0) de DNA homdlogas dentre as variedades, 0
que permitiu a construcdo de uma matriz de dados binaria. A partir dos dados obtidos, a
similaridade genética dos gendtipos foi estimada utilizando os coeficientes de Jaccard e
Sorensen-Dice do programa NTSYS-pc [Numerical Taxonomy and Mulltivariate Analysis
System; versdo 2.1; Rohlf (2000)]. A andlise de agrupamento dos materiais foi efetuada
através do método UPGMA (unweighted pair-group method with arithmetic averages), onde a
média da similaridade entre os individuos é baseada no ndmero total dos individuos dos
grupos formados. Os resultados gerados pela analise do agrupamento foram plotados em um
fenograma para demonstrar a distancia genética entre os genotipos. Matrizes de similaridade
geradas por ambos os coeficientes foram ainda utilizadas para célculo do coeficiente de
correlacdo, objetivando verificar o grau de relacionamento entre os coeficientes de

similaridade.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Andlise da extracdo de DNA genémico

DNA genomico isolado de tecido foliar de dez gendtipos de Ricinus communis L. foi
submetido a andlise através de eletroforese em gel de agarose. Com base nos protocolos
testados nesse estudo, foram avaliados, principalmente, parametros como qualidade do DNA,
tempo de execugdo dispensado no processo de isolamento e eficiéncia no isolamento de DNA
de todos os genotipos.

Quando empregado o protocolo para extragdo de DNA gendmico de Graham et al.
(1994) modificado, foi possivel a obtengdo de DNA de boa quantidade e qualidade dos

gendtipos analisados, como observado na Figura 5.

Figura 5. Perfil eletroforético de DNA total extraido de folhas de R.
communis L., através do protocolo de Graham et al. (1994)
modificado. (A) Colunas de 1 a 10 correspondem aos gendtipos
descritos na Tabela 1. (B) Cultivar BRS 149 (colunas 1, 2 e 3) e
Cultivar BRS 188 (colunas 4, 5 ¢ 6).

Essa metodologia de extragdo de DNA caracterizou-se pela utilizacdo de reduzida
quantidade de tecido foliar; pelo baixo custo do processo, onde volumes reduzidos de
solugdes quimicas sdo utilizadas; e finalmente por ndo apresentar compostos volateis e
toxicos em sua composicdo, como por exemplo, o 2-B-mercaptoetanol, antioxidante
largamente empregado no isolamento de DNA de plantas com altos niveis de compostos
fenolicos.

A maioria dos protocolos utilizados no isolamento de DNA de espécies de plantas com

altos niveis de compostos secundarios constitui versdes modificadas de protocolos padrdes,
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incluindo comumente mudancas na composi¢do do tampao de extracdo. No entanto, este
procedimento freqiientemente acaba por fornecer DNA em baixa quantidade. Baseando-se no
protocolo alternativo (Cunha et al., 2006) proposto neste estudo, foi possivel isolar DNA de
alto peso molecular, com reduzido dispéndio de tempo sem, contudo, comprometer a sua
reprodutibilidade. Bandas de DNA de alto peso molecular podem ser observadas através da

Figura 6.

Figura 6. Analise eletroforética de DNA total proveniente de duas
extragdes de DNA (A e B) de tecido foliar de R. communis L.,
através do protocolo alternativo proposto. Colunas de 1 a 10
correspondem aos genotipos descritos na Tabela 1.

As classes de substancias como alcaldides, esteroides, flavondides, saponinas, taninos,
compostos fenolicos (FONSECA, 2001), glicosidos e triterpenos (HILAL et al, 1979 apud
RODRIGUES et al., 2002) presentes nas folhas de mamona podem interferir no processo de
isolamento e, conseqiientemente, em digestbes de DNA e PCRs, por formar
caracteristicamente uma matriz espessa, marrom e gelatinosa (Figura 7). A redugdo do tempo
de incubagdo das amostras para 10 minutos, a adicdo de PVP (PM 360.000) ao tampao de
extracdo CTAB 2% e, ainda, o emprego de NaCl em alta concentragdo (5M) auxiliou na
redu¢do dos teores de polissacarideos, polifendis e compostos secundarios, bem como
resultou numa desaceleracao do processo oxidativo, bastante comum durante as etapas iniciais

do isolamento de DNA desta espécie, otimizando a cor da solu¢ao do 4cido nucléico obtido.

Figura 7. Amostras apds etapa de incubagdo a 70°. A) Matriz viscosa e
marrom caracteristicamente formada apds exposi¢do prolongada em banho-
maria. B) Otimizagdo do aspecto da amostra apds redug¢do no tempo de
incubagdo, adi¢do de PVP e NaCl 2M ao tampao CTAB.
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Nao foram verificadas diferencas significativas acerca da repeti¢ao da adicao de CIA
(24:1) em relagdo ao protocolo de Graham et al. (1994). No entanto, alguns genoétipos,
especialmente CNPAM 2002-219, BRS-149 Nordestina e BRS-188 Paraguacgu apresentaram
um acimulo de substincias gelatinosas, em diversos graus de concentracdo, apos a
desproteinizagdo, presentes na fase superior do tubo (Figura 8). Nesses casos, tais substancias
acabavam por influenciar o aspecto final do DNA e, ainda, intervinham na sua solubilizagao

em TE ao final do processo.

Figura 8. Aspecto gelatinoso na parte superior do tubo, evidenciado apds
desproteinizagao; variedades CNPAM 2002-219 (A) e BRS 149 (B).

Nao obstante, nas analises dos métodos utilizados, a qualidade do DNA isolado ndo foi
completamente satisfatoria, devido ao co-isolamento de compostos indesejaveis. Permingeat
et al.(1998) propds o emprego de glicose 0,5M como constituinte do tampao de extragdo
CTAB para o isolamento de DNA de algodao (Gossypium hirsutum L.). Foi constatado que a
adicdo de glicose naquela concentracdo funcionou como agente redutor, elevando
drasticamente a qualidade do DNA e inibindo a contaminagdo e o escurecimento causado
pelos polifenois.

Purchooa (2004), conduzindo experimentos com lichia (Litchi chinensis Sonn)., testou
diferentes quantidades de materiais, constatando que a relagdo 4:1 (v/m) (tampao/material
vegetal) constitui a minima necessaria para obtengdo de DNA puro.

Das diferentes etapas e modificagdes seguidas em ambos os protocolos, verificou-se
que a utilizac¢do de folhas bastante jovens implicava numa maior oxida¢do do material durante
a etapa inicial de extragdo na presenga do tampao, tendo sido preferido o emprego de folhas
em estagio intermedidrio de crescimento, uma vez que folhas maduras contém altos niveis de
compostos secundarios e apresentam-se menos tenras, dificultando inclusive a maceragao. Foi
ainda constatado relativo dispéndio de tempo na preparagdo de um grande nimero de
amostras destinadas a maceracdo, devido a sua realizagdo em microtubos, o que acabou
retardando o processo em geral, sugerindo a substitui¢do dos microtubos por outros materiais,

caso se julgue necessaria uma redugdo no tempo de execucao da extragao.
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E oportuno ainda destacar que a maior parte das extragdes foi realizada partindo-se de
amostras armazenadas a 4° C por periodos de tempo maiores até¢ do que 24 horas, deixando,
portanto, de constituir material completamente fresco, como recomenda a literatura para as
demais espécies vegetais (Ferreira & Grattaplaglia, 1998). Uma vez que, os gendtipos a serem
analisados, com vistas a deteccdo de variabilidade genética, eram provenientes de
experimento instalado em um municipio geograficamente distante do laboratorio onde seriam
processados, era inevitdvel o armazenamento em geladeira até o momento do isolamento de
DNA.

