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Resumo

O gergelim (Sesamum indicum L.) € uma cultivar comercial crescente no agronegdécio. O estudo da
diversidade em gergelim, possibilita desenvolver cultivares com caracteres importantes para o
mercado, por meio do estudo de caracteristicas morfolégicas e moleculares, visando o melhoramento
da espécie. Assim, objetivou-se avaliar a diversidade genética de cinco genétipos de gergelim por meio
da analise de polimorfismo dos marcadores moleculares SSR (Simple Sequence Repeats), através das
reacbes de PCR (reacdo em cadeia da polimerase). Dos 55 primers obtidos, 41 resultaram em
amplificagdo polimorficas e foram utilizados nas analises, os quais variaram de 1 a 5 alelos. No
agrupamento dos gendtipos pelo método UPGMA, observou a formagéo de 4 grupos conforme o ponto
de corte utilizado. Dentre todas as analises, os genétipos com maior distdncia genética foram o0 4 e 19.
J& os genotipos mais similares foram os gendétipos 3 e 4. Pode-se concluir, que os gendtipos 4 e 19
apresentaram maior variabilidade genética sugerindo potencialidade no cruzamento, caracteristica
interessante melhoramento genético.

Palavras-chave: Melhoramento genético. Polimorfismo. Microssatélites.
Area do Conhecimento: Ciéncias Agrarias.
Introducéo

O gergelim (Sesamum indicum L.) é uma oleaginosa pertencente ao género Sesamum, que exibe
facil cultivo, desenvolvendo em diversos solos, regides e circunstancias ambientais (LUCENA et al.,
2013). Além de, apresentar versatilidade na utilizacdo, atuando no setor alimenticio, para extragédo de
6leo e nas indUstrias farmacéutica, cosmética e oleoquimica (ARRIEL et al., 2007; BELTRAO et al.,
2013).

Segundo a FAOSTAT (2021) os maiores produtores mundiais nos Gltimos anos sdo o Sudéo (791
mil t), Myanmar (766 mil t) e a india (766 mil t), enquanto a produc&o no Brasil atingiu 62 mil toneladas.
A maior parte da producédo se concentra no estado de Mato Grosso (EMBRAPA, 2021). No Brasil, na
safra de 2021/2022 a produgéo de gergelim foi de 110,9 mil toneladas em 213,9 mil hectares plantados,
gerando uma produtividade de 519 kg/ha (CONAB, 2023). Decorrente da crescente expansao do
gergelim no agronegdcio, é necessario por meio da medi¢éo de caracteres morfolégicos, agrondémicos
e moleculares estimar a diversidade genética (CRUZ; CARNEIRO, 2003).

Sendo assim, para andlise da diversidade genética, os marcadores moleculares se mostram
colaborativos e auxiliam na selecdo de genétipos superiores, assim, estes estudos podem colaborar
com a pesquisa mundialmente (POMPELLI et al., 2011). Os métodos moleculares apresentam alta
versatilidade em estudos moleculares e sdo vantajosos para a obtencéo direta de informacdes das
sequéncias de DNA e em relacédo a deteccdo de polimorfismo no mesmo. Existem diferentes classes
de marcadores moleculares, entre eles os microssatélites, conhecidos também como SSR (Simple
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Sequence Repeats). Os SSR sao distribuidos por todo o genoma de maneira abundante e uniforme,
eles sédo codominantes e multialélicos (OLIVEIRA et al., 2006; OLIVEIRA e SILVA, 2008).

Portanto, estudos da diversidade genética por meio da caracterizagdo molecular auxiliam na
identificacdo de possiveis gendtipos com caracteres de interesse que tendem a auxiliar na selecéo de
genotipos promissores. Neste contexto, objetivou-se avaliar a diversidade genética entre genétipos de
gergelim por meio da caracterizacdo de marcadores moleculares SSR.

Metodologia

Os genotipos de gergelim avaliados foram: TGUU1L (3), AGUUL (4), KGAU1 (7), PGUU1 (19) e
SGUUL (20). As sementes de gergelim utilizadas nesse trabalho foram obtidas e cedidas do banco de
germoplasma da empresa Sebra Agricola - MT. As plantulas foram conduzidas em bandejas de mudas
com substrato, na casa de vegetagdo da Universidade Federal do Espirito Santo, Campus Alegre.

As coletas de material genético para as analises moleculares e morfolégicas foram realizadas a
partir do segundo par de folhas de cinco individuos distintos e armazenadas em freezer -80°C. Para
extracdo de DNA, foi utilizado protocolo descrito por King et al. (2014).

A concentragdo do DNA nas amostras foi verificada por espectrofotometro NanodropTM 2000
(Thermo Scientific) e a integridade foi confirmada em eletroforese em gel de agarose 0,8% com 3 pL
de DNA concentrado e 3 pL gelred. Foram utilizados 55 pares de primers microssatélites, que foram
desenvolvidos dentro do programa de melhoramento da empresa Sebra agricola. As reacdes de PCR
foram realizadas utilizando-se: 40 ng de DNA, 0,4 uM de cada primer, 0,5% U de Invitrogen Platinum
Taq DNA polimerase, 1X de tampao (10 mM de Tris-HCI pH 8,5, 50 mM KCI), 2,75mM de MgClz e 0,8
mM de dNTPs, com o volume final da reacéo de 15 pL. As reacdes foram submetidas a desnaturacéo
inicial por 4 min a 94 °C, seguido de 35 ciclos de 45 segundos a 94° C, 1 min a 56° C (variavel conforme
o primer) e 1 min a 72° C, com uma extenséo final de 8 min a 72° C. Os produtos da amplificag@o foram
separados por eletroforese em gel vertical de poliacrilamida 10%, com tampéao 1X TBE (Tris HCl/acido
borico/EDTA), corados com GelRed biotium e fotografados com sistema de fotodocumentagdo
(ChemiDocXRS + System— Bio-RadTM). O tamanho dos fragmentos amplificados foi estimado usando
marcador de DNA de 100pb.

