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RESUMO

PARRELLA, Néadia Nardely Lacerda Durdes. Caracterizacdo genetica e da
qualidade de sementes de mamona. 2009. 86 p. Tese (Doutorado em
Fitotecnia) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG*.

Dada a elevada demanda energética mundial faz-se necessaria a busca
de fontes renovaveis e menos agressivas ao meio ambiente como o biodiesel.
Uma alternativa viavel para a produgdo de Oleo seria o cultivo da mamona
(Ricinus comunnis L.) por ser tradicionalmente praticada por pequenos ¢ médios
produtores, destacando-se pelo elevado apelo econdmico e social, inclusive na
regido Sudeste. Com a retomada da produgdo da mamona, a semente se tornou
um insumo extremamente escasso ¢ um dos grandes desafios atuais da pesquisa
agricola ¢ a producgdo de cultivares melhoradas, com estabilidade genética, alta
qualidade e potencial produtivo. Para isso, os materiais genéticos existentes
devem ser bem caracterizados para sua utilizagdo em trabalhos de
melhoramento, ou ao longo de safras, para suprir a demanda de mercado.
Atualmente, as analises moleculares na area de producdo e tecnologia de
sementes sdo realizadas, principalmente, a partir de amostras de plantulas, sendo
necessaria a germinagdo das sementes, implicando em tempo adicional para a
avaliagdo. Diante disso, um dos objetivos do presente trabalho foi o de verificar
a viabilidade da extragdo do DNA gendmico diretamente de sementes de
mamona. As analises foram realizadas nos Laboratorios de Analise de Sementes
e Laboratorio de Genética Molecular — UFLA. Foram utilizados cinco cultivares
comerciais de mamona e as extracdes foram efetuadas a partir de dois tipos de
material vegetal: semente e plantulas. Para verificagdo da viabilidade do DNA
apos o periodo de armazenamento, também foram utilizados dois estagios de
armazenamento, ou seja, sementes recém colhidas e sementes armazenadas em
condi¢des de camara fria por um periodo de 2 anos. Para a extragdo de DNA, foi
utilizado um procedimento modificado de Rogers & Bendich (1988). O
delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, constituido de
trés repetigdes, sendo cada uma composta por extragdo de uma amostra de cinco
sementes ou das plantulas num esquema fatorial 5x2x2 (cultivares; sementes e
plantulas e material vegetal armazenado ou nao). Foi possivel obter material
genético de qualidade diretamente de sementes de mamona em quantidades
viaveis para utilizagdo em estudos moleculares sendo que as concentragdes de
DNA de mamona foram variaveis em relagcdo aos genotipos, ao tipo de material
utilizado para extracdo e também em relagdo ao periodo de armazenamento das
sementes. Para caracterizagdo molecular das sementes coletadas nas regides
produtoras e verificagdo da qualidade de sementes de mamona utilizadas no
estado de Minas Gerais na safra de 2006 e, foram utilizados 12 lotes de sementes



de mamona de municipios produtores, coletadas pela Empresa de Assisténcia
Técnica e Extensdo Rural do Estado de Minas Gerais, EMATER-MG. Pelos
testes de avaliagdo da qualidade de sementes, foi possivel detectar variagdo no
potencial fisiologico dos lotes, sendo que 75% deles apresentam germinagdo
abaixo do padrdo nacional, além de elevada infestacdo de microorganismos.
Quanto a caracterizagdo molecular, foi utilizado marcador molecular do tipo
RAPD, sendo testados 99 oligonucleotideos, porém apenas 17 foram capazes de
gerar bandas de DNA com padrdo polimorfico para as amostras avaliadas. Foi
revelada alta variabilidade genética entre os genoétipos, mesmo se tratando de
uma mesma cultivar, o que refletiu a ampla variabilidade morfologica e
agrondmica contida no germoplasma da mamona e as altas taxas de alogamia
dessa espécie.

Palavras-chaves: Variabilidade genética, qualidade de sementes e cultivares.

Orientadora: Maria Laene Moreira de Carvalho — UFLA



ABSTRACT

PARRELLA, Nadia Nardely Lacerda Durdes. Genetic characterization and
quality of castor seeds. 2009. 86 p. Thesis (Doctorate degree program in
Agronomy) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG*.

Due to the high global energy requirement, the search for renewable and
less environmental aggressive sources of energy as in the case of biodiesel is
desirable. One alternative for the production of oil might be the use of Castor oil
plant (Ricinus communis L.), once it is a traditional cultivated plant by small and
middle size growers, with an elevated economical and social appeal including
the Southeast region, Brazil. With the recently increase in production of Castor
oil plant, plant seeds had become one extremely rare input and one of the biggest
challenges for agricultural research is the production of cultivars with genetic
stability, high quality and production potential. In that sense, the existing genetic
materials must be well characterized for its utilization in plant breading
programs and for market supply. Nowadays, molecular analysis in the area of
seed production and technology are made, principally, form seedlings samples,
thus implying additional time consumption for seed germination before
evaluation. Under such circumstances, one of the objectives of the present work
was to verify the viability for genomic DNA extraction directly from Castor oil
plant seeds. The analyses were performed at the Seed Analysis and Molecular
Genetic Laboratories — UFLA, Brazil. Five Castor oil plant commercial cultivars
were used and DNA was extracted from two types of vegetal material: seeds and
seedlings. In order to verify DNA viability after storage period, two storage
stages were also used: fresh harvested seeds and seeds stored in cooling chamber
during a period of two years. DNA was extracted according a modified
methodology from Rogers & Bendich (1988). The statistical analysis was made
in a completely random design with three replicates, each replicate constituted
by the DNA esxtracted from five seeds or seedlings in a 5x2x2 (cultivars: seeds
and seedlings: material stored or not), factorial scheme. Genetic material of
good quality was obtained directly from Castor oil plant seeds in sufficient
quantities for its utilization in molecular studies. Castor oil plant DNA
concentrations were variable according to the genotypes, vegetal material used
for extraction and time of seed storage. For molecular characterization of seeds
collected in the producing regions and the qualitative evaluation of Castor oil
plant seeds used during 2006 harvest in the State of Minas Gerais, Brazil, 12
seed lots sampled in producing counties by the Technical Assistance and Rural
Extension Enterprise from Minas Gerais State, EMATER-MG, were used.
According seed’s quality tests performed, there was difference among seed lots
physiological potential, with 75 % having germination averages below the



National mean, besides an elevated infestation by microorganisms. In regard to
the molecular characterization, a molecular marker RAPD was used, with 99
oligonucleotides tested. Only 17 were able to show DNA bands with
polymorphic pattern among the samples evaluated. High genetic variability was
found among genotypes, even when using the same cultivar, verifying the
elevated morphological and agronomical variability contained in the Castor oil
plant germplasm and the high rates of allogamy of this species.

Keys words: Genetic variability, quality of seeds and cultivars.

Adviser: Maria Laene Moreira de Carvalho — UFLA
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CAPITULO 1



1 INTRODUCAO

A mamona (Ricinus communis L.) pode ser encontrada como planta
nativa em diferentes partes do mundo, devido a sua facil propagacao, adaptacao
e estabelecimento. Dentre as matérias primas utilizadas na producdo de
biodiesel, a mamona se destaca como uma das principais fontes no Brasil, uma
vez que, de acordo com Holanda (2004), em estudos multidisciplinares sobre o
agronegocio, essa oleaginosa foi considerada a cultura de sequeiro mais rentavel
em certas areas semiaridas. Além disso, seu 6leo € mais denso e viscoso que 0s
provenientes de outras plantas, como dend€, babagu, girassol, algoddo, entre
outras; possui alto rendimento e substitui plenamente os o6leos derivados do
petrdleo; sendo ainda o Uinico na natureza soluvel em alcool; com inumeras
aplicagdes na industria como, plasticos, fibras sintéticas, tintas e esmaltes,
lubrificantes entre outros. A fabricagdo do oleo gera subprodutos como a
glicerina para fabricacdo de farmacos, casca para adubos e polpa para ragdo
animal (Vieira et al., 1997, EMBRAPA, 2004).

Um dos grandes desafios para a producdo do 6leo de mamona para o
suprimento da demanda de combustiveis alternativos ao petrdleo ¢ a produgdo
de sementes de qualidade e em quantidade suficiente. A escassa utilizacdo de
sementes selecionadas no cultivo tradicional da mamona ¢ a principal causa da
baixa produtividade e da suscetibilidade as doengas, entre outros problemas
agronOmicos associados a cultura da oleaginosa (Anthonisen, 2007).

Virios problemas inerentes a cultura da mamona ja vem sendo
solucionados pelo melhoramento genético, tais como aumento da produtividade
e teor de 6leo da semente; diminuicdo do porte da planta e do grau de deiscéncia
do fruto; aumento do nivel de resisténcias de algumas das principais doengas que
ocorrem no pais (Vieira & Lima, 2006). Porém, o emprego de sementes

produzidas ou coletadas pelos proprios agricultores predomina em grande parte



da area de cultivo no pais, ocasionando variedades locais com caracteristicas
agronOmicas indesejaveis (Cunha, 2006).

Entretanto, além da qualidade fisiologica e sanitaria, a qualidade
genética faz-se necessario para implantagdo de campos produtivos de mamona.
A grande variabilidade apresentada pela mamona € observada em caracteristicas
botanicas e agronomicas, podendo ser avaliada através de polimorfismo de
DNA, com o emprego de técnicas tais como marcadores moleculares. 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 limitagdo, especialmente com
cultivares proximamente relacionadas.

Para a aplicagdo das técnicas moleculares, se faz necessario a obtengao
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 substincias que constituem contaminantes potenciais durante
o processo. Diversos métodos para extracdo de DNA gendmico de plantas estdo
disponiveis, embora cada espécie e, ainda cada tecido, necessitem de ajustes
peculiares. Atualmente, as analises envolvendo marcadores moleculares na area
de producio e tecnologias de sementes sdo realizadas, principalmente, a partir de
amostras de plantulas, sendo necesséria a germinacao das sementes, implicando
em tempo adicional para a avaliagdo.

O objetivo desse trabalho foi verificar a viabilidade da extragdo do DNA
genomico diretamente de sementes de mamona, conhecendo o comportamento
do material genético durante o armazenamento dessas sementes ¢ realizar a

caracterizacdo molecular dos genoétipos além de um diagnostico sobre a



qualidade fisiologica e sanitaria dos lotes de sementes utilizadas em Minas

Gerais na implantagdo de campos de produgdo de mamona.



2 REFERENCIAL TEORICO GERAL

2.1 Descricdo e importancia econdmica da mamoneira

A mamoneira (Ricinus communis L.) é uma euforbidcea rustica,
heliofila, resistente a seca, disseminada por diversas regides do mundo. O
interesse pelo cultivo desta oleaginosa se deve as diversas possibilidades de uso
do oleo extraido das sementes e a sua capacidade de adaptagdo a diferentes
condigdes ambientais (Silva et al., 2004).

A mamoneira ¢ bastante complexa em relagao a fisiologia e morfologia.
E uma planta C3 que possui metabolismo fotossintético reduzido em relagio a
uma planta C4, apresentando elevadas taxas de fotorrespiracdo. O porte das
plantas pode variar desde 80 cm até 8 m de altura, com ramificacdes caulinares
do tipo simpodial, raizes fistulosas e varios tipos de expressdo da sexualidade. E
considerada uma planta autégama, podendo apresentar até 30% de alogamia. Em
geral apresenta as flores masculinas na parte inferior ¢ feminina na parte
superior do racemo floral, caracterizando-as como planta monoica, com
polinizacdo do tipo anemofila (Souza, 2007). O habito e crescimento, cor de
folhagem e caule, tamanho de semente e conteido de dleo também variam
bastante nesta espécie. Suas caracteristicas mais marcantes sdo a facilidade de
adaptag¢do e a velocidade de propagagdo sob diferentes condigdes climaticas
(Brasil, 1985).