Os padroes de amplificagdes por PCR apresentados adiante nesta discussdo
evidenciam a eficiéncia de ambos os protocolos no isolamento de DNA, prestando-se para
aplicagdes analiticas, tais como RAPD. E importante salientar que os dados aqui
apresentados, embora bastante satisfatorios, constituem resultados preliminares, sugerindo a
otimizagdo dos protocolos utilizados, a fim de apresentarem boa reprodutibilidade em
diversas preparagoes, especialmente quando se destinarem as demais tecnologias moleculares,

nas quais ¢ essencial o emprego de DNA integro.

4.2. Andlise da amplificacdo RAPD-PCR
A técnica de RAPD foi utilizada para a detec¢ao de polimorfismo entre dez genotipos
de R. communis. Os sete oligonucleotideos iniciadores selecionados geraram 57 bandas
polimorficas (Tabela 3). O nimero de marcadores polimdrficos amplificados variou entre 5 e
10, com média de 7,5 bandas por iniciador.
Tabela 3. Bandas monomorficas e polimorficas dos genotipos de

mamona, geradas pelas amplificagoes RAPD-PCR com os iniciadores
selecionados para analise.

Primer Seqiiéncia Bandas Total
(5°—>3) Polimorficas
OPA 1 CAG GCCCTTC 7 7
OPA 2 TGC CGAGCTG 9 9
OPA 4 AAT CGG GCT G 10 10
OPA 9 GGG TAACGCC 10 10
OPA 10 GTG ATC GCA G 6 7
OPA 16 AGC CAG CGAA 10 10
OPA 20 GTT GCG ATC C 5 7

Dentre os fragmentos amplificados, revelou-se a ocorréncia de padrdes de bandas
especificos para o gendtipo CNPAM 2002-189, evidenciados nas reagdes com os iniciadores

OPA 9 ¢ OPA 20, onde podem ser respectivamente observados a presenga de uma banda de
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aproximadamente 2350 pb e a auséncia de um fragmento de 1500 pb comum aos demais

genotipos (Figura 9).

2350 pb

1500 pb

Figura 9. Produtos da amplificagio RAPD dos genétipos de mamona
CNPAM 2002-189 (1), CSRN 142 (2), CNPAM 2002-219 (3), Epaba Ouro
(4), CNPAM 2002-135 (5), CSRD 2 (6), CNPAM 2002-154 (7), CNPAM
2002-157 (8), BRS-149 Nordestina (9), BRS-188 Paraguagu (10), gerados
pelos iniciadores OPA 9 (A) e OPA 20 (B).

A analise das amplifica¢cdes permitiu a constru¢do de matrizes com dados de valores
de similaridades genéticas entre os genotipos, gerados pelos coeficientes de Jaccard e Dice
(Tabelas 4 e 5, respectivamente) e posterior elaboracdo do fenograma resultante .

Foi encontrada uma correlagao cofenética de 0.73 entre a matriz de similaridade e o
dendrograma gerado pelo coeficiente de Jaccard, enquanto que para o coeficiente de Dice o
valor encontrado foi de 0.69, indicando a acuracidade na representagdo da estimativa da

similaridade genética entre os genotipos sob forma de dendrograma.
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Tabela 4. Matriz de similaridade genética entre dez gendtipos de R. communis estimada
pelo coeficiente de Jaccard.

GENOTIPOS 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

—_

.CNPAM189 1.0000

2. CSRN142 0.5862  1.0000

3. CNPAM219 0.3421 0.4722  1.0000

4. EPABAOURO 0.2000 0.2941 0.5313  1.0000

5. CNPAM135 0.1220  0.2308 0.2326 0.2222  1.0000

6. CSRD2 0.3714 0.6129 0.3095 0.1795 0.4706 1.0000

7. CNPAM154 03611 0.5455 0.4359 02703 0.4571 0.5588 1.0000

8. CNPAM157 0.1500 0.3333 0.3250 0.2941 0.6552 0.3889 0.5938 1.0000

9. BRS149 0.1944  0.2857 0.3250 0.4138 0.3636 0.3056 0.4118 0.4516 1.0000

10. BRS188 0.1795 0.2632 0.4324 0.5172 0.2000 0.1905 0.2750 0.4516 0.4063 1.0000

Tabela 5. Matriz de similaridade genética entre dez genotipos de R. communis estimada
pelo coeficiente de Dice.

GENOTIPOS 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

—_

. CNPAM189 1.0000

2. CSRN142 0.7391  1.0000

3. CNPAM219 0.5098 0.6415 1.0000

4. EPABAOURO 0.3333  0.4545 0.6939 1.0000

5. CNPAM135 0.2174 03750 03774 03636  1.0000

6. CSRD2 0.5417 0.7600 0.4727 0.3043 0.6400 1.0000

7. CNPAM154 0.5306 0.7059 0.6071 0.4255 0.6275 0.7170  1.0000

oo

.CNPAM157 0.2609 0.5000 0.4906 0.4545 0.7917 0.5600 0.7451 1.0000

9. BRS149 0.3256  0.4444 0.7200 0.5854 0.5333 0.4681 0.5833 0.6222 1.0000

10. BRS188 0.3043 0.4167 0.6038 0.6818 0.3333 0.3200 0.4314 0.3750 0.5778 1.0000

Os coeficientes de Jaccard e Dice foram escolhidos para as andlises por se tratarem
dos mais utilizados, na pratica, em estudos de variabilidade genética por meio de marcadores
moleculares. O coeficiente de correlagdao avalia a possibilidade de alteragdes na classificacao
dos gendtipos com base nas distancias genéticas, isto ¢é, verificando se os diferentes
coeficientes classificam diferentemente os genotipos quanto a divergéncia. A informagdo
sobre quais linhagens sdo mais divergentes ¢ importante para os programas de melhoramento,
especificamente no planejamento de cruzamentos pelos geneticistas. Diferencas nos postos,

estabelecidas pelos diferentes coeficientes, implicam em linhagens classificadas como mais

divergentes, o que nado se repete para todos os coeficientes, gerando dividas quanto a escolha
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correta (MEYER, 2002). Nesse contexto, a correlacao de 0,99 verificada no presente estudo,
permite afirmar que ambos os coeficientes utilizados na anélise dos RAPD, geraram padrdes
de classificagdo semelhantes, evidenciada ainda pela similaridade entre os dendrogramas

gerados.

4.2.1. Variabilidade genética

Foram estimados, a partir dos marcadores RAPD, indices de similaridade para todos
os individuos analisados. A andlise de similaridade revelou que a distdncia genética entre os
dez gendtipos variou de 0,88 a 0,35 ¢ 0,78 a 0,21, com base nos coeficientes de Jaccard e
Dice, respectivamente, evidenciando grande variabilidade entre os individuos. As maiores
distancias genéticas foram observadas entre as linhagens CNPAM 2002-189 e CNPAM 2002-
135, com 12% e 22% de similaridade na analise com os coeficientes de Jaccard e Dice,
respectivamente. Isto indica que estes gendtipos constituem candidatos potenciais como fonte
de variabilidade em programas de hibridizac¢ao da espécie, visando o melhoramento genético.

