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Resumo

O gergelim (Sesamum indicum L.) vem sendo cultivado no Brasil em larga escala, a maior parte da
producdo é destinada para a extracdo de 6leo devida a alta versatilidade de uso. Compreender a
variabilidade genética do gergelim é importante para o direcionamento dos programas de
melhoramento e, dentre as ferramentas moleculares utilizadas para este fim, o uso de marcadores
microssatélites (SSR) presentes em Expressed Sequence Tags (EST), tem sido amplamente
documentado. Neste estudo, buscou-se avaliar a diversidade genética de 10 gendtipos de gergelim
através de primers de marcadores EST-SSR. Foi utilizado para estimar a diversidade genética a analise
de agrupamento entre os individuos. Foram avaliados 63 marcadores EST-SSR. No agrupamento dos
genotipos pelo método UPGMA, observou-se a formacgéo de 4 grupos de acordo com o ponto de corte
realizado. A maior distancia genética foi observada entre os genétipos 3 e 10, contrastando com uma
maior similaridade observada entre os genétipos 7 e 8. Os marcadores EST-SSR estudados foram
eficientes em discriminar, a nivel molecular, os genétipos avaliados.

Palavras-chave: genotipagem. microssatélites. marcadores moleculares. polimorfismo.
Area do Conhecimento: Ciéncias agrarias.
Introducéo

O gergelim (Sesamum indicum L.) € uma planta que pertence a familia Pedaliaceae, oriunda da
regido da Etidépia (MAZZANI, 1983). O cultivo desta espécie ocorre principalmente na Africa e Asia
(TENYANG et al., 2017). A introdugéo do gergelim no Brasil foi realizada pelos portugueses no século
XVI (QUEIROGA et al., 2017). No Brasil, 0 mercado de gergelim cresceu, tanto em area cultivada
quanto em produc¢do, nos ultimos anos (CONAB, 2022a; EMBRAPA, 2021). A produc¢éo brasileira é de
146,9 mil toneladas em 284,3 mil hectares e produtividade de 517 kg.hal. A regido Centro-Oeste, é a
maior produtora (CONAB, 2023).

Os principais beneficios do uso do gergelim na alimentagdo humana estédo relacionados a sua
composicao nutricional. A semente é composta de 50-60% de 6leo, 19% de proteina e 21,6% de
carboidratos totais (PAVANI et al., 2020). A maior parte da producdo da cultura é destinada para a
extracdo de Oleo, fonte de acidos graxos insaturados, como &cidos linoleicos e oleicos (UZUN, ARSLAN
e FURAT, 2008), e que possui alta versatilidade de uso na indUstria de alimentos e cosméticos (ARRIEL
et al., 2007; BELTRAO et al., 2013).
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Devido a expansdo da participagdo do gergelim no agronegécio brasileiro, € necesséria a
caracterizagdo da diversidade genética entre diferentes acessos para a selegcdo de gendtipos
superiores em programas de melhoramento genético. Para este fim, diferentes tipos de marcadores
podem ser aplicados, como os morfolégicos, bioquimicos e moleculares. Os marcadores moleculares
sdo fendtipos moleculares de um gene expresso ou de um segmento especifico de DNA que
proporciona a verificagdo de polimorfismos (diferengas) no material genético de individuos (FERREIRA
e GRATTAPAGLIA, 1998), esses marcadores sobressaem por nao serem influenciados pelo ambiente
e estado fisiolégico do individuo (LANZA et al.,, 2000). Entre os marcadores moleculares, o0s
microssatélites ou Simple Sequence Repeats (SSR) apresentam ampla utilizacdo em estudos com
espécies de interesse agrondmico por exibirem diversas vantagens em relagdo aos outros tipos de
marcadores, incluindo sua abundéancia no genoma e por serem multialélicos, codominantes, com alto
grau de polimorfismo, alta reprodutibilidade e transferabilidade (CRUZ et al., 2011; CAIXETA et al.,
2013; COSSON et al., 2014).