De acordo com Moshkin (1986), a biologia floral da mamoneira possui
diversos tipos de expressao de sexualidade: fémea estavel (flores femininas em
todos os racemos), fémea instavel (racemo central pistilado e os demais, parciais
ou totalmente mondicos), plantas com tendéncia para fémea (apresentam um
pequeno numero de flores masculinas), plantas com poucas flores masculinas
ocorrendo em todas as partes do racemo, plantas s6 com flores masculinas e
plantas mondicas (normais). Existem ainda, plantas hermafroditas e, em alguns

casos, ocorre a reversao sexual, que se deve a varios fatores tais como manejo da



cultura, ambiente ¢ genética da planta. Portanto, fica evidente que a existéncia
de intimeras variedades de mamona pode ser justificada pelo fato de a espécie
ser politipica, ou seja, subespécies sdo geradas em fungdo de diferengas de
origens morfologica, genética e ecologica.

Quanto aos frutos, a mamoneira apresenta capsulas do tipo tricoca, com
grande variacdo de tamanho, coloracdo e presenga ou ndo de espinhos, sendo
composto por trés lojas, cada uma com um évulo que quando fecundado, produz
uma semente, originando entdo, trés sementes por fruto (Souza, 2007).

A semente €& composta de tegumento, rafe, micropila, cartincula,
endosperma, cotilédones e eixo embriondrio. Também uma grande varia¢do na
cor, forma, tamanho, peso, propor¢do do tegumento, presenga ou auséncia de
carincula e maior e menor aderéncia do tegumento ao endosperma da semente
(Mazzani, 1983). Segundo Moshkin (1986), o peso de 100 sementes varia de
10 a 100g, ou seja, 0,1 a 1g por semente, o comprimento variade 0,8 a3 cme a
largura de 0,6 a 1,5 cm, ¢ a espessura varia de 0,4 a 1 cm.

Embora as taxas de crescimento da area colhida, produgdo e rendimento
médio da cultura no Brasil tenham sido negativas em diversas safras e os anos
90 tenham representado um periodo de decadéncia, o cendrio que se estabeleceu
com a criagdo do Probiodiesel, em 2002, é de crescimento da cultura. Além
disso, ¢ possivel perceber que, nesse mesmo ano, embora a area colhida tenha
sofrido redugdo de 172 para 122 mil hectares, que representa aproximadamente
29%, o rendimento médio da cultura apresentou um incremento de
aproximadamente 7%, passando de 582 para 621kg/ha. A area plantada na safra
2007/2008 segundo levantamento da CONAB foi ampliada em mais de 50% nos
ultimos cinco anos, superando 162,7 mil hectares, com rendimento proximo a
758kg/ha e, apesar da oscilagdo dos precos de mercado, as elevadas cotagdes da
baga da mamona se mantém em cerca de R$ 60,00/saca de 60 kg. Para a safra de

2008/2009, foi estimado um aumento de cerca de 1% da area plantada e 5,4% na



produtividade, além de 18,2% a mais na produgdo que na safra anterior era de
123,4 mil toneladas (Companhia Nacional de Abastecimento — CONAB, 2009).

Durante os anos 80, o Proalcool direcionou o interesse dos
pesquisadores a cana-de-agucar, entretanto, desde 2002, com a criagdo do
Probiodiesel, Programa Brasileiro de Desenvolvimento Tecnologico do
Biodiesel, a aten¢do sobre a biomassa como fonte alternativa de energia voltou a
ser ampliada para diferentes espécies (Parente et al., 2003). A mamoneira tem no
seu 6leo o principal apelo comercial, afinal trata-se de um bem renovavel e de
baixo custo de producao (Macédo, 2003). De acordo com Guerreiro et al. (2002
citado por Anthonisen, 2007), além de alternativa na geracdo de energia, o 6leo
de mamona e seus derivados tém importincia em diversos setores produtivos,
como téxtil, celulose e papel, tintas e vernizes, lubrificantes, plasticos,
farmacéutico e de cosméticos. Segundo Macédo (2004), a améndoa representa
75% em peso da baga e contém entre 43% e 49% de o6leo. Na extracdo do 6leo
pelo processo industrial utiliza-se a prensagem das sementes a frio ou a quente,
para obter 6leo tipo padrdo limpido, com, no méaximo, 1% de acidez e 0,5% de
impurezas e umidade, depois de refinado (Baliza et al., 2004).

Para atender a demanda de biodiesel do Brasil, a produgdo e rendimento
da cultura precisam ser incrementados. A produtividade da mamoneira, em
kg.ha-1, apresenta faixas variaveis, sendo a média nacional em torno de 600 a
900. As variagdes das produtividades sdo devidas a diferengas dos genotipos,
modelos de producdo adotados e manejo. Segundo Smiderle (2006), ja foram
conseguidos rendimentos de até 6.705 kg.ha-1, evidenciando o potencial de
aumento da produtividade desta cultura.

O estado de Minas Gerais também vem se destacando na producao de
mamona, visto que apresenta a maior area plantada da regido Sudeste. Na safra
de 2007/2008, teve uma area plantada de 5,6 mil ha dos 6,8 mil ha de toda a

regido Sudeste, isto ¢, quase 83%. A producdo em Minas Gerais alcangou 8.400



toneladas em 2008, sendo a produtividade média de 1505 Kg/ha (CONAB,
2009). Dentre as regides, a que possui a maior area plantada é o Norte de Minas
com 1588 ha, porém a maior produtividade ¢ encontrada no Centro-Oeste, 2480
Kg/ha e a maior produgdo encontra-se na Zona da Mata, com 1755 toneladas
(Empresa de Assisténcia Técnica e Extensao Rural do Estado de Minas Gerais —
Emater, 2006). O cultivo da mamona tem sido estimulado no Norte de Minas
Gerais, principalmente devido a algumas condigdes favoraveis, tais como a
garantia de comercializagdo com boa margem de lucro pelas unidades fabris de
Montes Claros, Itacarambi e¢ Sdo Francisco. No entanto, como acontece em
outras regides do pais, a ricinicultura apresenta um acervo de informagdes
tecnologicas bastante reduzido (Freire et al., 2001).Um dos entraves para a
expansao da cultura da mamoneira no pais € a producdo insuficiente de sementes
de qualidade necessarias para a implantacdo de campos produtivos (Pimenta,

2006).

2.2 Variabilidade genética no melhoramento da mamona

Varios problemas inerentes a cultura da mamona ja foram solucionados
pelo melhoramento genético, tais como aumento da produtividade e teor de 6leo
da semente; diminuicdo do porte da planta e do grau de deiscéncia do fruto;
aumento do nivel de resisténcias a algumas das principais doengas que ocorrem
no pais (Vieira & Lima, 2006). Porém, o emprego de sementes produzidas ou
coletadas pelos proprios agricultores predomina em grande parte da area de
cultivo no pais, ocasionando variedades locais com caracteristicas agronomicas
indesejaveis (Cunha, 2006).

O melhoramento da mamona visa solucionar problemas existentes ¢ tem
como principais objetivos: aumento da produtividade, precocidade, porte da
planta, grau de deiscéncia dos frutos, resisténcia as principais pragas ¢ doengas e

principalmente aumento de teor de Oleo nas sementes. Entretanto, outras
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caracteristicas vém sendo consideradas num programa de melhoramento de
mamona para compor os atributos de cultivares e hibridos como: coloracdo da
haste, tolerancia a seca, espinhos e racemo, etc (Savy Filho, 1999).

No Brasil, o primeiro programa de melhoramento genético da
mamoneira foi iniciado em S3o Paulo, pelo Instituto Agronémico de Campinas,
IAC, em 1936 (Savy Filho, 2005). Naquele ano a sec¢ao de genética daquele
Instituto langou as bases de um plano de melhoramento, com o objetivo de
desenvolver cultivares de mamoneira mais produtivas, com maiores niveis de
resisténcia a doencas e pragas e outras caracteristicas agrondmicas desejaveis
(Freire et al., 2001). Diversas cultivares foram desenvolvidas pelo IAC, distintas
pela seu desempenho agrondémico, podendo-se destacar: IAC-38, Campinas,
Guarani, IAC 80 e IAC 226. Outro programa de melhoramento que vem se
destacando também ¢ o da Embrapa/CNPA, Centro nacional de Pesquisa em
Algodao, Campina Grande — PB, como desenvolvimento de tecnologia de
produgdo com foco principal nas caracteristicas ecologicas do semi-arido
nordestino. Ha duas cultivares comerciais disponiveis: a BRS 149 Nordestina e
A BRS 188 Paraguacu (Cunha, 2006). Porém , outras instituicdes de pesquisa,
bem como algumas empresas de processamento de 6leo e derivados, também se
encontram envolvidas no aperfeicoamento de tecnologias de produgdo de
mamona.

Uma das bases do melhoramento genético ¢ a existéncia de
variabilidade, ou seja, diversidade, para sele¢do de individuos superiores nas
varias caracteristicas de interesse. Pode-se definir diversidade genética como a
amplitude da variacdo existente para uma determinada espécie (Allard, 1971).
Uma vez que o germoplasma brasileiro ¢ composto por populacdes locais, a
variabilidade genética funde-se naturalmente com o conceito de conjunto génico.
A variabilidade genética estrutura-se sob varias formas, como polimorfismo,

séries alélicas, poligenes dentre outras, e a ocorréncia de diferencas entre



individuos ¢é devida as diferengas existentes nela. Ja a diversidade genética, de
forma bastante simples, pode ser definida como a distdncia genética existente
entre populagdes, individuos ou organismos, com base numa série de
caracteristicas, que podem ser morfoagrondmicas, fisioldgicas, bioquimicas,
polimorfismo de DNA, dentre outras (Amaral Junior & Thiébaut, 1999).

A grande variabilidade apresentada pela mamona ¢ observada em
caracteristicas botanicas e agrondmicas, podendo, de forma complementar ser
avaliada através de polimorfismo de DNA (Cunha, 2006). Meneses et al. (2004)
afirmam que entre acessos sdo comuns diferencas relativas ao contetido do 6leo
e a outras caracteristicas agrondmicas. Isto porque a mamona apresenta sistema
reprodutivo misto, ou seja, tanto ocorre autofecundagdo como cruzamento
natural e as taxas de alogamia variam de acordo com o porte da planta
(Myczkowski, 2003).