Nas Figuras 10 e 11, encontram-se os dendrogramas gerados pelo método UPGMA,

através do programa NTSY S-pc, 2.1.

Fenograma de agrupamento UPGMA baseado no coeficiente de similaridade de Jaccard

CNPAM189

CSRN142

CSRD2

CNPAM154

|CNPAM 135

ICNPAM 157

CNPAM219

BRS149

EPABAOURO

BRS188

T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0.29 0.38 047 0.56 0.66
Coefficient

Figura 10. Fenograma de agrupamento UPGMA gerado na andlise dos marcadores RAPD em
gendtipos de mamona, baseado no coeficiente de similaridade de Jaccard.
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Fenograma de agrupamento UPGMA baseado no coeficiente de similaridade de Dice

CNPAM189

CSRN142

CSRD2

CNPAM154

ICNPAM135

ICNPAM157

CNPAM219

BRS149

EPABAOURO

BRS188

044 o053 o2 om0 o
Coefficient

Figura 11. Fenograma de agrupamento UPGMA gerado na analise dos marcadores RAPD em
gendtipos de mamona, baseado no coeficiente de similaridade de Dice.

A analise de agrupamento, igual para ambos os coeficientes de similaridade, permitiu a
separacao dos genotipos em dois grupos principais, sendo um constituido pelos gendtipos com
padrdo rajado nas sementes e o outro, composto por sementes de cor lisa. No primeiro grupo
incluem-se as demais linhagens do programa de melhoramento da Embrapa Algodao e dois
acessos importados da Costa Rica (CRSD 2 e CRSN 142). No segundo grupo, encontram-se
as cultivares desenvolvidas pela Embrapa Algodao e IPEAL e, ainda, uma linhagem
proveniente de sele¢do do BAG mantido pela Embrapa Algodao (CNPAM 2002-219). O
agrupamento representado no dendrograma foi suficiente para estimar relagcdes genéticas
dentre as linhagens e demais variedades testadas.

Albuquerque et al. (2006) avaliaram o desempenho de novas linhagens de mamona,
quanto a produtividade em dois municipios inseridos no semi-arido do estado de Alagoas.
Segundo resultados provenientes dessa andlise, as linhagens CNPAM 154, CNPAM 135,
CNPAM 157 e o acesso CRSN 142, inseridos no primeiro grupo no dendrograma,
destacaram-se, dentre outras linhagens, por apresentar rendimento acima da média geral do
ensaio no municipio de Igaci (1.398 kg/ha), enquanto que em Delmiro Gouveia, o acesso

CSRN 142 também alcangou rendimento acima da média geral do ensaio (1.021 kg/ha).
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A linhagem CNPAM 2002-189 apresentou distanciamento genético consideravel dos
demais gendtipos inclusos em seu grupo. Essa andlise confirma o padrdo eletroforético
diferenciado, anteriormente discutido, formado pelos fragmentos RAPD.

Ainda no primeiro grupo do dendrograma, os valores de similaridade de 0,62 e 0,76
para os coeficientes de Jaccard e Dice, respectivamente, obtidos para os acessos provenientes
da Costa Rica, CSRN 142 e CSRD 2, podem ser explicados pela sua origem geografica. No
dendrograma, esses acessos encontram-se agrupados com a linhagem CNPAM 2002-154, de
origem brasileira. Miguel Junior et al. (2004) conduziram estudo de caracterizagdo
taxonomica de acessos de mamona e identificaram o acesso CSRD 2, ao nivel de subespécie,
como ruderalis. Esta subespécie ¢ caracteristicamente tardia, tolerante a seca, adapta-se bem a
temperaturas elevadas, constituindo, provavelmente, material de facil adaptag¢do as condig¢des
climaticas da regido Nordeste. Ainda nesse mesmo estudo, o acesso CSRN 142 foi
identificado como sendo da subespécie Sinensis por apresentar porte ando e sementes com
tamanho variando de médio a grande. Os acessos da Costa Rica constituem material adaptado
a baixas altitudes, fator importante e limitante no desempenho agroindustrial. No zoneamento
agroecoldgico nordestino, onde estdo situados mais de 400 municipios aptos ao cultivo de
mamona em condi¢des de sequeiro, ¢ requerida uma altitude de pelo menos 300 m para o
plantio dessa oleaginosa (BELTRAO et al., 2003). Dessa forma, a utiliza¢do da linhagem
CNPAM 2002-154 em programas de pesquisa deve ser precedida de uma avaliagdo
preliminar, de forma a analisar e considerar sua adaptagdo em ambientes de baixa altitude e
com condi¢des climaticas semelhantes as apresentadas no semi-arido nordestino.

O maior indice de similaridade da presente analise foi observado entre CNPAM 135 ¢
CNPAM 157. Segundo dados de Albuquerque et al. (2006), a linhagem CNPAM 135
apresentou-se como genotipo altamente promissor para cultivo no semi-arido, uma vez que
obteve o maior rendimento médio dentre as demais linhagens em questdo com produtividade
de 1.627,46 kg/ha. Em se tratando ainda do referido estudo, a linhagem CNPAM 157 também
obteve destaque com uma produtividade acima da média geral do ensaio, como citado
anteriormente.

Na avaliagdo do dendrograma obtido, pode ser observada a formag¢do de um subgrupo
contendo a cultivar BRS-149 Nordestina ¢ a linhagem CNPAM 2002-219. De acordo com
Freire et al. (2001), ocorre, na mamoneira, grande nimero de cruzamentos, devido a
polinizagdo livre. Nessa cultura, onde a poliniza¢do cruzada ¢ freqiliente, a hibridacdo acaba
por alterar a constituicdo genética da semente, e pode provocar ainda a miscigenagdo de

gendtipos e cultivares, segundo Crisostomo & Sampaio (1975) apud Freire et al. (2001),
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favorecida pela propria biologia da espécie. Dessa forma, a similaridade genética entre BRS-
149 Nordestina e CNPAM 2002-219 pode ser decorrente de uma possivel correlacdo existente
entre os ancestrais da cultivar e a linhagem referida.

As cultivares BRS-149 Nordestina e BRS-188 Paraguacgu apresentam caracteristicas
agrondmicas semelhantes, tais como periodo entre emergéncia da plantula e floracdo do
primeiro racemo, semideiscéncia dos frutos, teor de 6leo na semente e produtividade média.
Os indices de similaridade (0,40 e 0,58) entre essas cultivares foram, em alguns casos,
menores do que aqueles detectados entre essas cultivares e genotipos ndo-relacionados, como
por exemplo entre a cultivar BRS-188 Paraguagu e Epaba Ouro, as quais constituem materiais
provenientes de diferentes programas de pesquisa e desenvolvimento dos estados da Paraiba
(Embrapa Algodao) e Bahia (IPEAL), respectivamente. As cultivares BRS-149 Nordestina e
BRS-188 Paraguagu sdo provenientes de diferentes linhagens desenvolvidas pela Embrapa
Algodao. Por meio de selecdo individual com testes de progénies na variedade local Baianita
foi obtida a linhagem de porte médio CNPAM 90-210 (BRS-149 Nordestina) e através de
selecdo massal realizada na variedade local Sangue de Boi, originou-se a linhagem CNPAM
SM 4 (BRS-188 Paraguacu). Portanto, a expectativa para deteccdo de indices de similaridade
mais elevados entre essas cultivares nao foi correspondida, certamente por constituirem
linhagens obtidas de diferentes variedades locais, materiais genéticos de origem
desconhecida.

