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Titulo: Utilizacdo de Microssatélites e SNPs na capacidade de combinacéo entre linhagens
de mamona (Ricinus communis L.)

Resumo

A mamoneira € uma oleaginosa que apresenta inumeras aplicacdes na area industrial e na
producdo de biodiesel, demonstrando assim sua importancia econémica a nivel mundial.
Contudo, existe poucos estudos com melhoramento genético da espécie, fato este que acaba
prejudicando a expansdo da cultura. Portanto, torna-se necessario estudos mais profundos a
fim de implementar o melhoramento molecular da espécie. Assim, a presente pesquisa
objetivou-se identificar combinacgdes superiores de linhagens de mamona obtidas por meio
da distancia genética. Os experimentos foram conduzidos em campo e laboratério, sendo
realizado a obtencdo dos materiais genéticos, posteriormente a obtencéo das linhas pistiladas
e hermafroditas, por fim, o processo da genotipagem. Mediante os resultados obtidos na
primeira fase constatou-se que usando o método de selecdo massal baseados em caracteres
morfoldgicos foi possivel selecionar um grande nimero de plantas com alta porcentagem
de flores femininas no racemo primario. Conclui-se, que foi possivel observar a divergéncia
genética entre as linhagens de mamona, que possibilita formar grupos de acessos para
futuros ganhos em melhoramento genético. Assim, a pesquisa foi conduzida com ensaios no
campo mediante a formagdo dos grupos com combinacGes superiores obtidas na
genotipagem, mas em virtude das condicfes climaticas com excesso de chuva houve perda
de algumas linhagens.

Introducdo:

A mamoneira (Ricinus communis L.) € uma oleaginosa da familia das Euforbiaceas,
originaria da Etidpia e disseminou-se por varias regides do mundo, devido sua facil
propagacao e adaptacdo a varios ambientes (WEISS, 1983). Apresenta inimeras aplicaces
na area industrial e na producéo de biodiesel (GONELI, 2008; SHRIRAME et al., 2011).

Trata-se de uma cultura que do ponto de vista industrial, os frutos séo totalmente
aproveitados na extracdo do 6leo gerando como subproduto a torta, que pode ser utilizada
como fertilizante organico e possuir efeito nematicida no solo (SAVY FILHO, 2001). Seu
6leo é um dos melhores para a producao de biodiesel pelas suas caracteristicas como maior
densidade, solubilidade em alcool (BELTRAO et al., 2003) e pode ser usado na industria
téxtil, automobilistica e aeronautica.

A cultura da mamona possui grande potencial para o cultivo em condicdes brasileiras
(FIOREZE et al., 2016). Segundo dados das OrganizagOes das NacOes Unidas para
Agricultura e Alimentacdo (FAO), os quatro maiores produtores mundiais de sementes de
mamona em 2018 foram: india, Mocambique, China e Brasil (FAOSTAT, 2022). O Brasil

pode se tornar o maior produtor, devido a demanda mundial na cadeia produtiva da mamona



e a dificuldade da india em atendé-la. Além disso, essa cultura se encaixa no sistema de
producdo, podendo ser inserida como segunda safra (Safrinha) periodo em que muitas areas
ficam em pousio.

De acordo com dados da Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2020),
a Bahia é o maior Estado produtor de graos no pais com uma producéo de 41,4 mil toneladas
e 0 Mato Grosso com produtividade média de 912 kg ha*. Entretanto, a companhia enfatiza
que sua expansdo esbarra em questdes como a restricdo de tecnologia para o cultivo e o
manejo ainda incipiente no Estado, bem como na forte concorréncia na segunda safra com
culturas mais rentaveis, como o milho, algodao e gergelim.

Héa alguns anos, os marcadores moleculares baseados na amplificacdo de fragmentos
de DNA do tipo microssatélites eram os mais utilizados para estudos de genética de
populacBes por serem altamente polimorficos em termos de nimero de alelos, heranca
codominante e alto grau de repetibilidade quando comparados a outros marcadores (ECHT
et al., 1996; FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998). Essa repetibilidade e o alto
polimorfismo dos locos microssatélites fizeram dessa tecnologia uma poderosa ferramenta
para estudos de genética de populacfes e em programas de melhoramento, em especial em
estudos que necessitam de alto grau de polimorfismo como analises de agrupamento
genético.

