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Resumo

A participacéo do gergelim (Sesamum indicum L.) estd em expansao no agronegdcio brasileiro. Sendo
necessario a caracterizagdo da diversidade genética para a selecdo de genotipos superiores em
programas de melhoramento genético. Dessa forma, objetivou-se avaliar a diversidade genética entre
gendtipos por meio caracterizacdo morfoldgicas e moleculares. As caracteristicas morfoldgicas foram
avaliadas de acordo com IPGRI e NBPGR (2004) e para as moleculares foi realizado a extracdo de
DNA das folhas de gergelim para a utilizacdo nas reacfes de PCR (reacdo em cadeia da polimerase)
e os produtos foram submetidos a eletroforese em gel vertical de poliacrilamida 10%. Em seguida,
realizou analise dos dados através do programa computacional GENES. No agrupamento dos
genotipos pelo método UPGMA, observou a formagéo de 4 grupos conforme o ponto de corte realizado.
A maior distancia genética observada foi entre os gendtipos 4 e 19. Entretanto, a maior similaridade foi
observada entre os gendtipos 19 e 20. Os genotipos 4 e 19 se destacaram, devido a divergéncia
podendo ser de interesse para realizar cruzamentos no melhoramento genético.

Palavras-chave: Polimorfismo. Microssatélites. Variabilidade genética.
Area do Conhecimento: Ciéncias Agrarias.
Introducéo

O gergelim (Sesamum indicum L.) é utilizado como cultura alternativa em pequenas propriedades
rurais e desempenhando um papel crucial como centro econdmico de apoio no semiarido nordestino
(SILVA et al., 2017; CRUZ et al., 2013). Além de se destacar no Mato Grosso devido ser uma boa
alternativa ao milho na segunda safra (EMBRAPA, 2021). Contudo, a cultura vem se evidenciando em
virtude de seu alto valor nutricional e pela possibilidade de promover a diversificacdo da producéo
agricola. A sua implementagéo ocorre através de sementes, as quais sao utilizadas como matéria-
prima para a comercializacdo de gréos e para a fabricacédo de subprodutos (LUCENA et al., 2013).

O gergelim é uma planta autégama, contendo uma alta diversidade de caracteristicas morfoldgicas
(ARRIEL et al., 2007). Apresenta sistema radicular pivotante, caule ereto de 0,5 a 3 metros, ramificado
ou ndo, podendo apresentar pilosidade (SILVA, 1993). As flores variam de 1 a 3 por axila foliar e séo
completas (ANDRADE, 2009). O fruto é uma capsula alongada e suas sementes sdo pequenas,
medindo cerca de 3 mm de comprimento e até 2 mm de espessura, ovais e levemente achatadas,
podendo variar conforme a cultivar, tanto seu tamanho, cor e formato (ANILAKUMAR et al., 2010). Na
cultura do gergelim os principais pardmetros para diferenciagdo das cultivares s&o: altura de planta,
comprimento de capsula, ciclo, tipo de ramificacdo, coloragdo das sementes, entre outros (SILVA,
2022).
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Os marcadores moleculares sdo recursos relevantes em estudos de populagbBes inter e
intraespecifica e deteccédo de variabilidade genética (CRUZ et al., 2011). Sendo assim, o estudo da
diversidade em gergelim, possibilita desenvolver cultivares com caracteres importantes para o
mercado, por meio do estudo de caracteristicas morfoldgicas e moleculares, que auxiliam na avaliacao
das relacdes filogenéticas e as estruturas das populacdes propostas, visando o melhoramento da
espécie, consequentemente elevando o rendimento e a qualidade do gergelim (WOLDESENBET et al.,
2015; PARQUE et al., 2014). Os métodos moleculares sdo vantajosos para a obtencdo direta de
informacdes das sequéncias de DNA e em relacdo a deteccao de polimorfismo no mesmo. Existem
diferentes classes de marcadores moleculares, entre eles os microssatélites, conhecidos também como
SSR (Simple Sequence Repeats). Os SSR sao distribuidos por todo o genoma de maneira abundante
e uniforme, eles sdo codominantes e multialélicos (OLIVEIRA et al., 2006; OLIVEIRA e SILVA, 2008).
Sendo assim, estudos da diversidade genética por meio da caracterizagao morfolégicas e moleculares
auxiliam na identificagcao de gendétipos de gergelim possivelmente promissores.

Metodologia

Os gendtipos de gergelim avaliados foram: TGUU1 (3), AGUU1 (4), KGAU1 (7), PGUU1 (19) e
SGUUL1 (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 vegetacéo da Universidade Federal do Espirito Santo, Campus Alegre.

As caracteristicas qualitativas foram ramificacdo da haste, padréo ramificacdo da haste, cor do
peciolo, nimero de flores por axila, cor exterior da corola, cor interior da corola, pigmentacéo interior
da corola, cor do labio inferior, cor da casca da semente, acido esteérico (% m/m), acido eicosendico
(% m/m), relacdo entre 4cido palmitico/palmitoléico e rela¢@o entre acido oléico/linoleico (IPGRI e
NBPGR, 2004). No entanto para as caracteristicas quantitativas foram realizados delineamento em
blocos casualizados (DBC) para cada gendtipos foram 3 blocos com 4 repeticbes e cada repeticao
contém 4 linhas de 5 metros e calculado as médias dos seguintes parametros: 50% floracao (dias) —
50%F, altura primeira capsula (cm) — A1CP, altura planta (cm) — APL, comprimento entrené (cm) —
namero nédulos 1 flor — NN1FL, numero capsula por planta — NCPPL, comprimento capsula (cm) —
CCP, largura capsula (cm) — LCP, espessura capsula (cm) — ECP, média de semente por capsula —
MSCP e teor de 6leo (%) — TO (IPGRI e NBPGR, 2004).