As linhagens CNPAM 2002-189, CNPAM 2002-154, CNPAM 2002-135, CNPAM
2002-157, CNPAM 2002-219, pertencentes ao Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa
Algodao, ainda necessitam de estudos aprofundados de caracterizacdo e avaliacdo de
germoplasma, no intuito de conhecer a diversidade e potencialidade dos genotipos que irdo
atender aos varios segmentos da cadeia produtiva da cultura da mamona, como citado por
MIGUEL JUNIOR et al. (2004). Nio obstante, as pesquisas na area de melhoramento
genético dessa oleaginosa conduzidas pela Embrapa Algodao, institui¢do de procedéncia do
material vegetal sob andlise, encontram-se em fase experimental, ainda tornando
indisponiveis maiores informacgdes a respeito das principais caracteristicas fenotipicas de
interesse agroindustrial do material genético utilizado, o que acaba estreitando maiores

discussoes e conclusoes a respeito dos marcadores RAPD empregados no presente estudo.



5. CONCLUSOES

As principais conclustes obtidas a partir dos resultados do presente trabalho foram:

A extracdo de DNA de tecido foliar de mamona permitiu o desenvolvimento de
um protocolo eficiente, rapido e de baixo custo, prestando-se para aplicagdes
RAPD;

Sete oligonucleotideos iniciadores selecionados foram capazes de gerar bandas de
DNA com padrdao polimoérfico para os genotipos estudados, evidenciando a
sensibilidade dos marcadores RAPD em estudos de variabilidade genética com
Ricinus communis L.;

A alta diversidade genética revelada pelos marcadores RAPD, possivelmente
refletiu a ampla variabilidade morfoldgica e agronémica contida no germoplasma
de Ricinus communis L., permitindo sugerir que o material avaliado € bastante
representativo da diversidade genética existente nessa espécie;

Os marcadores RAPD mostraram-se eficientes na discriminagdo dos gendtipos de
Ricinus communis L., tornando possivel seu emprego em posteriores estudos de
caracterizacdo correlacionados com 0s principais caracteres agroindustriais de

germoplasma de mamona.
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Apéndice 1A. Perfil eletroforético RAPD dos genotipos de mamona CNPAM 2002-189 (1),
CSRN 142 (2), CNPAM 2002-219 (3), Epaba Ouro (4), CNPAM 2002-135 (5), CSRD 2 (6),
CNPAM 2002-154 (7), CNPAM 2002-157 (8), BRS-149 Nordestina (9), BRS-188 Paraguacgu
(10), gerado pelo iniciador OPA 1.
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Apéndice 1B. Perfil eletroforético RAPD dos geno6tipos de mamona CNPAM 2002-189 (1),
CSRN 142 (2), CNPAM 2002-219 (3), Epaba Ouro (4), CNPAM 2002-135 (5), CSRD 2 (6),
CNPAM 2002-154 (7), CNPAM 2002-157 (8), BRS-149 Nordestina (9), BRS-188 Paraguagu
(10), gerado pelo iniciador OPA 2.
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Apéndice 1C. Perfil eletroforético RAPD dos genotipos de mamona CNPAM 2002-189 (1),
CSRN 142 (2), CNPAM 2002-219 (3), Epaba Ouro (4), CNPAM 2002-135 (5), CSRD 2 (6),
CNPAM 2002-154 (7), CNPAM 2002-157 (8), BRS-149 Nordestina (9), BRS-188 Paraguacu
(10), gerado pelo iniciador OPA 4.
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Apéndice 1D. Perfil eletroforético RAPD dos genotipos de mamona CNPAM 2002-189 (1),
CSRN 142 (2), CNPAM 2002-219 (3), Epaba Ouro (4), CNPAM 2002-135 (5), CSRD 2 (6),
CNPAM 2002-154 (7), CNPAM 2002-157 (8), BRS-149 Nordestina (9), BRS-188 Paraguacu
(10), gerado pelo iniciador OPA 9.
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Apéndice 1E. Perfil eletroforético RAPD dos genoétipos de mamona CNPAM 2002-189 (1),
CSRN 142 (2), CNPAM 2002-219 (3), Epaba Ouro (4), CNPAM 2002-135 (5), CSRD 2 (6),
CNPAM 2002-154 (7), CNPAM 2002-157 (8), BRS-149 Nordestina (9), BRS-188 Paraguacu
(10), gerado pelo iniciador OPA 10.
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Apéndice 1F. Perfil eletroforético RAPD dos gendtipos de mamona CNPAM 2002-189 (1),
CSRN 142 (2), CNPAM 2002-219 (3), Epaba Ouro (4), CNPAM 2002-135 (5), CSRD 2 (6),
CNPAM 2002-154 (7), CNPAM 2002-157 (8), BRS-149 Nordestina (9), BRS-188 Paraguacu
(10), gerado pelo iniciador OPA 16.
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Apéndice 1G. Perfil eletroforético RAPD dos gendtipos de mamona CNPAM 2002-189 (1),
CSRN 142 (2), CNPAM 2002-219 (3), Epaba Ouro (4), CNPAM 2002-135 (5), CSRD 2 (6),
CNPAM 2002-154 (7), CNPAM 2002-157 (8), BRS-149 Nordestina (9), BRS-188 Paraguacu
(10), gerado pelo iniciador OPA 20.
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Apéndice 2. Matriz binaria gerada pelos marcadores RAPD obtidos das amplificagdes com os

CUNHA, M. A. S. 2006. Anélise molecular da variabilidade genética entre genétipos de Ricinus com...
oligonucleotideos OPA 1, OPA 2, OPA 4, OPA 9, OPA 10, OPA 16 e OPA 20.

A" O —"1"1000 1011100001100 1100000100 "drdd"100"A"10"1000000000—"1+H000O
O O0OAd"10000—"10—d0"10000—"100—"100000—100"1rdd000—100-"100000—"1+H000—H0OO
0000 HdHOHOOOHOHOHOOOOHO0OdHdHO OO 11100000000 d1O01O0ddddHOO 11O O
AT O A A —""1000—"100000000d0 A0 —"d00—"d"dd100000—1000—AdddO0O—"1000—"+H0OO
AT O A AT A0 A1 00 Ad"dd100 011000001100 —"d"dd100000—"1000—"A"dd1000000O0+HOOO0O
00000 dddHO A0 O 1110000100 dddO0O 1100 11100000000 1000100HOOAdHO -
OO0 dd100—"100—"1+"10000000-"100000000O0100Add"O0O1000"1000—"100O0—1O—"+HOO
OO0 A1 010010000000 dd0d-"100000100ddA"dd00 1010 —Ard"1O0O 10 A—"d0 A0
AT A O A 1100001100010 00"1100000—""1000"d00-"100—"1000—"A"ddd1000—10+H000O
AT O A A —"10 0001100010000 00000A—"T1O0100-"1000—"1dO0"1000—"A"10000—"A+1000—H0O

CNPAM189 CSRN142 CNPAM219 EPABAOURO CNPAM135 CSRD2 CNPAM154 CNPAM157 BRS149 BRS188

OPA1l OPA2 OPA4 OPA9 OPA10 OPA16 OPA20

1 57L 10L O



CUNHA, M. A. S. 2006. Analise molecular da variabilidade genética entre gen6tipos de Ricinus com... 47

Apéndice 3A. Coeficiente de correlacdo cofenética entre a matriz de similaridade gerada pelo
coeficiente de Jaccard e o fenograma resultante, obtidos através do programa NTSY S-pc.

b G Fewaw Dele s

M 3 Nl’i‘fﬁp:‘z.l&n. [Ch 2000-2001, Applied Biostatistics Inc.

bare & vime: 9772007 15:54:54

[Ingut paraseters

Read X input from file: C:'\Docusents and Sntnnqs‘-l-lurl:izna\.l-lcus docusentesdissertagio’ resul tados \matr 1; jm;:aru NTS
Read W input from file: C:%Documents and Settings‘Murciana‘Meus docusentos'dissertagao’rasultadoscoph.j. N

Mantel statistic will be normalized.