No entanto, atualmente os microssatélites vém sendo substituidos pelos Single
nucleotide polymorphisms (SNPSs) que além de refletirem com mais precisdo os padroes
reais de diversidade e estrutura genética em todo o genoma, desafiando avaliacBes anteriores
baseadas em microssatélites (SILVA et al., 2020), podem ser utilizados em estudos mais
aprofundados de genética ja que eles tém maior probabilidade de estarem em desequilibrio
de ligagdo com genes de interesse. Dessa forma, a utilizagdo da técnica no programa de
melhoramento genético da mamoneira vai ser de grande valia tanto para os estudos genético-
populacionais, bem como para o inicio de um programa de selecdo gendmica com as
populacdes da FCA/Unesp.

A mamona possui uma grande variagdo em varios caracteres morfologicos devido
aos frequentes cruzamentos que acabam influenciando na produtividade (ANJANI, 2012).
Assim, a caracterizacdo de gendtipos baseada em marcadores moleculares € um método
eficiente e confiavel. Entretanto, informacgdes a respeito de estudos de variabilidade
genetica, genotipagem e grau de homozigose usando marcadores SSR em uma populacgao
avancada em mamoneira ainda s&o inéditos (MACHADO et al., 2016; LIU et al., 2016) e a



necessidade de estudos mais profundos a fim de implementar o melhoramento molecular da
espécie sera primordial (TAN et al., 2014).

Os marcadores desenvolvidos com a mamona servirdo de suporte para estabelecer a
base para a andlise da relatividade genética, selecdo e caracterizagdo de novas espécies,
gendtipos, identificacdo de QTLs, MAS e mapeamento genético (DHARAJIYA et al.,
2020). De acordo com Kallamadi et al. (2015) em estudo sobre a diversidade molecular em
mamona oriundas de seis paises, constatou que as linhagens sdo bem distintas a nivel
molecular que podem ser exploradas nos programas de melhoramento.

Os marcadores microssatélites (SSR) sdo informativos em razdo de sua
codominancia, seu alto grau de polimorfismo, reprodutibilidade e facilidade de interpretacédo
(BOREM & MIRANDA, 2009). No melhoramento de plantas, os marcadores genéticos
podem ser utilizados para diversos fins, como analise de diversidade, estudos evolutivos,
estimativa da taxa de fluxo génico, identificacdo de variedade/hibrido, marcacdo de gene
(s), identificacdo de loci de caracteristicas quantitativas (QTLs) e dentre outras (MIAH et
al., 2013).

Face o exposto e considerando a importancia da mamona bem como seu cultivo
industrial em todo 0 mundo e sua potencialidade para a producéo de biodiesel devido as suas
caracteristicas particulares de seu Oleo, a presente pesquisa objetivou-se identificar

combinages superiores de linhagens de mamona obtidas por meio da distancia genética.

Objetivos especificos:

e Avaliar a eficiéncia da utilizacdo da distancia genética obtidas por genotipagem na
capacidade geral de combinagdo entre linhagens de mamona.

e Construir populagdes para serem usadas no melhoramento considerando a distancia

genética.

Material e Métodos:
A metodologia adotada foram separadas em procedimentos de campo e laboratorio,

sendo divididas em varias etapas como sera descrito a seguir.

| — Obtengdo dos materiais genéticos

Os cultivos necessérios para obtencéo das linhagens foram implantados na Fazenda
Experimental Sdo Manuel, localizada no municipio de Sdo Manuel-SP, pertencente a
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Mesquita Filho” (UNESP), Campus de Botucatu-SP. As coordenadas geograficas da area
sd0: 22° 46’ de latitude Sul, 48° 34’ de longitude Oeste e altitude de 740 m.

As linhagens utilizadas nesta pesquisa foram provenientes de duas populagdes
segregantes diferentes de mamona que foram obtidas com a finalidade de reunir os genes
(variabilidade genética) para desempenho agronémico favoravel. Portanto, uma populacao
foi formada por intercruzamento entre plantas pistiladas (feminino) e outra populacdo com
plantas hermafroditas (masculino). Desta forma, cada uma dessas populagdes foram
cultivadas de forma isolada em uma area de 100 m? extraindo-se, assim, as linhas fémeas

(pistilada) da populacédo A e as linhas machos (hermafroditas) da populagédo B.