Até os anos 60, estes estudos eram baseados em caracteres
morfologicos. Entretanto, quando comparados as caracteristicas fenotipicas, os
marcadores genéticos ampliaram o numero de caracteres e sua abrangéncia sobre
as espécies vegetais (Ferreira & Grattapaglia, 1998). Os programas de
melhoramento de plantas tém papel fundamental no desenvolvimento de novas
cultivares com desempenho agrondmico superior. Para isso ¢ necessario a
selecdo de genitores com base na variabilidade genética, sendo esta determinada
pelos efeitos genéticos e ambientais (Bered et al., 2000). O cruzamento de
genitores superiores tem como objetivo, quase sempre a maximizagdo da
distancia genética com a finalidade de recombinar genes ou complexos génicos
em novas combinagdes génicas favoraveis (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Segundo Moreira et al. (1994), a analise da diversidade genética, que
consiste na diferenciacdo do DNA dos componentes de uma populagdo, pode ser
obtida em estudos de germoplasma. Murphy (1999) destaca que tem sido

fundamental ao sucesso dos programas de melhoramento genético, o uso de

10



técnicas como o desenvolvimento de mapas moleculares. Para tanto, marcadores
baseados em PCR (Polymerase Chain Reaction ou Reag¢do da Polimerase em
Cadeia), podem produzir detalhadas descri¢des genéticas das mais variadas
espécies de forma mais rapida e com menor investimento. De acordo com
Milach (1998), uma importante deriva¢do desta técnica ¢ a amplificagdo ao
acaso de fragmentos de DNA (RAPD, Random Amplified Polymorphism DNA)
que utiliza primers de sequéncia curta e arbitraria. A difusdo desta tecnologia na
analise genética e no melhoramento de plantas foi rapida auxiliando na avaliagdo
da diversidade genética, no mapeamento genético ¢ na selegdo assistida de
individuos e/ou populacdes (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

A caracterizagdo molecular em associa¢do com a avaliagdo da
divergéncia genética de mamona tem sido pobremente investigada, porém, ja
existem alguns estudos a respeito desse assunto. Cunha (2006) utilizou com
éxito marcador do tipo RAPD e verificou uma alta diversidade genética do
germoplasma de mamona avaliado, o que segundo a autora, refletiu a ampla
variabilidade morfologica e agrondmica existente. Segundo Pimenta (2006), os
marcadores RAPD permitem uma analise de variabilidade genética rapida e de
custo relativamente reduzido, tornando-se bastante acessivel, sendo possivel
verificar uma grande divergéncia genética entre as variedades avaliadas. Ha
também muitos relatos do emprego com éxitos do uso de marcadores do tipo
RAPD em espécies da familia Euphorbiaceae, como a mandioca (Manihot
esculenta) (Carvalho & Schaal, 2001; Costa et al., 2003), seringueira (Hevea
brasilienses) (Venkatachalan et al., 2004) e com o buriti (Faleiro et al., 2005),
parentes mais proximos da mamona.

A técnica do DNA polimérfico amplificado ao acaso (RAPD) (Welsh &
McClelland, 1990; Willian et al., 1990), ¢ uma variagao do protocolo PCR, que
utiliza apenas um unico primer com 10 nucleotideos de comprimento e

seqiiéncia arbitraria, que se anela em regides do genoma e sintetiza multiplos
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produtos de amplificacdo, detectando polimorfismo na auséncia de informagdo
especifica na seqiiéncia de nucleotideos de DNA molde (Willian et al., 1990).
Portanto, um passo importante para utilizagdo dessa técnica ¢ a escolha dos
primers a serem utilizados que devem se basear na seguinte ordem: revelar
diferencas, produzir bandas bem definidas e favorecer um padrao reproduzivel
(Loxdale et al., 1996).

O polimorfismo ¢ evidenciado quando ha presenca ou auséncia de
bandas apds a amplificagdo e eletroforese em gel. Normalmente, o padrao de
reprodugdo de bandas produzidas por essa técnica ¢ dominante. No caso de
individuos heterozigotos, a banda também serd observada, impossibilitando a
distingao de um dos homozigotos do heterzigoto (Carlson et al., 1991).

Em estudos de divergéncia genética, é necessario o estabelecimento de
uma medida (coeficiente) de similaridade entre dois individuos, sendo este o
ponto de partida para varias técnicas de analise multivariada, que permite melhor
visualizagdo dos relacionamentos entre os mesmos (Krzanowski, 1999).

Existem varios métodos que utilizam a dissimilaridade ou distancia entre
individuos de populagdes para formacdo de grupos (Wier, 1990). Dentre os
diversos coeficientes de similaridade, os mais simples relacionam-se com
variaveis dicotdmicas, nas quais cada varidvel tem apenas dois valores.
Marcadores do tipo RAPD sdo bindarios e incluidos nesse tipo de variavel. As
quatro possiveis observagdes de comparagdo entre dois genotipos sdo
classificadas na presenca (1) e auséncia (0), como diversos coeficientes tém sido
propostos, a escolha do mais apropriado estd diretamente relacionada com as
suas propriedades. Aspectos como a natureza dos dados e o tipo de andlise a ser
implantada sdo igualmente fundamentais para auxiliar na escolha. Assim, alguns
dados quantitativos podem ser melhor investigados quando convertidos em

dados binarios, de modo a reunir todos os valores abaixo e acima de um nivel de
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interesse. O método de analise também pode limitar a escolha do coeficiente
(Alfenas, 1998).

No que se trata de métodos de agrupamento, existe uma enorme
diversidade de métodos. Segundo Cruz & Regazzi (1994), os métodos de
agrupamento mais utilizados tém sido o método do vizinho mais préoximo, o
método do vizinho mais distante e o método das medidas das distdncias. No
entanto, o principio geral de todos os métodos de agrupamento tem sido o de
maximizar a similaridade dentro dos grupos e a dissimilaridade entre eles
(Pimenta, 2006).

O método do vizinho mais préximo também ¢ conhecido como método
da ligagdo simples ou single linkage. Inicia-se pela identificacdo dos itens com
menor distancia relativa entre si, processada na matriz de distancia n X n. Esse
par de itens é fundido e gera o primeiro grupo. A seguir, sdo calculadas as
distancias dos n-2 itens restantes, com relacdo a cada um dos dois itens do
primeiro grupo, sendo identificada a menor distancia par a matriz de distancia
reduzida (n-1) X (n-1). A redug@o da dimensdo da matriz ocorre em virtude de o
primeiro grupo formado ser inserido nela como um unico item. Nessa sequéncia,
o item identificado como o mais proximo do primeiro grupo ¢ fundido a ele para
formar um grupo de trés itens. O processo se repete até a formagdo de um unico
agrupamento. Ja o método do vizinho mais distante é a antitese do vizinho mais
proximo, pois opera com o par mais distante dos itens (Cunha, 2006).

O método das medidas das distdncias, o critério utilizado para a
formacdo dos grupos ¢ a medida das distancias entre pares de itens que formam
cada grupo, como a propria denominagio informa. E conhecido como método da
média aritmética entre pares ndo ponderados UPGMA (Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic Average), desenvolvido por Sokal & Michener (1958).

No entanto, o que had de comum entre todos os trés métodos de

agrupamento descritos ¢ que eles operam sobre a matriz de distancia,
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dispensando o retorno a matriz de dados originais (Dias & Kageyama, 1998). O
processamento de analises multidimensionais pode ser realizado por meio de
softwares como, por exemplo, o programa NTSYS — PC 2,0, desenvolvido por
Rohlf (2001).

2.3 Extracdo do DNA gendmico

O DNA gendmico pode ser obtido em qualquer estdgio de
desenvolvimento da planta, constituindo indiretamente uma das vantagens
apresentadas nas analises de polimorfismos em estudos moleculares. No intuito
de fornecer um material intacto e livre de substancias que possam inibir reagdes
enzimaticas, além de ser livre de contaminagdo de DNA nao nuclear
(cloroplastos e mitocondrias, por exemplo), a quantidade e pureza sao
extremamente relevantes na escolha de um protocolo de isolamento de DNA
(Cunha, 2006). Varios autores descrevem problemas no isolamento e purificagao
de DNA vegetal (Mercado et al., 1999; Romano & Brasileiro, 1999; Kidwell &
Osborn, 1992), os quais sdo resultantes, principalmente, do co-isolamento de
polissacarideos, proteinas, substancias fenolicas e compostos secundarios.

Contaminantes, como o0s compostos polifenolicos e terpendides,
liberados durante a lise celular, principalmente de tecidos de folhas maduras,
aderem irreversivelmente ao DNA, inibindo a digestdo com endonucleases de
restricdo e/ou a amplificagdo através de PCR - “Polymerase Chain Reaction”
(Couch & Fritz, 1990). 0 rompimento da célula também libera polissacarideos,
os quais sdo de dificil separagdo do DNA e inibem muitas diferentes DNA
polimerases ¢ enzimas de restricdo (Lodhi et al., 1994). Tecidos maduros de
muitas espécies de plantas contém compostos fendlicos envolvidos na defesa
contra herbivoria, os quais podem interferir nos procedimentos de extracdo de

DNA. Estes compostos, frequentemente, estdo ausentes ou encontra-se em

14



baixas concentragdes, em folhas jovens e em sementes ou polen (Mitton et al.,
1979).

A escolha e a maneira utilizada para coletar e preservar o tecido vegetal
¢ um dos fatores mais importantes na extragdo do DNA de plantas. Atualmente,
as analises envolvendo marcadores moleculares na area de produgdo e
tecnologia de sementes, sdo realizadas, principalmente, a partir de amostras de
plantulas, sendo necessaria a germinacao das sementes, implicando em tempo
adicional para a avaliacdo. De forma alternativa, o uso de DNA obtido
diretamente de tecidos de sementes foi pesquisado com sucesso para varias
espécies (Benito et al., 1993; Chunwongse et al., 1993; McDonald et al., 1994;
Marcos Filho et al., 1997). Contudo, as sementes possuem baixos teores de
acidos nucléicos, e os niveis de RNA e/ou DNA, por plantula, aumentam
precocemente durante a germinagio (Street & Opik, 1970), o que dificulta a
utilizacdo dessas na extracdo de DNA gendmico.

A baixa concentracdo de DNA por grama de semente de milho foi
observada anteriormente por Zhang et al. (1996), que verificaram ainda a
predominancia do DNA obtido do tecido embrionario, seguido do endosperma.
O valor reduzido ¢ atribuido a perda de DNA pelo tecido endospermatico
durante a fase de acimulo de reservas nas sementes (McDonald et al., 1995).
Quando o amido ¢ formado, ocorrem rupturas em organelas e o contetido celular
¢ modificado, com redugdo expressiva da quantidade de &cidos nucléicos,
culminando com a morte da célula e total preenchimento pelas reservas. Uma
vez que as sementes de milho sdo constituidas, em maior parte, pelo tecido
endospermatico, mesmo com elevado conteuido de DNA no embrido a
quantidade em relacdo a semente inteira ¢ baixa (Ramos et al., 2006). Também,
a presenca de quantidade elevada de impurezas associadas ao DNA isolado a
partir de sementes, contribui para a redugdo na concentragdo de DNA extraido.

As sementes sdo estruturas de multiplicagdo vegetal, com tecido de reserva rico
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em carboidratos, lipidios e proteinas, responsaveis pelos suprimentos do embrido
durante o processo de germinacdo (Carvalho & Nakagawa, 2000). Essas
substancias de reserva dificultam o isolamento do DNA, exigindo maior niimero
de lavagens com solvente organico (cloroférmio-alcool isolamilico), durante o
protocolo de extragdo. Esse procedimento implica, também, em reducdo na
quantidade total de DNA isolado, pois parte dessas moléculas ndo se separam de
outros compostos organicos e sao consequentemente descartadas (Cunha, 2006).

Tecidos de plantulas ou plantas sdo usados na maioria dos protocolos
para extracdo de DNA vegetal, pois permitem o isolamento de concentragdes
elevadas de DNA por amostra. Porém, para laboratoérios de analise de sementes,
o periodo necessario para o desenvolvimento dessas estruturas ¢ indesejavel e
pode comprometer o uso de técnicas moleculares em andlises de rotina
(McDonald et al., 1994).

De um modo geral, todos os procedimentos para extragio de DNA
envolvem a quebra ou digestdo das paredes e membranas para liberagdo dos
constituintes celulares. Essa etapa ¢ realizada geralmente na presenca de gelo ou
nitrogénio liquido e posterior quebra mecanica. Apos a etapa inicial de quebra, o
DNA ¢ liberado em tampao de extragdo que normalmente contém detergentes,
sendo o CTAB (cetyl trimethyl ammonium bromide) amplamente utilizado em
espécies vegetais (Ferreira & Grattapaglia, 1998). O pH do tampao de extragéo,
em  torno de 8,0, juntamente com O detergente =~ EDTA
(ethylenediaminetetraacetic acid), comumente adicionado ao tampao, fornece
prote¢ao contra nucleases enddgenas. O EDTA ¢ um agente quelante de cations

divalentes, como Mg™ ¢ Ca **

, €, portanto inibe a acdo de DNAses que usam
metais como co-fatores (Sambrook et al., 1989).