X matrin:

Comments:

Marriz bindria gperada pelos marcadores RAPDT
SIMOUAL ¢ tnput=C\Documents and Settings 'Murciana'Meus decusentos uissertagholresu] tados matriz. bindria, 875, coeff=)
by Cols, += 1. 00000, ==

Matrix type = 3, size = 10 by iﬂ wissing value code = "none” (similarity)

¥ matrin:

Comments:

Matriz biniria gerada pelos marcadores RAPD”
SIMIAML ¢ inpulel : \Doduments and Settingd \Murciana'Meus docusantosdissertacho’\ resul tados \matriz. bindria NT5, coaffs]
by Cols, += 1.00000, -= . D000
SAHK] iI'l|.|‘|.IE='1. Yhocuments and Seifings\Murciana‘\Meus docusentoshdisser Tﬂjlﬂl\l‘tiuilldl}l'\utl“ll.jd{cil‘d NTS, merthod=UPCMA, Ties
COPHT tree=C: iocuments and Settings \MurcianaiMeus [’0{“"?‘“0" \ﬂ‘!ii“l\'il: o\rr.su'luﬂm‘.'rren:l TS, method=Ulorametrichis

Marrix Type = 3. sizge = 10 by 10, missing value code = “none™  (similarity)

2-way mantel tTest - wante]l (1967) mevhed,
W = 45 points

Mgan X = 0.3507 SSx = O.E7ET

Mean ¥ = 0. 3607 S5y = 0.4634

Tests for sszociation:

Matrix corcelation: Pom= 0.7 2698
(= normalized mantel statistic 23

Approximate Mantel T-test: t= 4.9764
Frob, random 7 « obs. Z: p o= 1.0000

Ending date & time: 97,2007 15:54:54
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Apéndice 3B. Coeficiente de correlacdo cofenética entre a matriz de similaridade gerada pelo
coeficiente de Dice e o fenograma resultante, obtidos através do programa NTSY S-pc.

CE I L = e

MuComp: NTSYSpe 2.10m, (C) 2000-2001, Applied Biostatistics Inc
Date & vime: 9/7/2007 16:03:27

Input paraseters

Read X input from file: C\Docusents and Settings‘Murciana‘Meus docusentes'dissertagdo’resultados'\matrix'satriz.dice.NTS

Read ¥ input from file: Ci;\Documents and Settings‘Murciana‘Meus docusentos'\dissertagaoc’resultados’.cophenetic correlation\coph
Mantel statistic will be norsalized.

X matrin:
L ommments £
MateiE binaria gerada palos marcadores BAPD" -
SIMGUAL ¢ tnputsd DDocusents and Sectings \Murciana\Mens docusentos \dissertacho’resul tados vmareiz. binar1a. 875, coeff=DICE
by Cols, += 1.0 . 0, DO
Matrix type = 3, size = 10 by 10, missing value code = “nome™ (zimilarity}
¥ matrin:
Comments:
Matris binkria gerada pelos marcadores RAPD"
SIMCUAL ¢ inplted  \0od uments and Settings \Murciana \Meus docusentos dissertac o' et tados \matriz. binaria. N75, coaff=DICE
by Cols, 4=  1.00000, -= 00000
SAMND inputed \Documents and Settingsi\Murciana‘'Meus docusentosidissertacho’resultadesimatriimareiz, dice.NTS, serhod=uPoua,
COPMY Tree=C: \Documents and Settings \Murciana’\Meus cocusentosi\distertacho’resu] tados \trees \Tresd, NTS, sethods=Ultrametrichin
Magrix type = §, sizge = 10 by 10, wissing value code = “none” (similarity)

I-way Mantel test -- mantel (1967) sevhed
n ' 43 points

Mean X = 0,548 ssu = 1.0125

Mean ¥ = 0.5148 55y = 04873

Tests for association:

Matrix correlation: ro= 0. 69014
(= normalizred Mantel statistic I)
Approximate Mantel T-testl t = 4 8157
Prob, random 7 < obs., Z: p o= 1.0000

Emding date & time: 9072007 16:03:27
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Anexo 1. Trabalho apresentado no 45° Congresso Brasileiro de Oleicultura, 15° Congresso
Brasileiro de Floricultura e Plantas Ornamentais, 2° Congresso Brasileiro de Cultura de

Tecidos, realizados em Fortaleza — CE, 2005.

Métodos de propagacéo in vitro de Ricinus communis L. a partir de

diferentes explantes.

Muciana Aracely da Silva Cunha'’; Ricardo Manoel dos Santos Silval; Eurico

Eduardo Pinto de Lemos!; Denise Wanderlei Silval; Cicero Eduardo Ramalho

Neto™.

'Universidade Federal de Alagoas, Centro de Ciéncias Agrarias, CEP 57100-000, Rio Largo, AL,
Brasil. E-mail:cern@fapeal.br.

*Bolsista da FAPEAL.

O cultivo da mamona constitui-se numa atividade de elevada importancia tanto para
a economia do semi-arido nordestino como para o mercado mundial, devido
especialmente a producdo de 6leo vegetal de multiplas aplicages, especificamente
como lubrificantes para motores a jato, como fluidos hidraulicos, preparo de tintas e
vernizes, fabricacéo de plasticos, produtos farmacéuticos e cosméticos, além de seu
uso energético como combustivel renovavel e como biopolimeros para a
reconstrucdo de tecido 6sseo de vitimas de acidentes. A obtencdo de plantulas
matrizes in vitro, em consequéncia do alto indice de contaminacdo das sementes,
vem sendo testada a partir de explantes como sementes e eixos embrionarios.
Considerando-se a necessidade de avaliacdo da variabilidade genética existente
entre sucessivas geragdes de plantas micropropagadas através de tecnologias como
RAPD, RFLPs e AFLPs, objetivou-se, com o presente trabalho, desenvolver
protocolos para regeneracdo da cultivar BRS 149 Nordestina, utilizando-se
explantes de folhas em diferentes estagios de desenvolvimento, inflorescéncia e
frutos. Os explantes foram desinfectados em solucéo de hipoclorito de sodio a 2,5%
de cloro ativo durante 20 minutos e cultivados em meio basico MS contendo 30g.L™
de sacarose, 2,5.L" de gelrite, acrescido de BAP em diferentes concentragdes (0
mg.L"; 1 mg. L™; 2 mg. L) para inducdo da formacdo de brotos, em delineamento
estatistico inteiramente casualizado. As culturas foram incubadas em camara de
crescimento sob intensidade luminosa de 50 umol.m?.s™, fotoperiodo de 16 horas e
temperatura de 27°C. Ap6s 20 dias de cultivo, foi verificada organogénese direta nos
explantes de folhas jovens, com formacdo de parte aérea. Nas proximas etapas, 0S
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brotos serdo subcultivados em meio para alongamento e, posteriormente,

transferidos para meio apropriado visando enraizamento.
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Anexo 2. Trabalho encaminhado e aceito para apresentacdo no Il Congresso Brasileiro de

Mamona, a ser realizado no periodo de 15 a 18 de agosto de 2006 em Aracaju — SE.