I1- Obtencéo das linhas pistiladas e hermafroditas

A selecdo das plantas pistiladas realizou-se a partir inicio do florescimento e o
critério foi identificar plantas em que havia o racemo primario 100% feminino. Assim, todas
essas plantas femininas selecionadas formam a nova populagdo A, sendo que nessas
linhagens foram realizadas autofecundagdes sucessivas.

A obtencéo das plantas hermafroditas foi realizada com a selecdo das inflorescéncias
com 30 a 40% de polen. Portanto, essas linhagens masculinas formam a populacdo B e
posteriormente autofecundacdes sucessivas.

E valido enfatizar que, as etapas de selecio ocorreram de forma simultanea em cada
populacdo (pistilada e hermafrodita). Assim, foi adotado o método de selecdo massal, onde
cada planta selecionada foi marcada e tiveram seu desenvolvimento acompanhado sendo
levado em consideracdo os caracteres tais como, porte da planta (altura da cacho), ciclo
(precoce, superprecoce, intermediario e tardio) e caracteristicas morfologicas da planta
(coloracdo do caule, presenga ou auséncia de cera). Portanto, todas as plantas com
caracteristicas indesejaveis foram descartadas durante o processo de selecdo e as demais
foram autofecundadas.

A autofecundacdo das plantas selecionadas ocorreu quando do inicio do
florescimento, com a protecdo da inflorescéncia, com as flores ainda fechadas, e o uso de
sacos de papel. Dessa forma, ao final do ciclo os racemos autofecundados foram colhidos
separadamente por planta e identificados conforme as caracteres adotados na selecéo.

As sementes beneficiadas de cada racemo colhido (método de selecdo) foram
semeadas no campo na Fazenda Experimental S&o Manuel (Sdo Manuel- SP). Portanto,
todos os materiais de cada populagéo (A) obtida foram semeados separadamente, assim foi



realizada uma nova selecdo dentro das linhas pistiladas e também na outra populacéo (B)
formada pelas linhas machos (hermafroditas). No ano agricola de 2022 todos os materiais
selecionados dentro de cada populagdo foram semeados para realizagdo da genotipagem.
Nesse sentido, as plantas selecionadas foram para andlise genética molecular.

Com base nestes gendtipos é definido um perfil genético que, a depender do nivel
de polimorfismo na populacédo, permite discriminar cada amostra individualmente e realizar
andlises de identidade de cultivares (linhagens e hibridos), avaliacdo de diversidade
genética, verificagdo de parentesco e estimativa de distancia e estrutura genética.

I11- Processo para genotipagem

A coleta de material biolégico para a andlise (folhas) dos individuos a serem
analisados foram realizadas em varias linhagens de mamona. Portanto, as coletas foram
realizadas em varias etapas de acordo com a instrucdo solicitada pelo laboratério. Assim,
foram coletadas folhas expandidas (livre de fungos superficiais) da mamona e higienizadas
(para evitar presenca de a&gua ou umidade sobre as folhas coletadas, pois isso leva ao
apodrecimento das mesmas), em seguida serdo acondicionadas em saco de papel (tipo saco
de pipoca). Uma etiqueta com a identificacdo da amostra foi inserida no saco juntamente
com o material. Posteriormente, as amostras foliares foram enviadas para as analises
genéticas.

Dada a importéancia desta pesquisa para expansao da cultura da mamona, bem como,
sua contribuicdo no melhoramento da espécie, as proximas etapas foram realizadas mediante
os resultados obtidos na genotipagem. Cabe ressaltar que, a selecdo foi feita de forma
morfoldgica e testamos se a genotipagem pode ser confirmada para obtencdo dessas
populacdes. Portanto, apds a obtencgdo dos resultados da anélise molecular das linhagens foi
realizado cruzamentos de acordo com o0s grupos selecionados dentro do dendograma.

A partir do dendograma (Figura 1), foi possivel observar a formacdo dos grupos,
mostrando a presenca de variabilidade genética entre os geno6tipos avaliados, caracteristica
importante dentro de um programa de melhoramento genético, possibilitando a selecao.
Portanto, os grupos foram compostos de acordo com a distancia genética entre os materiais
para realizacdo dos cruzamentos e condugdo dos ensaios no campo em 2023. Assim, 0s
ensaios foram implantados lado a lado para selecdo dentro das progénies e realizacdo dos

cruzamentos, com base na distancia genética entre elas obtidas na genotipagem.