Entre os marcadores SSR, os contidos em Expressed Sequence Tags (EST) apresentam
vantagens, tais como estarem relacionadas a genes de fungdo conhecida, exibirem alta
transferabilidade entre espécies préximas e custo reduzido para desenvolvimento (ZHANG et al., 2014).

Nesse contexto, objetivou-se avaliar a diversidade genética de 10 gendtipos de gergelim (Sesamum
indicum L.) através de primers de marcadores EST-SSR.

Metodologia

Foram utilizados 63 marcadores EST-SSR sintetizados e fornecidos pela empresa Sebra Agricola
para a espécie Sesamum indicum L. e que estavam associados a diferentes caracteristicas de de
interesse agronémico.

Foram utilizados dez genétipos do banco de germoplasma da empresa Sebra Agricola, sendo cinco
comerciais (denominadas pelos numeros 3, 4, 7, 19 e 20) e cinco ndo-comerciais (8, 10, 21, 22 e 24).
As sementes cedidas foram colocadas em bandejas de 200 células (53 x 27 x 4,2 cm) contendo
substrato comercial na casa de vegetagéo na Universidade Federal do Espirito Santo — Campus Alegre.
Quando as plantas emitiram o segundo par de folhas, elas foram coletadas para a extracdo do DNA.

A extracdo do DNA foi conduzida conforme com protocolo descrito por King et al. (2014) no
Laboratério de Bioquimica e Biologia Molecular (BgMol) da Universidade Federal do Espirito Santo —
Campus Alegre. A concentracdo do DNA nas amostras foi avaliada utilizando espectrofotdmetro
NanodropTM 2000 (Thermo Scientific) e a integridade foi verificada em eletroforese em gel de agarose
0,8% aplicando-se 3 yL da amostra de DNA e 3 pL do reagente intercalante Gelred. As reacdes de
PCR foram realizadas utilizando-se 40 ng de DNA, 0,4 uM de cada primer (F + R), 0,5 U de Taq DNA
polimerase (Invitrogen), 1X de tamp&o (10 mM Tris HCI - pH 8,5, 50 mM KCl), 2,75 mM de MgClz e 0,8
mM de dNTPs, com o volume final da rea¢éo de 15 uL. As reagfes 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 extenséo final de 8 min a 72° C. Os produtos da amplificacdo foram
separados por eletroforese em gel vertical de poliacrilamida 10%, com tampao 1X TBE (Tris HCl/acido
borico/EDTA), corados com GelRed biotium e fotografados com sistema de fotodocumentagdo
(ChemiDocXRS + System- Bio-Rad™).

Os dados obtidos com os primers foram usados para analisar o grau de similaridade entre os
gendtipos avaliados. A estimativa foi realizada por meio do complemento do indice ndo ponderado
através do programa GENES (CRUZ, 2013). A matriz gerada permitiu a obtencdo da frequéncia de
dissimilaridade. Para as andlises de agrupamento, foi avaliada a ligagdo média entre grupos (UPGMA)
e calculado o coeficiente de correlagédo cofenética (CCC) entre a matriz de dissimilaridades genéticas
e a matriz dos valores cofenéticos, a fim de verificar a consisténcia do agrupamento.

Resultados

Os dados da caracterizacdo molecular foram utilizados para analise de agrupamento entre os
individuos, o dendrograma resultante da andlise de agrupamento (Figura 1), exibe os genotipos no eixo
vertical e as medidas de dissimilaridade genética, juntamente com suas respectivas porcentagens, no
eixo horizontal. Para analise do dendrograma foi tracada uma linha de corte, baseada no método de
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Mojena (1977) a aproximadamente 90% de dissimilaridade (0,475), evidenciando os grupos formados.
O Coeficiente de Correlagéo Cofenética (CCC), encontrado foi de 77,79%, revelando variagdo genética
entre as os genétipos de gergelim avaliadas.

No dendrograma gerado observa-se a formacdo de 4 grupos de acordo com o ponto de corte
realizado, com CCC de 77,79% (Figura 1). O primeiro grupo é formado pelos genétipos 7 e 8; 0 segundo
pelo gendtipo 19; o terceiro apresenta os genétipos 20, 22, 10, 24 e 21; por Ultimo, dois genétipos
constituem o quarto grupo, 3 e 4.