A partir dos géis de poliacrilamida 10%, as imagens fotodocumentadas, foram selecionadas e os
gendtipos e primers de interesse foram analisados, calculando o numero de alelos de cinco genoétipos
(3, 4, 7, 19 e 20) para os 55 pares de primers utilizados. Sendo assim, os dados moleculares foram
registrados a partir das bandas detectadas entre os genotipos, onde se gerou uma matriz de valores
binarios, utilizando a codificagao (1, 2, ..., n) estando de acordo com o nimero de alelos por loco.
Portanto, os homozigotos foram representados por 11, 22, ..., nn, e os heterozigotos por 12, 13, 14,
23, 24, ... nn e utilizando -9 para identificar dados perdidos, ou seja, com falta de informacao do
individuo (CRUZ, 2006). Esses dados coletados foram organizados em planilhas e convertidos para os
formatos exigidos para as analises do programa computacional GENES (CRUZ, 2013).

Os dados obtidos com os primers foram utilizados para analisar o grau de similaridade entre os
genotipos avaliados. A estimativa foi realizada por meio do complemento do indice ndo ponderado
através do programa GENES.

A matriz gerada permitiu a obtencdo da frequéncia de dissimilaridade. Para as andlises de
agrupamento, foi avaliada a ligagdo média entre grupos (UPGMA). Para melhor visualizagdo um
dendrograma foi gerado.

Resultados

Dentre os 55 primers analisados, 11 deles apresentaram o mesmo padréo de amplificacdo em todas
as bandas, ou seja, foram identificados como monomarficos, assim nao foram utilizados nas analises,
uma vez que nao existe variacdo genética entre os genotipos analisados nestas regides. Os primers
SIN_1006905, SIN_ 1005989 e SIN_102561 ndo amplificaram, em virtude disso também n&o foram
utilizados nas analises. Além disso, os primers SIN_ 1015383 e SIN_100492 foram descartados das
analises, uma vez que apresentaram, em 3 genétipos de 5, dados nulos (dados perdidos) o que induzia
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ao erro na declaragdo de parametros no programa computacional GENES. Sendo assim, foram
utilizados 41 primers, dos quais apresentaram bandas amplificadas e polimorficas, variando entre 1 e
5 o namero de alelos (Figura 1).

Figura 1 - Eletroforese em gel vertical de poliacrilamida 10% com a reacao de amplificacéo do primer SB_SiDt_4
contendo 0s 5 gendétipos de gergelim com seus alelos. M: marcador 100 pb; 5 amostras de DNA.
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Fonte: os autores.

No dendrograma (Figura 2), observa-se a formacéo de 4 grupos de acordo com o ponto de corte
tracado utilizando a metodologia de Mojena (1997).

Figura 2. Dendrograma da dissimilaridade genética em locos microssatélites para as caracteristicas moleculares

de cinco gendtipos de gergelim obtido pelo método de agrupamento hierarquico UPGMA.
Método de agrupamento : Ligagio Média Entre Grupo(UPGMA)

10 Fil} 30 40 50 60 70 80 1] 100
2 2 34 3

oo
E]
o

Fonte: os autores.
E notoria a similaridade entre os genétipos 3 e 4 (0,45), se confirmando através da matriz das
distancias genéticas (Tabela 1). Entretanto, os gendtipos 4 e 19 apresentam dissimilaridade (0,77),
sendo 0s mais contrastantes.

Tabela 1 - Matriz de distancias genéticas entre cinco genoétipos de gergelim a partir da andlise de 41 locos SSR.

3 4 7 19 20
3 0 0,457143 0,541667 0,694444 0,661765
4 0 0,757143 0,779412 0,757576
7 0 0,541667 0,628571
19 0 0,485294
20 0

Fonte: os autores.
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Discusséo

Considerando a similaridade entre os genotipos 3 e 4 (0,45). Essa proximidade nao é interessante
para a realizacdo de cruzamentos, uma vez que, a baixa variabilidade pode estar relacionada com a
estreita base genética entre os individuos (MONTILLA et al., 1990). Além disso, o cruzamento entre
individuos geneticamente semelhantes aumenta o coeficiente de endogamia, podendo ocorrer maior
fixacdo de alelos e consequentemente aumentando os homozigotos. Entretanto, os gendtipos 4 e 19
apresentam dissimilaridade (0,77), sendo os mais contrastantes. A alta diversidade genética entre
individuos é de importancia em programas de melhoramento genético, contribuindo para o
conhecimento cientifico da espécie (BARAN et al., 2022).

Conclusao

Os marcadores moleculares foram eficientes para a caracterizacdo da variabilidade genética neste
estudo;

O gendtipo 4 contém caracteristicas que podem ser interessantes para o0 melhoramento, entre elas,
colorac@o de semente e duas flores por axila, teor de 6leo elevado e bom nimero de cépsulas por
planta;

O genotipo 19 contém a semente de coloragdo escura, e caracteristicas interessantes como 2 flores
por axila e teor de 6leo similar as demais sementes de coloracéo clara, podendo ser um gendtipo em
potencial;

Os gendtipos contrastantes podem ser importantes para um programa de melhoramento, pois
apresentam maior variabilidade genética, indicando possiveis progenitores promissores
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