Varios produtos podem ser adicionados ao tampao de extracdo visando
evitar efeitos indesejaveis como a oxidag¢ao. O PVP (polyvinylpyrrolidone) é um

antioxidante que inibe a acdo de compostos fendlicos. J4 a BSA (bovine serine
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albumine) atua absorvendo os polifendis, evitando, portanto a agdo dessas
substancias que tornam o DNA oxidado e inacessivel as enzimas de restri¢do. O
agente redutor 2- mercaptoetanol protege o DNA contra atividades de enzimas
tais como peroxidases e polifenoloxidades, desnaturando-as (Ferreira &
Grattapaglia, 1998).

Em seguida, é realizada a extracdo com solventes organicos como fenol
e/ou cloroféormio: alcool isoamilico para desnaturagdo das proteinas, as quais
ficam retidas na interfase, enquanto o DNA ¢ os contaminastes mantém-se na
fase aquosa. O DNA pode entdo ser precipitado ou sofrer diferentes tratamentos
que o separam dos outros componentes (Romano, 1998). A adicdo de alcool
(isopropanol ou etanol) 4 fase aquosa promove a precipitagido de DNA na
presenca de sal, que pode ser sedimentado por centrifugacdo. Ao término do
isolamento, 0 DNA ¢ lavado e suspendido em agua ou tampodes que permitam
seu armazenamento. Purificacdes por centrifugacdo por gradiente de densidade
de Cloreto de Césio, apesar de laboriosas, sdo eficientes na remogao de RNA,
polissacarideos, proteinas e outros contaminantes da amostra de DNA (Romano
& Brasileiro, 1999). Uma alternativa que vém sendo utilizada para obtencao de
DNA de melhor qualidade € o uso de RNases, que promovem a degradacao de
RNA, resultando num material genético mais puro.

Nao s6 a qualidade genética, mas outros aspectos de qualidade como o
fisiolodgico e o sanitario devem ser considerados na obtencdo de matérias com
maior potencial produtivo. As sementes de mamona apresentam problemas de
dorméncia e de microorganismos, havendo necessidade de garantir o potencial

fisioldgico e sanitario dos materiais.
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2.4 Métodos para avaliacdo do potencial fisioldgico e sanitario

A escassa utilizagdo de sementes selecionadas no cultivo tradicional da
mamona ¢ a principal causa da baixa produtividade e da suscetibilidade as
doengas, entre outros problemas agrondmicos associados a cultura da oleaginosa
(Anthonisen, 2007). De acordo com Freire et al. (2001) e Azevedo & Lima
(2001), a baixa produtividade média observada no Brasil deve-se ao uso de
sementes de baixa qualidade, multiplicadas pelos proprios agricultores,
acarretando alto grau de heterogeneidade e grande diversidade de tipos locais.
Além disso, segundo Savy Filho (2005), a produtividade também esta
relacionada ao plantio em época adequada.

Para que se tenha conhecimento da qualidade real de um lote de
sementes € necessario ter disponiveis métodos que permitam obter resultados
uniformes e comparaveis entre diferentes analises e analistas. A fim de se
alcancar este objetivo, € imprescindivel a disponibilidade de instalagdes
adequadas, pessoal treinado e métodos uniformes, bem como um programa de
pesquisa em analise de sementes que procure desenvolver novos métodos e
aprimorar os ja existentes (Weikert, 1991; McDonald, 1998).

Dessa maneira, a produgdo de sementes de mamoneira tende a se tornar
cada vez mais tecnificada, com a participacdo de grandes empresas neste
segmento de mercado. A obtengdo de informagdes precisas e completas sobre a
qualidade das sementes produzidas torna-se importante durante a producdo e
comercializagdo, principalmente, em comparagdo a outras opgdes para a
producdo do biodiesel, como a soja, o amendoim ¢ o girassol, que dispdem de
tecnologias estabelecidas de producdo de sementes (Gaspar-Oliveira et al.,
2007). O emprego de sementes da alta qualidade ¢ um fator de grande valia no
estabelecimento dos cultivos, possibilitando elevadas produgdes. Portanto ¢ de
fundamental importancia a caracterizacdo da qualidade fisiologica das sementes

(Lima et al., 2007).
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Uma semente de qualidade reflete o desempenho de lotes em diferentes
condi¢des de campo, podendo ser avaliado pelo estabelecimento de um estande
ideal, pelo potencial produtivo determinado pelas caracteristicas de
melhoramento, ou mesmo pela auséncia de contaminantes como pragas, doengas
e plantas invasoras (Carvalho et al., 2006). Dentre os atributos que caracterizam
a qualidade da semente, o potencial fisiologico € aquele que reflete a capacidade
de desempenho das funcgdes vitais da semente caracterizada pela germinagao,
vigor e longevidade (Poppinigis, 1985). Entre os métodos disponiveis para testar
a qualidade das sementes de um modo geral, se destacam os testes de
germinacdo, testes de vigor e viabilidade como tetrazolio e condutividade
elétrica, porém o método tradicionalmente usado para avaliar a qualidade
fisiologica de sementes de mamona baseia-se na realizacdo do teste de
germinacdo, que demanda no minimo 14 dias para sua realizagdo (Souza, 2007).

O teste de germinagdo ¢ definido como sendo a emergéncia e
desenvolvimento das estruturas essenciais do embrido, em laboratorio,
demonstrando sua aptiddo para produzir uma planta normal sob condi¢des
favoraveis de campo (Brasil, 1992). Este € conduzido sob condi¢des o6timas, para
proporcionar a maxima germinagdo da amostra analisada. A germinacdo da
semente e a emergéncia das plantulas de mamona ¢ um processo influenciado
por diversos fatores, como temperatura, caracteristicas fisicas do solo, umidade,
profundidade de plantio e disponibilidade de oxigénio (Severino et al., 2004).
Baixas temperaturas ou falta de oxigénio tornam o processo de germinagao
lento, podendo demorar até 15 dias entre o plantio e a emergéncia das plantulas
(Azevedo et al., 2001).

A germinagdo das sementes de mamona ¢ do tipo epigea e, de acordo
com as Regras de Analise de Sementes, as temperaturas indicadas para o teste de
germinacdo sdao de 20°-30°C alternadas, com a primeira contagem aos 7 dias.

Recomenda-se ainda que a cartincula das sementes seja retirada para realiza¢ao
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do teste de germinacdo, por ser uma estrutura propicia ao desenvolvimento de
fungos causadores de doengas na plantula (Souza, 2007). A semente apresenta
dorméncia que varia entre cultivares e entre racemos (Lago et al., 1979)
tornando-se quase nula apos nove meses de armazenamento, independente da
cultivar. Porém, essa dorméncia tem sido pouco detectada em lotes comerciais
de mamona.

O vigor ¢ definido pela Associacdo dos Analistas Oficiais de Sementes,
como a manifestacdo de um conjunto de caracteristicas que determinam o
potencial para emergéncia e rapido desenvolvimento de plantulas normais, sob
ampla diversidade de condi¢cdes ambientais (Association of Official Seed
Analysts — AOSA, 1983). Por esse conceito torna-se muito dificil o
desenvolvimento de apenas um teste que indique com precisdo razoavel o
potencial de desempenho das sementes expostas as mais variadas situacdes,
necessitando da realizagdo de outros testes, para se inferir sobre as causas de
baixo vigor (Fanan et al., 2009).

Os testes de vigor como tetrazdlio e condutividade elétrica se
caracterizam pela sua simplicidade e rapidez de execucdo, mas demandam o
desenvolvimento de metodologias especificas para avaliagdo da qualidade das
sementes de mamona. O teste de tetrazolio permite uma rapida avaliagdo da
viabilidade ou vitalidade das sementes; fundamenta-se na alteragdo da coloragdo
dos tecidos das sementes, em presenca de uma solucdo de sal de tetrazolio, o
qual é reduzido pelas enzimas desidrogenases dos tecidos vivos, resultando num
composto chamado formazan, de coloragdo vermelha carmim. Os tecidos mortos
ou muito deteriorados apresentam-se descoloridos. Dessa forma, o padrdo de
coloragdo dos tecidos pode ser utilizado para diferenciar sementes viaveis ou
vivas das nao viaveis (Vieira et al., 1999).

Ja o teste de condutividade elétrica baseia-se na avaliacao da integridade

do sistema de membranas que se desestrutura ao longo do processo de
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deterioragdo. Quando uma semente seca é colocada em agua para embeber,
verifica-se uma rapida embebigdo no inicio, associada a lixiviagdo de eletrolitos
do interior das células para o meio externo. Uma das teorias mais aceita sobre o
processo de deterioracdo das sementes esta relacionada com alteragdo ou perda
de integridade das membranas celulares. Em fun¢do dessa desorganizagdo das
membranas celulares, as sementes sofrem um processo de redugdo e perda de
qualidade, fato esse diretamente relacionado com o aumento da quantidade de
lixiviados liberados na dgua de embebicdo, ou seja, existe uma relagdo inversa
entre a perda de lixiviados e a qualidade de semente, baseada, principalmente, na
perda de integridade de membranas e de constituintes celulares (Bewley &
Black, 1994).

As sementes constituem-se em importantes e eficientes veiculos de
disseminagdo de patdgenos os quais podem causar doencas nas mais diferentes
culturas (Fanan et al., 2009). A associacdo de patdogenos com sementes pode
afetar, de forma severa, a qualidade fisiologica e sanitaria dessas. Muitos desses
fungos afetam a germinac@o das sementes e podem ser transmitidos a progénie
resultante, podendo se estabelecer no campo de cultivo e causar redugdo na
qualidade e produtividade das culturas (Castellani et al., 1996).

Dentre os patégenos que estdo associados as sementes, o grupo dos
fungos é a sua maioria, seguidos pelas bactérias, virus ¢ nematdides. Em
sementes de mamona ¢ comum a alta incidéncia de fungos, principalmente
quando elas sdo colhidas com alto teor de agua. Os fungos reduzem a qualidade
das sementes devido ao aquecimento provocado pela respiracdo e do consumo
ou alteracdes na constituicao das reservas, as quais causam a descoloracao da
semente ¢ a producdo de micotoxinas, inibidoras de proteinas e de acidos
nucléicos (Machado, 2000).

Os fungos presentes nas sementes podem ser divididos em dois grupos:

de campo e de armazenamento. O primeiro invade as sementes ainda no campo,
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requerendo para seu crescimento umidade relativa em torno de 90-95%. Os mais
comuns sdo: Alternaria, Cladosporium, Fusarium e Helminthosporium
(Carvalho & Nakagawa, 2000). Os fungos de armazenamento, por sua vez,
podem ter origem no proprio campo ou podem ser adquiridos na fase de pods-
colheita, através de contaminac¢des nas etapas de transporte, beneficiamento,
tratamentos e nas embalagens (Machado, 1999). Porém, sdo capazes de
sobreviver em ambiente com baixa umidade, proliferando em sucessdo aos
fungos de campo e causando a deterioragdo das sementes Os fungos de
armazenamento mais frequente geralmente sdo Aspergillus spp. e Penicillium
spp (Carvalho & Nakagawa, 2000). Fungos de armazenamento sdo sensiveis as
mudangas de temperatura. Quando a temperatura estiver abaixo de 12—-15°C o
seu desenvolvimento é bastante reduzido com excegdo do Penicillium spp.
(Lazzari, 1997).

Massola & Bedendo (2005) e Savy Filho (2005) avaliando a qualidade
sanitaria das sementes de mamona, consideraram os fungos Fusarium
oxysporum f. sp. ricini causador da murcha de Fusarium e Alternaria ricini
causadora de manchas foliares, como os principais fungos patogénicos, do
Estado de Sao Paulo, transmitidos por sementes. E ainda, dependendo das
condi¢des edafoclimaticas, da densidade do indculo do patdégeno nos restos
culturais ou no solo e do nivel de resisténcia da cultivar, a murcha de Fusarium
pode causar sérios danos a cultura da mamona.