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
extragdo de DNA, foi utilizado protocolo descrito por King et al. (2014).

A concentracdo do DNA nas amostras foi verificada por espectrofotmetro 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
Taqg DNA polimerase, 1X de tampéao (100 mM de Tris-HCI pH 8,5, 500 mM KCI), 2,75mM de MgClz e
0,8 mM de dNTPs, com o volume final da reacdo de 15 pL. As reacdes foram submetidas a
desnaturacao 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 extensao final de 8 min a 72° C.

Os produtos da amplificacéo foram separados por eletroforese em gel vertical de poliacrilamida 10%,
com tampéo 1X TBE (Tris HCl/acido bérico/EDTA), corados com GelRed biotium e fotografados com
sistema de fotodocumentacdo (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 nimero de alelos de cinco gendtipos
(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 genétipos, onde se gerou uma matriz de valores
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binarios, utilizando a codificagdo (1, 2, ..., n) estando de acordo com o numero 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 informag¢&o 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).

Para a analise conjunta das caracteristicas morfolégicas e moleculares em medidas de
dissimilaridade, que representam a diversidade que ha no conjunto de acessos estudados. A matriz
gerada permitiu a obtencédo da frequéncia de dissimilaridade. Para a analise de agrupamento, foi
avaliada a ligacdo média entre grupos (UPGMA) e calculado o coeficiente de correlacdo cofenética
(CCC) entre a matriz de dissimilaridades genéticas e a matriz dos valores cofenéticos, a fim de verificar
a consisténcia do agrupamento. Para melhor visualizag&o, um dendrograma foi gerado.

Resultados

A partir do ponto de corte, a cerca de 73% de dissimilaridade utilizando o critério de Mojena (1997),
evidenciou a formacéo de 4 grupos (Figura 1) e o coeficiente de correlagao cofenética foi de 0,68.

Figura 1 - Dendrograma da dissimilaridade genética em locos microssatélites para a andlise conjunta de cinco
gendtipos de gergelim obtido pelo método de agrupamento hierarquico UPGMA.

Método de agrupamento :  Ligagio Média Entre Grupo(UPGMA)
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Fonte: os autores.
Os gendtipos 19 e 20 se encontram no mesmo grupo contendo a maior similaridade (22,39).
Entretanto, é notdrio que o genétipo 4 e 19 apresentam dissimilaridade de 41,10, como observado na
matriz de distancia genética (Tabela 1).

Tabela 1 - Matriz de distncias genéticas entre cinco genotipos de gergelim a partir da analise conjunta.

3 4 7 19 20
3 0 24,78139 24,47056 32,66079 26,00513
4 0 33,57898 41,10458 34,04874
7 0 27,53892 24,76152
19 0 22,39086
20 0

Fonte: os autores.
Discusséo

O coeficiente de correlagédo cofenética foi satisfatorio, apresentando valor de 0,68, semelhante ao
resultado apresentado por Houmanat et al. (2021), cujo CCC de 0,67 foi observado na avaliagdo de
caracteristicas qualitativas, quantitativas e marcadores moleculares em acessos de cartamo.

Os gendtipos 19 e 20 contém maior similaridade (22,39) e estdo no mesmo grupo, o que torna ndo
interessante o cruzamento de ambos de modo que néo restrinja a variabilidade genética. Entretanto, é
notério que o gendtipo 4 se diverge de todos os outros, principalmente do 19 apresentando
dissimilaridade de 41,10, podendo ser promissoras para um cruzamento.

O gendtipo 4 é um possivel promissor, uma vez que possui caracteristicas de interesse para o
mercado, como maior teor de éleo, maior nimero de capsulas, bom rendimento de semente, duas
flores por axila e cor de semente creme. Além disso, o gendétipo 19, apesar de conter a coloracéo da
semente preta, ele apresentou alto teor de 6leo, duas flores por axila, caracteristicas desejaveis para o
melhoramento de planta.
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O cruzamento de genotipos com maior dissimilaridade apresenta tendéncia de gerar populagées
com grande variabilidade genética (GIBORI et al. 1978). No entanto, para os genétipos que possuem
baixa dissimilaridade, ndo € interessante o cruzamento, pois eles tém uma base genética muito estreita,
gerando falta de variabilidade, fragilidade a doencas e atinge um limite de produtividade (KISHA et al.,
1997; MANJARREZ-SANDOVAL et al., 1997).

Conclusao

Os marcadores moleculares e morfolégicos utilizados neste estudo foram eficientes para a
caracterizagao da variabilidade genética;

O gendtipo 4 apresentou caracteristicas que podem ser interessantes para o melhoramento, entre
elas, coloragédo de semente, nUmero de capsulas por planta, média de semente e alto teor de 6leo;

O genotipo 19 apesar de conter coloragdo escura contém caracteristicas de interesse como 2 flores
por axila e teor de 6leo similar as demais sementes de coloracao clara, podendo ser um gendtipo em
potencial.
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