Figura 1 - Dendrograma representativo do agrupamento das linhagens de mamona

Posteriormente, foram avaliadas as seguintes caracteristicas nos experimentos em
campo: inicio do florescimento, porcentagem de flores femininas, altura de insercdo do
racemo primario, nimero de racemos por planta, comprimento efetivo do racemo primario,
namero de frutos do racemo primario, altura da planta, diametro do caule, duracédo do ciclo,

massa de 100 sementes, produtividade, teor e produtividade de 6leo nas sementes.

Diversidade genética
Com informacdes dos marcadores SNPs, a matriz de parentesco gendmico aditivo (

G ) sera obtida de acordo com VanRaden (2008):
' 4
G- : ZZ 4)
22i:1 pL-p)

Seja M a matriz de incidéncia que especifica quais alelos cada individuo herdou,
com dimensdes n X m, onde n é o nimero de individuos € m o nimero de locos. Dado que a



frequéncia do segundo alelo em um loco i seja P, e que a matriz P contenha as frequéncias
alélicas expressas como uma diferenca de 0,5 e multiplicadas por 2, de modo que cada
coluna | de P seja 2(p, —0,9), subtrair P de M, seria igual Z . Esta correcio proporciona
com que as médias dos efeitos alélicos sejam zero, além disso, da mais créditos a alelos

raros do que alelos comuns no célculo de G . A divisdo por 22 p,(1—p;) escala a matriz

de parentesco para ser analoga a matriz de parentesco dos coeficientes de Wright (matriz A
). Para a analise da diversidade genética, ap0s a estimacao da matriz G, um dendrograma

baseado em UPGMA sera construido.

Justificativa por ndo realizar analise marcadores SNPs

Visando a compreensdo das bases moleculares, bem como a importancia da
utilizacdo dos marcadores SNPs em diversas culturas, pesquisas tem sido intensificadas e
vem ganhando muito espaco em estudos de analises genéticas em plantas. Diante desse
grande potencial dos marcadores SNPs para as analise genéticas e considerando o seu custo
para realizagdo de desenvolvimento de protocolos na cultura da mamona, torna-se
necessario justificar que essa etapa ndo foi realizada. Portanto, esse projeto ndo teve nenhum
financiamento o que inviabilizou a realizacdo da analise.

Por fim, enfatizamos que sem dinheiro ndo seria possivel realizar essa analise, ja que
o valor total para essa analise ultrapassaria 100 mil reais. E valido ressaltar que, mesmo
sabendo da relevancia que a mesma poderia proporcionar ao programa de melhoramento
genético da mamona, trazendo como vantagens por ser um processo rapido, eficiente e

seguro, mas tem um custo alto.

Resultados e Discussao

Mediante os resultados obtidos na primeira fase constatou-se que usando o método
de selecdo massal baseados em caracteres morfologicos foi possivel selecionar um grande
numero de plantas com alta porcentagem de flores femininas no racemo primario. A
obtencéo de linhagens femininas é um dos objetivos do melhoramento da mamoneira, pois
viabiliza a produgdo de sementes hibridas (BERTOZZO et al., 2011). Portanto, o vigor das
linhagens femininas é indispensavel para que a semente hibrida tenha um custo acessivel ao

agricultor.



E possivel observar que tem divergéncia genética entre as linhagens de mamona, que
possibilita formar grupos de acessos para futuros ganhos em melhoramento genético.
Portanto, a pesquisa foi conduzida com ensaios no campo mediante a formacgédo dos grupos
com combinagfes superiores obtidas na genotipagem. O resultado da analise molecular e
em conjunto com a comprovacao de campo possibilitou fornecer informacées de futuras
combinacfes superiores, identificar genotipos que reunam caracteristicas de alta
produtividade e outras informacg6es a respeito dos mecanismos genéticos que séo de grande
interesse em varias etapas dos programas de melhoramento da mamona.

Com base nos resultados obtidos da genotipagem e as avaliacfes dos cruzamentos
foram construidos novas populaces que originaram a formacdo de novas linhagens.
Portanto, foi realizado a semeadura no campo em margo de 2024, mas devido as condic¢des
climaticas com excesso de chuva, os mesmos foram perdidas por duas vezes consecutivas,

sendo que essa cultura ndo tolera excesso de agua (Figura 2).

Figura 2 - Perda do experimento em campo por excesso de chuva e nova semeadura
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