Os patogenos, transmissiveis ou ndo por sementes, também podem
afetar-lhes o vigor no campo, tendo efeito ainda mais pronunciado quando se
tratam de organismos que colonizam os tecidos internos das sementes. Por outro
lado, o baixo vigor de sementes, decorrente de fatores ndo infecciosos, pode
predispor essas estruturas a ag¢do mais severa de patogenos (Carvalho &
Nakagawa, 2000). Portanto, a utilizagdo de sementes de alta qualidade expressa

pelos componentes genético, fisico, fisiologico e sanitario, possibilita a obtencao
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de estandes que garantem uma populacdo de plantas com altos rendimentos
(Popinigis, 1985).

O teste de sanidade de sementes tem como objetivo determinar a
condicdo sanitdria de um lote de sementes, fornecendo informagdes para
programas de certificagdo, servicos de vigilancia vegetal, tratamento de
sementes, melhoramento de plantas e outros (Henning, 1994; Machado, 2000).

Dentre as metodologias de testes de sanidade para a detec¢ao de fungos
em sementes, os testes com incubacao sob condig¢des controladas tém o objetivo
de facilitar o crescimento ¢ esporulacdo dos fungos e a indugdo de sintomas, o
que permite uma identificagcdo rapida e segura do microrganismo envolvido. Os
métodos desenvolvidos nos ultimos anos incluem técnicas que variam em grau
de complexidade. Dentre os métodos considerados simples cita-se o do substrato
de papel com suas varia¢des na metodologia. Atualmente, este método ¢ de uso
rotineiro em laboratorios de analise por preencher os requisitos de rapidez,
simplicidade, baixo custo e permitir o levantamento da microflora associada a
diversos tipos de sementes, quantificagdo do inoculo e avaliagdo preliminar da

germinagdo (Lucca Filho, 1987; Tanaka, 2001).

2.5 Degradacdo do material genético nas sementes

A qualidade fisiologica das sementes ¢ maxima por ocasido da
maturidade; a partir deste momento processos degenerativos comegam a ocorrer.
Essas alteragdes, que podem ser de natureza fisica, fisiologica ou bioquimica,
caracterizam a deterioragdo, sendo a perda da capacidade germinativa uma das
suas conseqiiéncias finais (Spinola et al., 2000). A deterioragdo ¢ um dos
grandes problemas do armazenamento de sementes, principalmente das
oleaginosas (Braccini et al., 2001) e ocorre em niveis molecular, genético,
celular, de tecido e de populacdo da semente (Matthews, 1985). A sensibilidade

das sementes ao processo de deterioragdo, em determinado ambiente, tem sido
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atribuida a constitui¢do genética. Existem diferengas entre as espécies, entre as
cultivares dentro de uma mesma espécie e entre as sementes de um mesmo lote
(Popinigis, 1985).

As sementes oleaginosas apresentam menor potencial de
armazenamento que as amilaceas, devido a menor estabilidade quimica dos
lipidios em relacdo ao amido, uma vez que uma eclevacdo moderada da
temperatura, como conseqiiéncia do processo respiratério, ja ¢ suficiente para a
decomposicao dos lipidios e elevagao da taxa de deterioragdo. Por esse motivo,
as sementes de mamona devem ser armazenadas com grau de umidade inferior
ao recomendado para as amilaceas, ou seja, entre 8 ¢ 10% (Fanan, 2009). A
deterioragdo de tais sementes € especialmente importante, pelo seu alto conteudo
de trigliceridios. Durante esse processo, as gorduras presentes na semente
sofrem alteragdes por vias oxidativas e, principalmente, hidroliticas. Essa tltima
via, mediada por lipases, resulta na produc@o de acidos graxos livres. A semente
de mamona ¢ particularmente rica em lipases (Bonner, 1950; Davies et al.,
1969). Pomeranz (1974) afirma que essas alteragdes sdo grandemente aceleradas
pela presenga de fungos cuja atividade lipolitica ¢ alta.

Dentre as alteragdes bioquimicas, ocorre a queda na sintese € na
integridade do DNA, principalmente do DNA embrionario. As proteinas dos
nucleos das células dos embrides das sementes se degeneram com o tempo,
causando aberragdes cromossomicas que impedem a germinagdo (Kramer &
Kozlowski, 1972; Fontes et al., 2001). Ocorrem também quebras no DNA,
causando redugdo na capacidade de sintese de proteinas (Ghosh et al., 1981),
danos no metabolismo de DNA (Vazquez-Ramos, 1996), além de danos
cromossdmicos durante o envelhecimento (Murata et al., 1981).

Os danos genéticos sao um dos principais eventos durante o processo de
deterioracdo de sementes, causando aberra¢cdes em cromossomos ou cromatides,

e evidenciado que a perda da viabilidade esta correlacionada a extensdo com que
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ocorre este tipo de dano (Roberts, 1988). Segundo McGree (1983) parece haver
um actimulo de mutagdes indesejaveis com o aumento na idade do tecido que,
por fim, conduzem a disfungdes metabolicas. Ha de considerar, nesse processo,
que a severidade dos danos gendmicos, assim como a taxa de perda de
viabilidade, esta diretamente relacionada a temperatura, ao acimulo de umidade
e ao tempo de armazenamento das sementes. Portanto, os mecanismos de
deterioragdo nao sao mutuamente exclusivos. Um conjunto de mecanismos ou
de fatores pode estar interagindo no decorrer do processo (Lopes, 2005).
Segundo Colbear (1995), as danificacdes ao genoma sdo causas primarias de
deterioragdo, sendo que um pequeno dano pode resultar no acumulo de pontos
de mutacao, que podem afetar a morfologia ou o funcionamento das plantas em
um estadio mais avancado de crescimento. Pode ocorrer desenvolvimento de
plantulas anormais ou esterilidade de graos de polen ou, entdo, a perpetuagdo de
genes recessivos para geragoes futuras.

Os danos ao material genético que acontecem durante o processo de
deteriorag@o podem ser observados na quantidade e qualidade de DNA extraido
das sementes. Marcos Filho et al. (1997), avaliaram as mudancas da integridade
do DNA que acontece durante o envelhecimento da semente de soja utilizando
marcadores moleculares do tipo RAPD. Os autores observarma haver diferencas
na concentragdo de DNA extraido de sementes armazenadas em camara fria e

condi¢des ambientais.
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CAPITULO 2

EXTRACAO DO DNA GENOMICO DE SEMENTES DE MAMONA
(Ricinus comunnis L.) RECEM COLHIDAS E ARMAZENADAS
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1 RESUMO

O isolamento de DNA gendmico puro e amplificavel da mamona
constitui-se num passo crucial para a aplicagdo das tecnologias de biologia
molecular, devido especialmente aos seus altos niveis de compostos secundarios.
Diversos métodos para extragdo de DNA gendmico de plantas estdo disponiveis,
embora em Laboratdrios de Analises de Sementes o periodo necessario para o
desenvolvimento de plantulas para posterior extracdo do material genético pode
comprometer o uso de técnicas moleculares em analises de rotina e em grandes
escalas, onde os fatores tempo ¢ praticidade sdo imprescindiveis. Este trabalho
foi realizado no Laboratério de Genética Molecular da Universidade Federal de
Lavras — UFLA. Foram utilizadas sementes de 5 cultivares comerciais de
mamona: Brejeira, IAC 80, Mexicana, Nordestina ¢ Paraguagu. As extragdes
foram realizadas a partir de dois tipos de tecido vegetal: plantulas e sementes.
Também foram utilizados dois estiagios de armazenamento, ou seja, sementes
recém colhidas e sementes armazenadas em condigdes de camara fria por um
periodo de 2 anos. Para a extragdo de DNA, foi utilizado um procedimento
modificado de Rogers & Bendich (1988). Apesar das substancias presentes na
mamona, a utilizagdo do protocolo estabelecido possibilitou a obtengdo de altas
concentracdes de DNA, podendo ser observadas diferencas altamente
significativas (P[]0,01) para as concentragdes de DNA nas 5 cultivares
avaliadas, indicando variabilidade genética para esta caracteristica. Nas
cultivares Nordestina ¢ Paraguagu foram obtidas maiores concentragdoes de
DNA, 273,9 e 259,7 ng/ulL, ndo diferindo estatisticamente entre si. Maiores
concentracdes de DNA podem ser obtidas a partir de tecidos frescos, ou seja,
plantulas jovens. Porém, apesar das maiores concentragdes obtidas de plantulas
(207,57 ng/uL), as concentracdes verificadas nas sementes (179,21 ng/uL)
também sdo satisfatérias e em quantidades suficientes para estudos moleculares,
como analises de diversidade e identificagdo de genes de interesse agrondmicos.
A concentracao média de DNA extraido de semente recém colhida foi superior
(231,09 ng/uL) a obtida a partir de sementes armazenadas (155,69 ng/uL).
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2 ABSTRACT

Isolation of pure, amplifiable genomic DNA from Castor oil plant is a
critical step in the application of molecular biology techniques, especially due to
the presence of high levels of secondary compounds. Various methods for plant
genomic DNA extraction are available, however in seed analysis laboratories the
period for seedling development to extract genetic material, may jeopardize the
use of molecular techniques in routine analysis and great scale analysis, where
time and applicability are key factors. This work was performed at the
Molecular Genetic’s Laboratory from Universidade Federal de Lavras — UFLA,
Brazil. Five commercial Castor oil plant cultivars were used: Brejeira, IAC 80,
Mexicana, Nordestina and Paraguagu. DNA extraction was made from two types
of vegetal tissue: seeds and seedlings. Stored and fresh harvested seeds were
also used, as fresh harvested seeds and seeds stored in cooling chamber during a
period of two years. A method modified from Rogers & Bendich (1988), was
used for DNA extraction. Despite substances present in Castor oil plant, the use
of the established protocol allowed attaining high DNA concentrations, with
highly significant differences (P<0,01) for DNA concentration in all cultivars
evaluated, demonstrating genetic variability for this characteristic. Higher DNA
concentrations were obtained in Nordestina and Paraguacu cultivars, with 273, 9
and 259,7 ng/pL, without statistical difference among them. Higher DNA
concentrations were obtained from fresh tissues, that is, young plants. However,
despite the higher concentrations obtained from seedlings (207,57 ng/uL),
concentrations verified in seeds (179,21 ng/ul) are also satisfactory and
obtained in enough quantities for molecular studies, as in analysis of diversity
and identification of genes of agronomic interest. Mean DNA concentration
obtained from fresh harvested seeds was higher (231,09 ng/uL) to the obtained
from stored seeds (155,69 ng/uL).
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3 INTRODUCAO

A obtencdo de DNA gendmico de qualidade permite a realizagdo de
varios estudos moleculares, como por exemplo, variabilidade genética de
populagdoes bem como taxonomia de organismo. Fatores como quantidade e
pureza sdo extremamente relevantes na escolha de um protocolo para isolamento
de DNA. Uma das consideragdes em qualquer procedimento de extragdo de
DNA de plantas é quanto a maneira de coleta, preservacdo e, principalmente, a
escolha do material vegetal utilizado para a extragdo. O DNA gendémico pode ser
obtido em qualquer estagio de desenvolvimento da planta, constituindo
indiretamente uma das vantagens apresentadas nas analises de polimorfismos
nas andlises moleculares.

Atualmente, as analises envolvendo marcadores moleculares na area de
producdo e tecnologia de sementes ¢ realizada, principalmente, a partir de
amostras de plantulas, sendo necessaria a germinagdo das sementes, implicando
em tempo adicional para a avaliagdo. De forma alternativa, o uso de DNA obtido
diretamente de tecidos de sementes foi pesquisado com sucesso para varias
espécies (Chunwongse et al., 1993; McDonald et al., 1994; Shatters Junior et al.,
1995; Zhang et al., 1996; Marcos Filho et al., 1997; Salgado, 2001).