Figura 1. Dendrograma da dissimilaridade genética baseada em locos microssatélites para dez gendtipos de
gergelim gerado a partir do método de agrupamento UPGMA.
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Fonte: Os autores.
Com base nas distancias obtidas pela matriz de dissimilaridade genética, os gendtipos mais
préximos sdo 7 e 8 (0,328); 20 e 22 (0,394) e 3 e 7 (0,412), enquanto os mais contrastantes sdo 3 e 10
(0,589), 3 e 21 (0,587), seguido de 4 e 19 e 4 e 20 com 0,585 (Tabela 1).

Tabela 1. Matriz de distancias genéticas de dez gendétipos de gergelim a partir da analise de 63 locos EST-SSR

3 4 7 8 10 19 20 21 22 24
3 —
4 0.429 -
7 0.412 0.571 -
8 0.473 0571 0.328 -

10 0.589 0.536 0.500 0.446 —

19 0.545 0585 0.455 0.500 0.473 —

20 0.537 0585 0527 0.509 0.426 0.463 —

21 0.587 0.560 0.490 0.500 0.490 0.510 0.480 -

22 0.509 0528 0491 0464 0500 0.566 0.394 0.442 —

24 0.544 0.488 0.489 0.580 0.402 0.467 0.419 0.477 0.446 —
Fonte: Os autores.

Discusséo

A identificacao de gendtipos com alta diversidade genética é de extrema importancia em programas
de melhoramento genético (BARAN et al., 2022). A dissimilaridade genética entre os genotipos pode
surgir devido a origem ancestral diversa e alto fluxo génico causado por polinizagao cruzada (WILLIAM
et al., 2019).

A variabilidade genética € importante para obtencao de ganhos de selecédo (SPINELLI et al., 2014).
A ampla variabilidade entre caracteristicas genéticas permite melhor adaptacdo das plantas cultivadas.
Porém, a selecdo dos agricultores e as praticas de manejo afetam os padrdes de diversidade genética
(BARNAUD et al., 2008).

Considerando a notoria similaridade entre os genoétipos 7 e 8 (0,328) e que o gendtipo 7 é
comercialmente utilizado, novos estudos com o gendtipo 8 se tornam promissores visando a sua futura
comercializagdo. Segundo o banco de dados da Sebra Agricola, o gendtipo 7 apresenta boa média de
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sementes por capsula (56,53), alto teor de 6leo na semente (51,77%) e a cor da casca da semente é
bege. Teklu et al. (2021) relata a correlacdo positiva entre o rendimento de grdos com o rendimento de
Oleo (r = 0,99; p < 0,01) e também foram observadas correlagGes significativas e positivas entre
rendimento de graos e nimero de sementes por capsula (r = 0,17; p < 0,01). Além disso, as sementes
de cor clara tém maior qualidade e teor de 6leo do que as sementes de cor escura (SILVA et al., 2011).
Singh et al. (2022) descreve que a planta ideal de gergelim visando o melhoramento deve ter alto teor
de 6leo. Assim, essas caracteristicas expressam as potencialidades de estudo do genétipo 8.

Embora marcadores moleculares tenham sido empregados em estudos de diversidade genética de
gergelim, a maioria deles ndo foi baseada nas informacfes da sequéncia do genoma (BADRI et al.,
2014). Marcadores SSR especificos da cultura empregados pela primeira vez no gergelim revelaram
sua natureza altamente informativa, mas o nimero de marcadores SSR usados foi baixo (DIXIT et al.,
2005). Zhang et al. (2007) também observaram uma alta variabilidade genética em germoplasma de
gergelim com o uso de marcadores EST-SSR e SRAP. No presente estudo, os marcadores EST-SSR
desenvolvidos para gergelim provaram ser informativos em estudos de diversidade genética e
promissores para serem aplicados em andlises de genétipos com caracteristicas agronémicas
superiores visando a sua aplicagdo comercial.

Conclusao

Os gendtipos 3 e 10 apresentaram a maior distancia entre os genotipos avaliados, enquanto o 7 e
8 a maior similaridade.
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