METODO PARA ISOLAMENTO DE DNA DE TECIDO FOLIAR DE MAMONA (RICINUS COMMUNIS
L)

Muciana Aracely da Silva Cunha, Janice Silva Sales, Thelmo de Albuquerque Morais, Cicero Eduardo
Ramalho Neto

Universidade Federal de Alagoas, Centro de Ciéncias Agrérias, Departamento de Fitotecnia e
Fitossanidade, Campus Delza Gitai, BR 104 N, Km 85, CEP 57100-000, Rio Largo, AL. E-mail:
mucianacunha@hotmail.com

Introducéo

A mamona (Ricinus communis L.) pode ser encontrada como planta nativa em diferentes
partes do mundo, devido & sua facil propaga¢do, adaptacéo e estabelecimento. Esta oleaginosa é de
utilizac&o preponderantemente industrial, tendo no seu principal produto, o dleo extraido da semente, a
possibilidade de obtencdo de inimeros derivados quimicos com aplicacBes na area de cosméticos,
lubrificantes, polimeros etc., podendo, ainda, ser potencial substituto do petréleo na sintese de diversos
outros materiais.

Existe uma elevada demanda pela exploracdo racional da mamona, com vistas a utilizagdo do
Oleo extraido da semente na industria, devido a sua enorme versatilidade quimica, além, ainda, do
emprego de outras partes da planta, residuos vegetais e cascas dos frutos, na composi¢ao de diversos
produtos, como papel e tecidos, agregando valor a produgdo. Especificamente, tendo como objetivo a
producdo de oleo, a ricinocultura parece constituir o verdadeiro caminho e vocagdo para o0 semi-arido
(PARENTE, 2003) por diversas razdes, dentre elas: facil adaptacdo as condi¢des ecoldgicas, sendo
caracteristicamente resistente aos periodos de seca; envolvimento de pequenos agricultores rurais,
prestando-se para a agricultura familiar; aproveitamento da torta como adubo organico de exceléncia e,
se destoxicada, constitui rica fonte protéica para alimenta¢éo animal etc.

A grande variabilidade apresentada pela mamona é observada em caracteristicas boténicas e
agrondmicas, podendo ser avaliada através de polimorfismo de DNA, com o emprego de técnicas tais
como: RAPD, RFLP, AFLP e microssatélites. Os marcadores moleculares representam ferramentas
importantes em diversos estudos, permitindo avaliar, em curto prazo, um numero elevado de genotipos,
um alto grau de polimorfismo, além de ndo sofrerem influéncia ambiental, pleiotropica ou epistatica
como ocorre com marcadores morfologicos que apresentam relativa limitacdo, especialmente com

cultivares proximamente relacionadas.
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Existe uma enorme escassez de informagdes acerca da variabilidade genética, ao nivel de
DNA, de colecBes de germoplasma, linhagens, cultivares e hibridos brasileiros de Ricinus communis L.
Nesse contexto, a caracterizacdo e avaliacao das diferentes variedades disponiveis comercialmente e
de populagbes naturais, quanto ao seu potencial de uso, sdo consideradas essenciais no
estabelecimento de diferencas ou semelhangas, imprescindiveis para os programas de melhoramento
da espécie (FIGUEIREDO NETO et al., 2004), visando, ainda, assegurar informacfes sobre essas
fontes de genes e suas utilizacdes futuras, fundamentais para o sucesso da ricinocultura.

No entanto, para a aplicacdo das técnicas moleculares, faz necessario a obtencédo de
metodologias adequadas para o isolamento de DNA de mamona, uma vez que a caracterizacdo
bioquimica foliar desta espécie determina a presenca de diversas classes de substancias que
constituem contaminantes potenciais durante o processo.

Este trabalho teve como objetivo principal o estabelecimento de protocolos rapidos e eficientes

para o isolamento de DNA de 10 gendtipos de mamona.

Metodologia
Material vegetal

O material vegetal utilizado no presente estudo foi cedido pela Embrapa Tabuleiros Costeiros
(Unidade de Execucgéo de Pesquisa de Rio Largo), constituindo 10 variedades de mamona (Ricinus
communis L.), provenientes da Embrapa Algodao (CNPA) (Tabela 1). Amostras dos genétipos foram
obtidas na Estagdo Experimental de Igaci, localizada no municipio de Igaci, Estado de Alagoas, em
duas coletas realizadas, cada uma, nos meses de agosto e outubro de 2005.

Extracdo do DNA gendmico total

Aproximadamente 150mg de tecido foliar de cada gendtipo foi suspenso em tampédo de
extracdo (100mM Tris-HCI, pH 8,0; 2M NaCl; 20mM EDTA; 2% CTAB, 3,7g PVP ) pré-aquecido em
banho-maria a 70°C, na proporcdo de 4:1 (tampdo:folhas) (v/m). Em seguida, as paredes e membranas
celulares foram rompidas por meio de macera¢do do tecido com micropistilo. Apés maceracdo, a
suspensdo foi incubada a 70°C durante dez minutos e, posteriormente desproteinizadas com CIA
(Cloroférmio Alcool Isoamilico) (24:1), centrifugadas por 30 segundos em microcentrifuga (Eppendorf) a
12.045g e a fase aquosa transferida para um novo microtubo. As etapas de desproteiniza¢do foram
repetidas por mais duas vezes subseqlientes procedendo-se a mistura por inversdes. O DNA foi
precipitado com a adi¢éo de 1/10 do volume de acetato de amonio 7,5M, igual volume de isopropanol

gelado (-20°C) e 250uL de NaCl 5M. Para otimizar a precipitacdo do DNA, as amostras foram
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incubadas em posicao vertical a —20°C por 30 minutos, segundo descrito por SHARMA et al. (2000).
Realizou-se uma nova centrifugacdo por 5 minutos a 3.287 g descartando-se 0 sobrenadante e
adicionando-se 500uL etanol 70% (TA) para lavar o precipitado e em seguida descartado. Esperou-se
a evaporacdo do alcool por 20 minutos e o DNA foi eluido em 80uL de TE (10mM Tris-HCI, pH 8,0;
1mM EDTA), incubado por 30 minutos a 37°C. O DNA isolado foi acondicionado a -20° C para
posterior quantificagao.

Para determinacdo da qualidade do DNA, uma aliquota de 5ulL de cada amostra foi analisada
através de eletroforese em gel de agarose 0,8 %, previamente corado com brometo de etidio
(0,5ug/mL), submetido a 3,3 V/icm por uma hora. DNA gendmico foi visualizado em transiluminador de

luz UV e fotodocumentado por meio do Sistema Digital Kodak Science.