Portanto, para laboratdrios de analise de sementes, o periodo necessario
para o desenvolvimento de plantulas para posterior extragdo do material genético
pode comprometer o uso de técnicas moleculares em analises de rotina e em
grandes escalas, onde os fatores tempo e praticidade sdo imprescindiveis. Diante
disso, o objetivo desse trabalho foi verificar a viabilidade da extragdo do DNA
genOmico diretamente de sementes de mamona, bem como conhecer o

comportamento do material genético durante o armazenamento dessas sementes.
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4 MATERIAS E METODOS

Os trabalhos foram realizados no Laboratorio de Genética Molecular do
Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA) em
Lavras, MG, no periodo de junho de 2007 a setembro de 2007.

4.1 Material Vegetal

Foram utilizadas sementes de 5 cultivares comerciais de mamona:
Brejeira, IAC 80, Mexicana, Nordestina e Paraguacu.

As extracdes foram realizadas a partir de dois tipos de tecido vegetal:
plantulas e sementes. As sementes foram colocadas para germinar em substrato a
25°C até obtengao das plantulas para extracdo, ou seja, 150mg de tecido foliar.
Ja na extracdo do DNA a partir das sementes, inicialmente foi realizada uma
escarificagdo mecénica com um triturador de amostras por aproximadamente 15
segundos.

Para verificagdo da quantidade do DNA apdés o periodo de
armazenamento, também foram utilizados dois estagios de armazenamento, ou
seja, sementes recém colhidas e sementes armazenadas em condi¢des de camara

fria por um periodo de 2 anos (Figural).
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1- BREJEIRA
2- IAC 80
3- MEXICANA
4- NORDESTINA
5- PARAGUACU

/ \ N AW

“R” DE SEMENTES “A” DE SEMENTES
| “R” RECEM COLHIDAS | | “A” ARMAZENADAS | RECEM COLHIDAS ARMAZENADAS

FIGURA 1 Esquema dos tratamentos para extracdo de DNA gendmico de 5
cultivares de mamona, Lavras, 2007.

4.2 Extracdo de DNA

Para a extragdo de DNA, foi utilizado um procedimento modificado de
Rogers & Bendich (1988). Para extragdo das plantulas, as folhas jovens foram
maceradas com areia esterilizada, juntamente com 10ml do tampéao de extracdo
pré-aquecido a 65°C (0,2g de CTAB; 1 ml de Tris 1M, 0,4 ml de EDTA 0,5M,
0,82 e agua pura para completar 10 ml) e 20ul de 2-B- mercaptoetanol. Ja na
extracdo das sementes, utilizou-se o mesmo tampao de extragdo, porém, a partir
do material ja triturado, ou seja, da pasta obtida. Para evitar reagdes de
oxidagdes durante a trituragdo, foi utilizado nitrogénio liquido. Em seguida, o
macerado de ambos os tecidos (plantulas e sementes) foi mantido em banho-
maria a 65°C por 30-40 minutos, agitando-se 3 a 4 vezes. Posteriormente, foram
adicionados 10ml da solucdo 24 cloroférmio: 1 alcool isoamil e a suspensao foi
homogeneizada e centrifugada durante 10 minutos na velocidade de 5.000 rpm.
O sobrenadante foi coletado, misturado com 30 ml da solugdo 6:1 (alcool 95°:
acetato de amoénio) 7,5M e mantido no freezer por cerca de uma noite. Em

seguida, foi coletado o DNA e foram adicionados de 200-300ul de Tris

41



ImM e EDTA 0,1 mM, pH 8,0 (TE). Ap6és o DNA ter se dissolvido, ele foi
precipitado com o triplo do seu volume com a solugdo 20 alcool 95° 1 acetato
de s6dio 3M e mantido no freezer por pelo menos uma hora. A solugdo de
alcool-acetato foi eliminada e o DNA, dissolvido em 200-300 pl de TE. A
operagdo seguinte constituiu em quantificar a concentragdo do DNA em
fluorimetro (Hoefer Scientific). Para isso foram usados 2 pl da solugdo de DNA
em 2ml de tampao (Tris 10mM, EDTA 1,0mM, NaCl 0,1M, pH 7,4), juntamente
com 0,1 pg/ml do corante H32258.

O delinecamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado,
constituido de trés repeticdes, sendo cada uma composta por extragdo de uma
amostra de cinco sementes ou das plantulas num esquema fatorial 5x2x2
(cultivares; sementes, plantulas e material vegetal recém colhidos e
armazenado). As médias dos tratamentos foram comparadas utilizando-se teste

Scott Knott, a 5 % de probabilidade. Foi utilizado o Programa Estatistico Sisvar.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Pelos resultados obtidos (Tabela 1), podem ser observadas diferencas
significativas (P[J0,05) para as concentracdes de DNA nas 5 cultivares
avaliadas, nos dois tipos de material vegetal (semente e plantula) e também nos
dois periodos (antes e apds armazenamento), o que indica haver variabilidade
genética para estas caracteristicas, ou seja, a quantidade de material genético
extraido varia em func¢do do genotipo, da idade e do tipo de tecido vegetal
utilizado.

Pela Tabela 2 ¢ possivel observar que as cultivares Nordestina e
Paraguacu tanto antes quanto apds o armazenamento apresentaram maiores
concentracdes de DNA, principalmente quando extraido das sementes. A menor
quantidade de DNA extraido foi da cultivar Mexicana nas sementes e plantulas
antes do armazenamento e apenas nas sementes apds o armazenamento. De
modo geral, apesar de ter havido variagdo na concentracdo de DNA para as
diferentes cultivares, os resultados variaram de 65,83 ng/uL no caso da extragao
das sementes apos o armazenamento da cultivar Mexicana até 361,67 ng/uL no
caso de extracdo de plantulas obtidas de sementes antes do armazenamento para
a cultivar Paraguagu. Variagoes na concentragdo de DNA em fun¢ao do genotipo
também foram observadas em sementes de soja quando comparadas cinco
cultivares em trabalhos realizados por Marcos Filho et al. (1997).

A tunica variagdo significativa observada entre as concentragdes de plantulas e
sementes ocorreu para a cultivar IJAC80 com superioridade para a concentragao
de DNA extraido de plantulas (312,33 ng/uL) antes do armazenamento. Ferreira
& Grattapaglia (1996), relataram que varios tipos de tecidos de plantas podem
ser usados como fonte de DNA, inclusive sementes. Entretanto, tecidos vegetais
em sua fase de crescimento ativo promovem os melhores resultados. McDonald
et al. (1994) concluiram que o procedimento de extragdo do DNA de sementes

secas foi util para algumas espécies (milho, algoddo, soja, trigo e trevo-

43



forrageiro), porém, também concluiram que este protocolo ndo ¢ universalmente
aplicavel para todas as espécies, pois ndo gerou resultados consistentes para
sementes de amendoim. Nas cultivares de mamona avaliadas, pdde-se notar que
as concentracdes de DNA ndo so diferiram quanto ao tipo de material vegetal
utilizado para extracdo de DNA, mas também quanto as caracteristicas como o
periodo de armazenamento.

A comparacdo das concentracoes de DNA obtidas antes e apds o
armazenamento permite inferir que para aquelas cultivares que apresentam
diferencas na concentragdo de DNA antes e¢ apds do armazenamento foi
constatada uma diminui¢do da concentracdo ap6s o armazenamento (Tabela 3).
Antes do armazenamento ndo foram observadas variagdes na concentragdo do
DNA para todas as cultivares independente do material vegetal utilizado para a
extragdo. Ja as cultivares Brejeira e Paraguagu apresentaram redugdes nas
concentragcdes de DNA apds o armazenamento das sementes quando o DNA foi
extraido dos diferentes materiais vegetais. No caso da cultivar IAC80 houve
diminui¢do significativa da concentracio de DNA de plantulas apos o
armazenamento. As cultivares Mexicana ¢ Nordestina ndo apresentou variagdes
na quantidade de DNA antes e apds o armazenamento para sementes e plantulas.
Redugoes na quantidade DNA extraido ap6s o armazenamento das sementes sao
normalmente esperadas uma vez que a queda na integridade do DNA pode
ocorrer como o processo de deterioragdo (Kramer & Kozlowski, 1972; Fontes et
al., 2001).

Entre os eventos que compdem o processo de deterioracdo e que
envolvem o material genético, estdo as quebras no DNA, causando redugdo na
capacidade de sintese de proteinas (Ghosh et al., 1981), danos no metabolismo

de DNA (Roberts, 1973; Cheach & Osborn, 1978; McGee, 1983).
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TABELA 1 Resumo das analises de variancia individuais da concentracdo de DNA
ng/ul. de sementes e plantulas, antes e ap6s armazenamento de 5
cultivares de mamona.

FV GL QM
Cultivares 4 60276,3"
Material vegetal 1 12060,94"
Armazenamento 1 85287,95 ”
Cultivar*Material vegetal 4 3879,88™
Cultivar* Armazenamento 4 18356,73 ”
Material x
vegetal* Armazenamento ! 10450,70
Cultivar* Material 4 10156,63"
vegetal* Armazenamento

Erro 40 1865,85
Média 193,39
CV(%) 22,34

*, ** - Significativo pelo teste de F a 5 e 1 % de probabilidade, respectivamente.

TABELA 2 Concentragdo de DNA ng/uL de plantulas e sementes de 5 cultivares
de mamona antes e apds 0 armazenamento.

Concentracéo de DNA ng/pL

Antes do armazenamento Apds 0 armazenamento
Cultivares Sementes Plantulas Sementes Plantulas
1 Brejeira 189,67 bA 238,00 bA 105,33 cA 135,70 bA
2 TACS80 112,33 cB 312,33 aA 124,17 cA 82,00 bA
3 Mexicana 114,94 cA 124,96 cA 65,83 cA 127,67 bA
4 Nordestina 267,50 aA 255,40 bA 281,73 aA 291,33 aA
5 Paraguagu 334,16 aA 361,67 aA 196,50bA 145,50 bA

Média seguidas de letras mintsculas diferentes nas colunas e maitsculas nas linhas para
cada condi¢do de armazenamento e cultivar diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Scott e Knot com 5% de probabilidade.
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TABELA 3 Concentragdo de DNA ng/uL antes e apds o armazenamento de
plantulas e sementes de 5 cultivares de mamona.

Concentracio de DNA ng/uL

Cultivares Material Vegetal

Antes Apo6s Armazenamento
Armazenamento
Sementes 189,67 a 105,33 b
1 Brejeira
Plantulas 238,00 a 135,70 b
Sementes 112,33 a 124,17 a
2 IACS80
Plantulas 312,33 a 82,00 b
Sementes 114,94 a 65,83 a
3 Mexicana
Plantulas 12497 a 127,67 a
Sementes 267,50 a 281,73 a
4 Nordestina
Plantulas 25540 a 291,33 a
Sementes 334,17 a 196,50 b
5 Paraguacgu
Plantulas 361,67 a 145,50 b

Meédia seguida de letras diferentes nas linhas diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Scott e Knot com 5% de probabilidade.

Coello & Vazquez-Ramos, 1996), além de danos cromossomicos durante o
envelhecimento (Abdalla & Roberts, 1968, 1969; Roberts, 1973; Villiers, 1974;
Murata et al., 1981). Em soja, um dos eventos primarios que causa a perda da
qualidade de sementes ¢ a degradagdo do DNA. Marcos Filho et al. (1997),
avaliou as mudangas da integridade do DNA que acontece durante o

envelhecimento da semente utilizando marcadores moleculares do tipo RAPD.
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Apesar das substdncias presentes na mamona, como alcaldides,
esterdides, flavonoides, saponinas, taninos, compostos fenolicos, glicosidos e
triterpenos interferirem no processo de isolamento e, conseqiientemente, em
digestdoes de DNA e PCRs por formar caracteristicamente uma matriz espessa,
marrom ¢ gelatinosa como descrito pelos autores como Fonseca (2001) e
Rodrigues et al. (2002), a utilizagdo do protocolo estabelecido possibilitou a
obtenc¢do de altas concentragdes de DNA. Assim, o protocolo proposto nesse
estudo, mostrou-se eficiente, sendo possivel obter concentragdes suficientes para
a maioria dos estudos moleculares, tanto nos diferentes cultivares avaliadas, bem
com no tipo de material vegetal utilizado e periodo de armazenamento. Porém, o
tipo de marcador a ser utilizado ¢ um fator fundamental. Segundo Upadhyay et
al. (2004) a técnica do RAPD requer menor quantidade de DNA comparada a
outras técnicas moleculares como o AFLP onde € necessario concentragcdes em

torno de 250 ng/uL (Fonseca, 2001).
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6 CONCLUSOES

E possivel obter DNA diretamente de sementes de mamona, em
quantidades viaveis, para utilizagdo em estudos moleculares.

A concentracdo de DNA de mamona ¢ variavel em funcdo da cultivar,
do material utilizado para extracdo (sementes ou plantulas) e também em relagao

ao nivel de deterioragdo das sementes no armazenamento.
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CAPITULO 3

CARACTERIZACAO GENETICA, FISIOLOGICA E SANITARIA DE
SEMENTES DE MAMONA UTILIZADAS NA SAFRA 2006 NO ESTADO
DE MINAS GERAIS
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1 RESUMO

A caracterizagdo e avaliagdo de cultivares sdo consideradas essenciais
tanto para estabelecer diferencas ou semelhangas entre acessos de germoplasma,
como para estimular sua utilizacdo para resgatar o desenvolvimento das culturas.
Tradicionalmente, estd sendo realizada através de descritores morfologicos,
porém existe a necessidade de alternativas, como o uso de ferramentas
moleculares. Esse trabalho foi conduzido nos Laboratorios de Analise de
Sementes e Laboratorio de Genética Molecular — UFLA. Foram utilizados 12
lotes de sementes de mamona de 9 municipios produtores, coletadas pela da
Empresa de Assisténcia Técnica e Extensdo Rural do Estado de Minas Gerais,
EMATER-MG. Para avaliagdo da qualidade de sementes de mamona foram
utilizados testes de pureza, germinacdo, além dos testes de tetrazdlio e
condutividade elétrica de massa e lixiviacdo de potassio. Na caracterizagao
molecular foram testados 99 primers pertencentes aos kits OPA, OPE, POM,
OPN e OPP com 10 pares de bases, da Operon Technologies, Inc. Apenas 25%
dos lotes apresentaram germinagdo superior ao padrdo nacional de 85% para
comercializagdo de sementes certificadas. Dentre os primers testados, a maioria
gerou produtos monomorficos, porém, entre os 17 primers utilizados para estudo
de diversidade, foram gerados 88 fragmentos, dos quais 50 foram polimoérficas
(56,8%). Também foi verificada uma grande incidéncia de microorganismos que
afetaram o estabelecimento de plantulas. Foi observado uma alta variabilidade
genética entre os genotipos, mesmo se tratando de uma mesma cultivar, o que
reflete a ampla variabilidade morfologica e agronémica contida no germoplasma
de mamona e as altas taxas de alogamia dessa espécie.
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2 ABSTRACT

Characterization and evaluation of cultivars is essential for the
establishment of differences or similarities among germplasm access, as well as
for encouragement for its utilization to rescue plant culture development.
Traditionally, this is made trough morphologic characterization and description,
but the use of alternative methods, as the use of molecular tools is desirable.
This work was performed in the Seed’s Analysis and Molecular Genetic
Laboratories — UFLA, Brazil. Twelve Castor oil plant seed lots from 9 counties,
collected by the Technical Assistance and Rural Extension Enterprise from
Minas Gerais State, EMATER-MG, were used. To evaluate Castor oil plant seed
quality, purity and germination tests were used, as well as tetrazolium and mass
electrical conductivity and potassium lixiviation. For molecular characterization
99 primers belonging to the kits OPA, OPE, POM, OPN and OPP, with ten base
pairs (Operon Technologies, Inc), were tested. Only 25% lots had germination
above 85 %, the national standard for commercialization of certificated seeds.
Among the primers tested, the average generated monomorphic products,
however, among the 17 primers used to diversity studies, 88 fragments were
generated, with 50 of them being polymorphic (56,8%). It was also verified a
high incidence of microorganism that influenced the establishment of seedlings.
High genetic variability was observed among the genotypes, even within the
same cultivar, thus reflecting the high morphologic and agronomic variability
contained in the Castor oil plant germplasm and the high allogamy rates of this
species.
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3 INTRODUCAO

As oleaginosas ja estdo sendo inseridas na matriz energética global,
como fonte de matéria prima alternativa ao combustivel tradicional de petrdleo,
ou como componentes de produtos biodegradaveis, que contribuem para
protecdo da camada de ozdnio, colaborando para reciclagem do lixo urbano. No
entanto, para que a ampliacdo da oferta dessa matéria-prima seja bem sucedida,
¢ necessario desenvolver um conjunto de conhecimentos que permitam a
obten¢do de maior produtividade e qualidade para que culturas alternativas
facam frente a outras opg¢des como a soja, o amendoim e o girassol, cuja
tecnologia de produgdo é mais aprimorada. A mamona (Ricinus communis L.) é
uma oleaginosa de grande importancia, apresentando também intmeras
aplicagdes na area industrial. A ricinocultura vem sendo praticada em todo o
pais, tradicionalmente, pelos pequenos ¢ médios produtores, constituindo-se
numa cultura com grande apelo social. Na regido Sudeste, o estado de Minas
Gerais se destaca na produc¢do de mamona, apresentando a maior area plantada
da regido. Na safra de 2007/2008 a cultura da mamona teve a area plantada em
Minas Gerais de 5,6 mil ha dos 6,8 mil ha de toda a regido Sudeste, isto ¢, quase
83%. Em segundo lugar fica o estado de Sdo Paulo com uma érea plantada de
1,2 mil ha (Companhia Nacional de Abastecimento — CONAB, 2009).

O cultivo da mamona tem sido estimulado no Norte de Minas Gerais,
principalmente devido a algumas condigdes favoraveis, tais como a garantia de
comercializagdo com boa margem de lucro pelas unidades fabris de Montes
Claros, Itacarambi e Sdo Francisco. No entanto, como acontece em outras
regides do pais, a ricinicultura apresenta um acervo de informagdes tecnologicas
bastante reduzido (Freire et al., 2001). No ano agricola 2007/2008, foi cultivada
area de 5,6 mil ha, com produgdo de 8,4 mil toneladas ¢ uma produtividade

média de 1,505 kg/ha em Minas Gerais (CONAB, 2009).
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Um dos principais problemas para a exploragdo racional da mamona,
esta relacionado segundo Moreira et al. (1996), a inadequada disponibilidade de
sementes de cultivares adaptadas, produtivas, com alto teor de 6leo e tolerantes
as pragas e doencas, que possam atender as necessidades dos agricultores e
processadores. Alem disso, mesmo se tratando de cultivares com potencial
produtivo, aspectos como o potencial fisioldgico, sanitario ou fisico do lote de
sementes podem interferir na conservagdo da semente ¢ na capacidade de
estabelecimento da cultura. Um dos grandes desafios na implantacdo das
lavouras de mamona ¢ a produgdo de sementes em quantidade e qualidade para
suprir a demanda e Minas Gerais vem enfrentando problemas de produtividade
que provavelmente se relacionam entre outros fatores, com a baixa qualidade das
sementes.

Apesar da producdo de sementes de mamoneira se apresentar cada vez
mais tecnificada, com a participagdo de grandes empresas neste segmento de
mercado, a grande parte dos produtores utiliza sementes de baixa qualidade e na
maioria das vezes sem nenhum conhecimento principalmente da origem genética
desses materiais. A obtencdo de informagdes precisas e completas sobre a
qualidade fisiologica, sanitaria e genética das sementes produzidas torna-se
importante durante a producdo e comercializagdo, principalmente, em
comparagdo a outras opgdes para a produgdo do biodiesel, como a soja, o
amendoim e o girassol, que dispdem de tecnologias estabelecidas de produgdo
de sementes (Gaspar-Oliveira, 2007).

A caracterizagdo molecular com base na avaliacdo da divergéncia
genética de mamona tem sido investigada, com alguns estudos a respeito desse
assunto. Cunha (2006) utilizou com éxito marcador do tipo RAPD e verificou
uma alta diversidade genética do germoplasma de mamona avaliado, o que
segundo a autora, refletiu a ampla variabilidade morfolégica e agrondmica

observada. Segundo Pimenta (2006), os marcadores RAPD permitem uma
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analise de variabilidade genética rapida e de custo relativamente reduzido,
tornando-se bastante acessivel, onde ¢ possivel verificar uma grande divergéncia
genética entre as cultivares avaliadas.

Diante disso, o objetivo na pesquisa foi realizar um diagnoéstico sobre a
qualidade fisiologica e sanitaria de alguns lotes de semente utilizadas em Minas
Gerais na implantagcdo de campos de producao de mamona, bem como realizar
uma caracterizagdo molecular de varias amostras de sementes coletadas de
diferentes regides produtoras do estado de Minas Gerais, ¢ avaliar as diferencas

genotipicas dos materiais que tém sido plantadas.
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4 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Sementes da Universidade
Federal de Lavras (UFLA), em Lavras — MG no periodo de marco a outubro de
2007. Apos levantamento das regides produtoras do estado de Minas Gerais,
foram detectados 51 municipios com potencial produtivo de mamona com base
nos dados na produg¢do de mamona no ano agricola de 2006, regido do estado e
na produtividade. No ANEXO A estdo representados as regioes do estado, os
municipios, a produtividade média em Kg/ha do plano amostral realizado. Em
funcdo do desestimulo dos produtores do estado na safra de 2007, houve
consideravel redugdo na area e nimero de municipios produtores de mamona o
que dificultou a coleta das amostras ndo sendo possivel obter amostras de todas
as cidades selecionadas. Alguns municipios amostrados foram excluidos do
estudo visando obter maior representatividade das regides onde foi possivel a
coleta: Zona da Mata, Sul de Minas, Norte ¢ Rio Doce, principais regides
produtoras. As coletas foram realizadas no periodo de dezembro a janeiro de
2007, ou seja, antes do periodo de semeadura. Cada amostra era constituida de 2
(dois) quilos de sementes ou graos coletadas aleatoriamente dos matérias que
foram utilizados para semeadura.

Foram entdo utilizados 12 amostras de sementes de mamona coletadas
em 9 municipios produtores pela da Empresa de Assisténcia Técnica e Extensao
Rural do Estado de Minas Gerais, EMATER-MG (Tabela 1). Por ocasido da
coleta, foi realizado um levantamento das principais caracteristicas das sementes
enviadas, como a procedéncia, empresa produtora, categoria, safra, método de

coleta, % de germinagado e produtividade esperada (ANEXO B).
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TABELA 1 Identificagdo das amostradas de cultivares coletados nos municipios
produtores de mamona no estado de Minas Gerais.