Resultados e Discusséo

A maioria dos protocolos utilizados no isolamento de DNA de espécies de plantas com altos
niveis de compostos secundarios constituem versdes modificadas de protocolos padrdes, incluindo
comumente mudangas na composicdo do tampdo de extracdo. No entanto, este procedimento
comumente acaba por fornecer DNA em baixa quantidade. Seguindo o protocolo proposto neste
estudo, foi possivel isolar DNA de alto peso molecular, com reduzido dispéndio de tempo sem, contudo,
comprometer a sua reprodutibilidade. Bandas de DNA de alto peso molecular podem ser observadas
através da Figura 1.

As classes de substancias como alcaldides, esterdides, flavonoides, saponinas, taninos,
compostos fendlicos (FONSECA, 2001), glicosidos e triterpenos (HILAL et al,1979 apud RODRIGUES
et al., 2002) presentes nas folhas de mamona podem interferir no processo de isolamento e,
consequentemente, em digestbes de DNA e PCRs, por formar caracteristicamente uma matriz
espessa, marrom e gelatinosa (Figura 2). O tempo de incubacdo das amostras por 10 minutos, a
adicdo de PVP (PM 360.000) ao tampao de extracdo CTAB 2% e, ainda, o emprego de NaCl em alta
concentracdo (5M) auxiliou na reducdo dos teores de polissacarideos, polifendis e compostos
secundarios, bem como resultou numa desacelerac¢do do processo oxidativo, bastante comum durante
as etapas iniciais do isolamento de DNA desta espécie, otimizando a cor do acido nucléico obtido.

Alguns genotipos, especialmente CNPAM 2002 219, BRS 188 e BRS 149, apresentaram um
acimulo de substancias gelatinosas, em diversos graus de concentragdo, apds a desproteinizacao,
presentes na fase superior do tubo. Nesses casos, tais substancias acabavam por influenciar o aspecto
final do DNA e, ainda, intervinham na sua solubilizacdo em TE ao final do processo.



CUNHA, M. A. S. 2006. Anélise molecular da variabilidade genética entre genétipos de Ricinus com... 55

Os padrdes de amplificacdes por PCR apresentados adiante (Figura 2) comprovam a eficiéncia
do protocolo no isolamento de DNA, prestando-se para aplicagbes analiticas, tais como RAPD. E
importante salientar que os dados aqui apresentados, embora bastante satisfatorios, constituem
resultados preliminares, sugerindo a otimizacdo do protocolo utilizado, a fim de apresentar boa
reprodutibilidade em diversas preparagdes, especialmente quando se destine as demais tecnologias

moleculares, nas quais € essencial 0 emprego de DNA integro.

Conclusoes
O protocolo proposto mostrou-se eficiente para extragdo de DNA gendmico total de mamona

dos gendtipos utilizados nesse estudo, bem como para o emprego de amplicacéo por PCR.

Tabela 1. Gendtipos de mamona (Ricinus communis L.) utilizados
no protocolo de extracdo de DNA gendmico total.
GENOTIPO
CNPAM 2002 - 189
CSRN 142
CNPAM 2002 - 219
EPABA OURO
CNPAM 2002 - 135
CSRD 2
CNPAM 2002 - 154
CNPAM 2002 - 157
BRS 149 - NORDESTINA
10 BRS 188 - PARAGUACU

© 0O ~N oo o B~ W N -

Figura 1. Anélise eletroforética de DNA total proveniente de duas extracdes
de DNA (A e B) de tecido foliar de R. communis L., através do protocolo
proposto. Colunas de 1 a 10 correspondem aos genotipos descritos na
Tahela 1.
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Figura 2. Amostras apds etapa de incubagdo em banho-
maria. A) Matriz viscosa e marrom caracteristicamente
formada apds exposicao prolongada em banho-maria. B)
Otimizagdo do aspecto da amostra ap6s reducdo no
temno de incubacéo.

Figura 3. Perfil eletroforético RAPD dos 10 genétipos de
mamona utilizando o iniciador OPA 9.
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Anexo 3. Trabalho encaminhado e aceito para apresentacdo no Il Congresso Brasileiro de

Mamona, a ser realizado no periodo de 15 a 18 de agosto de 2006 em Aracaju — SE.

VARIABILIDADE GENETICA DE RICINUS COMMUNIS L. REVELADA POR MARCADORES RAPD
Muciana Aracely da Silva Cunha, Janice Silva Sales, Thelmo de Albuquerque Morais, Cicero Eduardo
Ramalho Neto

Universidade Federal de Alagoas, Centro de Ciéncias Agrarias, Departamento de Fitotecnia e
Fitossanidade, mucianacunha@hotmail.com

RESUMO - O cultivo da mamona (Ricinus communis L.) tem sido praticado no pais, tradicionalmente,
pelos pequenos e médios produtores, constituindo uma cultura com grande apelo social, especialmente
na regido Nordeste. Diante da elevada demanda energética mundial, bem como da necessidade da
busca por fontes renovaveis e menos agressivas ao meio ambiente, a mamoneira destaca-se como
excelente alternativa. H4 uma grande variabilidade em mamona, especialmente quanto ao formato,
tamanho, peso e coloracdo da semente; a cor e ao conteido de 6leo; e a tolerancia a pragas e
doencas e a estresse ambiental. Existe uma escassez de informagdes sobre a variabilidade genética,
em nivel de DNA, de colecdes de germoplasma brasileiro de mamona. A caracterizacdo e avaliagdo
das variedades disponiveis comercialmente e de populagdes naturais sdo consideradas essenciais no
estabelecimento de diferencas ou semelhancas, imprescindiveis para os programas de melhoramento
da espécie. Inimeros estudos de diversidade genética, identificacdo de genes de interesse, analises
filogenéticas e caracterizacdo de germoplasma foram conduzidos com sucesso utilizando a técnica de
RAPD para diversas espécies vegetais. Este estudo revelou polimorfismos de DNA por meio do
emprego de sete oligonucleotideos, que se prestaram para a analise da variabilidade genética
existente entre 0s genotipos considerados.

INTRODUCAO

A mamoneira (Ricinus communis L.) € considerada um arbusto silvestre, que vegeta em quase
todos os paises do mundo, tendo se aclimatado com facilidade no Brasil, onde se desenvolve
espontaneamente, em especial no Norte e Nordeste (CRUZ, 1982). O cultivo da mamona tem sido
praticado no pais, tradicionalmente, pelos pequenos e medios produtores, constituindo-se numa cultura
com grande apelo social. No Nordeste, por exemplo, ela é cultivada em consoércio com culturas
alimenticias que, pela incleméncia do clima, sdo de alto risco, tornando-se uma garantia de
rentabilidade da area, com ingressos financeiros, pelo seu grau de adaptabilidade e rusticidade elevado
(SAVY FILHO et al., 1999).

A demanda energética mundial precisa ser atendida, entretanto, as fontes convencionais estao
em vias de esgotamento, além de provocarem efeitos ambientais agressivos. Diante destes aspectos
se tem pesquisado fontes energéticas renovaveis, destacando-se a mamoneira como excelente
alternativa. Nos dltimos anos, devido ao fato de n&do existirem bons substitutos em muitas das

aplicacdes do 6leo de mamona, como também, pela sua versatilidade industrial, a demanda pelo cultivo
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de mamona se expandiu bastante tanto no Brasil como em outros paises industrializados (AZEVEDO et
al., 1997).

Os marcadores moleculares estdo facilitando a realizacdo de estudos de genética, taxonomia e
evolucdo de plantas, proporcionando um substancial avan¢o no conhecimento cientifico. As principais
implicagbes deste avanco se refletem no poder, precisdo e rapidez na manipulagdo da variabilidade
genética, beneficiando de véarias maneiras o melhoramento de plantas.

Existe uma grande variabilidade em mamona, segundo Azevedo et al. (1997), especificamente
quanto ao porte; a coloracdo e tamanho da folnagem e do caule; ao formato, tamanho, peso e
coloragdo da semente; a cor e ao conteudo de 0leo; e a tolerancia a pragas e doengas e a estresse
ambiental. Existe uma escassez de informagdes sobre a variabilidade genética, em nivel de DNA, de
colecbes de germoplasma brasileiros de R. communis L. Nesse contexto, a caracterizacdo e avaliacao
das diferentes variedades disponiveis comercialmente e de populagdes naturais, quanto ao seu
potencial de uso, sdo consideradas essenciais no estabelecimento de diferencas ou semelhangas,

imprescindiveis para 0s programas de melhoramento da espécie (FIGUEIREDO NETO et al., 2004).

Inimeros estudos de diversidade genética, identificacdo de genes de interesse, analises
filogenéticas e caracterizacdo de germoplasma foram conduzidos com sucesso pela técnica de RAPD,
uma tecnologia amplamente utilizada dentre os demais marcadores moleculares baseados em PCR. O
uso de oligonucleotideos iniciadores de sequéncia arbitrria que ndo requer clonagem,
seqlienciamento ou outra caracterizacdo genética prévia do genoma em questdo, a rapidez e
simplicidade na aquisicdo dos dados constituem caracteristicas peculiares da técnica de RAPD.

Por meio de estudos preliminares com a classe de marcadores RAPD, este trabalho teve como
objetivo principal a analise do polimorfismo e da variabilidade genética existente entre os genotipos

considerados.

METODOLOGIA

Material vegetal

O material vegetal utilizado no presente estudo foi cedido pela Embrapa Tabuleiros Costeiros
(Unidade de Execucgéo de Pesquisa de Rio Largo), constituindo 10 variedades de mamona (Ricinus
communis L.), provenientes da Embrapa Algodao (Tab 1). Amostras dos genoétipos foram obtidas na
Estacdo Experimental de Igaci, localizada no municipio de Igaci, estado de Alagoas, em duas coletas
realizadas, cada uma, nos meses de agosto e outubro de 2005. Amostras de folhas frescas foram
coletadas do campo e encaminhadas ao Laboratério de Genética Molecular, Genémica e Protedmica

(GEMPRO) pertencente ao Centro de Ciéncias Agréarias da Universidade Federal de Alagoas (CECA /
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UFAL), localizado no municipio de Rio Largo, estado de Alagoas, para fins de extracdo de DNA
gendmico total e posteriores analises biomoleculares.
Anélise RAPD

Para extracdo do DNA genomico total foi utilizada metodologia proposta pelos autores,
composto por CTAB 2% no tamp&o de extragao.

Onze oligonucleotideos iniciadores (IDT®, Integrated DNA Technologies, Inc) foram testados e,
destes, sete foram adotados nas reacoes RAPD por produzirem padrdes consistentes e revelarem bom
polimorfismo. Os oligonucleotideos empregados no estudo encontram-se descritos na Tabela 2.

Cada reacdo de amplificacdo constou de um volume total de 50 uL, consistindo de dNTP’s Mix
200uM, Tampéo PCR 1 X (Tris-HCI 50mM, KCI 20 mM), MgCl, 2mM, 0,5 uM de cada iniciador, 8U de
Taqg DNA polimerase (Biosystems), 20 ng de DNA genomico, agua Milli Q estéril. As amplificacdes
foram conduzidas num termociclador PTC-200 Peltier Thermal Cycler (MJ Research), empregando-se
um programa com etapa inicial de pré-desnaturacdo a 92° C por 4 minutos, seguida de 40 ciclos de 45
segundos a 92° C, 1minuto e 30 segundos a 40° C e 1 minuto e 30 segundos a 72° C. Apbs, foi
realizado um ciclo adicional de extensdo final de 5 minutos a 72° C.

Os fragmentos amplificados foram resolvidos em gel de agarose 1,5% (p/v), submerso em
tampdo TBE (Tris-borato 89mM, EDTA 2mM), aplicando-se 3 V/cm durante 5 horas. Foi utilizado
padrdo de peso molecular de 1Kb (Promega) para analise dos fragmentos. O gel foi posteriormente
corado com brometo de etideo (0,5ug/mL), visualizado sob luz UV e fotodocumentado através do

Sistema Digital Kodak Science.

RESULTADOS

Os oligonucleotideos iniciadores testados e selecionados para a analise produziram um total de
60 bandas polimérficas. Na Figura 1 podem ser observados os padrdes eletroforéticos, produzidos
pelos iniciadores OPA 9 e OPA 16, dos 10 gendtipos empregados nas analises RAPD. Os resultados
moleculares apresentados no presente trabalho encontram-se de acordo com os aspectos morfoldgicos
observados em campo, onde foi constatada grande variabilidade fenotipica entre e dentre 0s genétipos
estudados, sendo necesséria uma avaliagdo qualitativa das plantas para deteccdo do padréo
predominante e conseqiente escolha das amostras de trabalho.

Tais resultados comprovam que a metodologia empregada, incluindo extracdo de DNA e
termociclagem das reacbes de amplificacdo por PCR, foram eficazes no estudo da variabilidade
genética de mamona. O estabelecimento e otimizacdo de protocolos para fins de analises moleculares

com mamona sdo de essencial importancia, podendo constituir uma ferramenta relevante nos
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programas de melhoramento, uma vez que h& uma enorme escassez de informagdes em nivel de DNA

desta espécie.

CONCLUSOES
Por meio do presente estudo foi possivel a selecdo de sete oligonucleotideos iniciadores
capazes de gerar bandas polimorficas, as quais serdo posteriormente empregadas na analise fenética

dos 10 diferentes gendtipos avaliados.

Tabela 1. Gendtipos de mamona (Ricinus communis L.) Tabela 2. Oligonucleotideos iniciadores utilizados nas
utilizados no protocolo de extracdo de DNA gendmico total. analises RAPD.
. -
GENOTIPO PRIMER SEQUENCIA DO
1 CNPAM 2002 - 189 INICIADOR (5~ 3)
) CSRN 142 OPA1 CAGGCCCTTC
OPA2 TGCCGAGCTG
3 CNPAM 2002 - 219 OPA3 AGT CAG CCAC
4 EPABA OURO OPA4 AAT CGG GCT G
5 CNPAM 2002 - 135 OPA7 GAAACG GGTG
6 CSRD 2 OPA 8 GTGACGTAG G
OPA9 GGG TAACGCC
/ CNPAM 2002 - 154 OPA 10 GTGATCGCAG
8 CNPAM 2002 - 157 OPA 16 AGC CAGCGA A
9 BRS 149 - NORDESTINA OPA18 AGGTGACCGT
OPA 20 GTTGCG ATCC
10 BRS 188 - PARAGUACU

Kb 1 2 3 4 Heb'l 2. -3° 4 5 6 7 -8 9ONESl
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Figura 1. Perfis eletroforéticos gerados pelos iniciadores OPA 9 (A) e OPA 16 (B) dos 10 gendtipos de mamona
empregados no estudo de variabilidade genética.
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