Amostra Municipio Variedade
1 Divino Guarany
2 Nova Resende Guarany
3 Guapé NI'

4 Ubaporanga Guarany

5 Ubaporanga IAC-80

6 Itacarambi BRS-149 Nordestina
7 Itacarambi Guarany

8 Manga TIAC-226

9 Manga Guarany

10 Sdo Jodo das Missoes TIAC-226

11 Mato Verde IAC-226

12 Sao Francisco Paraguagu

Os lotes coletados foram enviados ao laboratério onde permaneceram
armazenados em cdmara fria e seca (10°C e 40% UR) até a realizacdo das
avaliacGes a partir de més de fevereiro de 2007.

Para avaliacdo da qualidade de sementes de mamona foram utilizados testes
de pureza, germinagdo seguindo critérios estabelecidos na RAS (Brasil, 1992),
além dos testes de tetrazolio e condutividade elétrica de massa e lixiviagdo de

potassio.

Teor de agua
A determinagdo do teor de agua foi efetuada pelo método de estufa a 105°C
+ 3°C por 24 horas (Brasil, 1992) utilizando-se duas repeticdes de 20 sementes

cortadas ao meio. Os resultados foram expressos em porcentagem.
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Teste de germinacao

O teste de germinagdo foi realizado em substrato papel toalha do tipo
Germitest, na forma de rolo, umedecidos com uma quantidade de agua
equivalente 2,5 vezes o peso seco do papel. As contagens do teste de germinagao
foram realizadas aos 7 (Primeira contagem) e 14 dias ap6s a semeadura, ¢ o0s

resultados expressos em porcentagem de plantulas normais.

Tetrazolio

Para o teste de tetrazolio, as sementes de mamona foram embebidas
entre papel a 30°C por 3 horas. O tegumento foi retirado e as laterais das
sementes cortadas longitudinalmente, sendo entdo imersas em 0.5% da solugdo
de tetrazolio e mantidas no escuro a 30°C, por 6 horas. Foram utilizadas quatro
repetigoes de 25 sementes para cada tratamento. Os resultados foram expressos

em porcentagens de sementes viaveis.

Condutividade elétrica

O teste de condutividade elétrica de massa foi realizado seguindo os
procedimentos propostos por Souza (2007). Foram utilizadas 8 repetigdes de 25
sementes. Estas foram pesadas e colocadas para embeber em copos plasticos de
200 ml, contendo 75 ml de agua deionizada. As sementes foram mantidas em
BOD, a temperatura constante de 25°C, onde permaneceram por 6 horas. A
condutividade elétrica da solugdo foi medida em condutivimetro modelo

Digimed, modelo CD-21, com resultados expressos em puS/cm-1.

Lixiviacdo de potéassio
Apods a leitura da condutividade elétrica de massa, as sementes foram
descartadas ¢ a solugdo de embebicdo apos 6 horas, foi acondicionada em

recipiente plastico. A determinacdo de potassio foi realizada empregando-se a
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fotometria de chama DIGIMED NK-2002 apds dilui¢do de 19,5 vezes e os

resultados expressos em porcentagem.

Sanidade

O teste de sanidade foi conduzido pelo método de incubagéo em papel de
filtro sem congelamento (Neergaard, 1979) com 8 repetigdes de 25 sementes por
lote. As sementes foram distribuidas em placa de Petri de 15 ¢cm de didmetro
contendo trés folhas de papel filtro previamente esterilizadas e umedecidas em
solucdo de 2,4-D. As sementes foram incubadas a 20°C + 2°C, em cdmara com
fotoperiodo de 12 horas de luz e 12 horas de escuro, durante sete dias. Para a
identificagdo de patogenos presentes nas sementes, foram utilizados lupa
estereoscopica e microscopio Otico. A incidéncia foi avaliada em porcentagem

de fungos encontrados nas sementes.

Extracdo de DNA

Para a extracdo de DNA, utilizou-se um procedimento modificado de
Rogers & Bendich (1988). Foram utilizadas cinco sementes de cada amostra,
que foram trituradas por um mixer por aproximadamente 15 segundos. Para
evitar o processo de oxidacao, foi utilizado nitrogénio liquido. Foram utilizados
10ml do tampao de extracdo pré-aquecido a 65°C (0,2g de brometo de
cetiltrimetil-amoénio; 1 ml de Tris 1M, 0,4 ml de EDTA 0,5M, 0,82 e agua pura
para completar 10 ml) e 20ul de 2-B-mercaptoetanol. Em seguida, o macerado
foi mantido em banho-maria a 65°C por 30-40 minutos, agitando-se 3 a 4 vezes.
Ap6s, foram adicionados 10ml da solugdo 24 cloroférmio: 1 alcool isoamil e a
suspensdo foi homogeneizada e centrifugada durante 10 minutos na velocidade
de 5.000 rpm. O sobrenadante foi coletado, misturado com 30 ml da solugdo 6
alcool 95°: 1 acetato de amonio 7,5M e mantido no freezer por cerca de uma
noite. Em seguida, foi coletado o DNA e foram adicionados de 200-300ul de
Tris ImM e EDTA 0,1 mM, pH 8,0 (TE). Apds o DNA ter se dissolvido, ele foi

61



precipitado com o triplo do seu volume com a solugdo 20 alcool 95° 1 acetato
de sodio 3M e mantido no freezer por uma hora. A solugdo de alcool-acetato foi
eliminada ¢ o DNA, dissolvido em 200-300 ul de TE. A operacdo seguinte
constituiu em quantificar a concentragdo do DNA em fluorimetro (Hoefer
Scientific). Para isso foram usados 2 pl da solugdo de DNA em 2ml de tampao
(Tris 10mM, EDTA 1,0mM, NaCl 0,1M, pH 7,4), juntamente com 0,1 pg/ml do
corante H32258. Apos, o DNA foi diluido com TE para a concentragao de 10ng/

ul, que foi usada nas analises de PCR.

Analise PCR

Cada reacdo PCR foi realizada misturando-se os seguintes ingredientes
com as respectivas concentracdes (Nienhuis et al., 1995): 200uM dNTPs, 0,6
unidades de Taq DNA polimerase, 0,5 uM de cada primer, tampao de reacdo
(50mM Tris, 1,5mM MgCl,, 20mM KCl, 250pug/ml de albumina de soro bovino,
1% de ficoll 400, ImM de tartrazine), 20ng do DNA gendmico e 4gua pura até o
volume final de 10ul. O ANTP corresponde a uma mistura eqiiitativa de ATP,
GTP, CTP e TTP. Foram testados 99 primers pertencentes aos kits OPA, OPE,
POM, OPN e OPP com 10 pares de bases, da Operon Technologies, Inc.
Alamed, CA. As reagdes de amplificacdo foram realizadas num termociclador
Eppendorf, e o programa utilizado foi o RAPDMARC.

Os fragmentos de DNA amplificados foram separados em gel de agarose
a 1,5% em tampao TBE (Tris, acido Borico e EDTA) e em uma corrente de 40-
50V. Os fragmentos de DNA no gel foram tratados com brometo de etideo
(0,5ug/ml) por 30-50 minutos e foi retirado o excesso de corante por 15-30
minutos com agua destilada, sob agitacdo. A visualizagdo foi feita em
transiluminador de luz ultravioleta ¢ as imagens foram capturadas na camara
digital KODAK EDS 290 e arquivadas através do software KODAK 1D
Image®©.
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As analises de similaridade e de agrupamento dos genétipos foram feitas
a partir dos perfis (bandas) revelados pelos géis, representados por matrizes
binarias (auséncia=0 e presenca=1), empregando o coeficiente de Jaccard (1908)
e o0 método da média aritmética ndo ponderada (UPGMA) com o auxilio do
software Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis for Personal

Computers, NTSYS 2.1 (ROHLF, 2000).

Delineamento experimental

Os resultados dos testes de germinacdo, primeira contagem de
germinacado, teste de tetrazolio, condutividade elétrica de massa e lixiviagao de
potassio foram analisados segundo delineamento inteiramente casualizado. Os
dados de condutividade elétrica de massa foram transformados em 1/y
(transformagdo reciproca). As médias foram comparadas pelo teste de Scott-
Knott, a 5% de probabilidade. Também foram calculados os coeficientes de

correlagao para todas as combinagdes entre testes.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Caracterizacdo das amostras

As amostras coletadas na semeadura efetuada no ano de 2006 em Minas
Gerais foram provenientes dos municipios de Divino (Zona da Mata), Nova
Resende e Guapé (Sul de Minas), Ubaporanga (Vale do Rio Doce) e Itacarambi,
Manga e Sao Jodo das Missoes, Mato Verde e Sao Francisco (Norte de Minas).
As cultivares avaliadas foram: Guarany, IAC-80, BRS149 Nordestina, IAC226 ¢
Paraguacu com maior representatividade da cultivar Guarany em 41% do total
amostrado. Dentre as amostras coletadas, 66.7% eram sementes comerciais;
8,3% sementes proprias e 25% ndo foi informado. Apenas quatro produtores
souberam informar o percentual de germinag¢ao da semente utilizada ¢ o nimero
de sacos amostras nas coletas variou de 1 a 11, sendo realizadas de forma
manual, sem auxilio de caladores ou amostradores (ANEXO B).

A analise do potencial fisioldégico das sementes evidenciou que houve
diferenga nos lotes avaliados (Tabela 1). O percentual de germinagdo variou de
zero a 88% o que indica grande variabilidade da qualidade fisioldgica das
sementes utilizadas. Apenas 25% dos lotes apresentaram germinag@o superior ao
padrdo nacional de 85% para comercializacdo de sementes certificadas (DOU,
2005). Aqueles mesmos lotes que apresentaram germinagao superior ao padrao
nacional se destacaram em relag@o ao vigor avaliado pela primeira contagem.

Com relagao a viabilidade, avaliada pelo Tetrazolio, observa-se a mesma
tendéncia de superioridade das amostras do municipio de Manga (IAC226) a do
municipio de Sao Francisco (Paraguacu) com exce¢do da amostra procedente do

municipio de Manga (Guarany).
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TABELA 1 Valores médios dos resultados de Germinagdo (G), Primeira contagem de germinagao (PC), Tetrazolio (TZ)
e Lixiviagdo de K" (LK") dados em %, Condutividade elétrica de massa (CE) dados em pS.cm '.g" de
sementes dos lotes avaliados em Lavras-MG, 2007.

Amostra Testes T
G PC TZ CE LK

Manga (IAC-226) 88? 70,50a 100,00a 40.01c 0,0687b
Manga (Guarany) 88* 70,00a 77,00c 47,31d 0,1012d
Mato Verde (IAC-226) 87" 75,00a 99,00a 40,35¢ 0,0625a
Sdo Jodo das Missoes (IAC-226) 83b 70,00a 100,00a 37,15b 0,0564a
Séo Francisco (Paraguagu) 79b 72,00a 92,00a 39,78¢ 0,0775b
a Divino (Guarany) 67¢c 50,00b 80,00b 44,55d 0,0875¢
Itacarambi (BRS-149 Nordestina) 66¢ 24,00d 86,00b 41,30c 0,0950d
Ubaporanga (Guarany) 62d 44,50b 73,00c 27,49a 0,0600a
Nova Resende (Guarany) 61d 36,00c 83,00b 34,84b 0,0700b
Itacarambi (Guarany) 59d 54,50b 77,00¢c 42,59¢ 0,0725b
Guapé NI 21e 2,00e 68,00c 44,55d 0,0925d
Ubaporanga (IAC-80) of 0,0le 0,01d 44,56d 0,0825¢

CV (%) 4,24 24,37 6,88 7,61 12,51

As médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade. NI —
ndo informado.



Os resultados de viabilidade avaliados pelo teste de tetrazoélio foram
superiores ao da germinagdo. Esse fato pode ser explicado pela alta incidéncia
de plantulas anormais infeccionadas, o que indica a presenga de
microorganismos que afetam o estabelecimento de plantulas, evidenciado pelo
teste de sanidade.

Apesar de o lote ter potencial de germinacdo ou viabilidade, o
desenvolvimento de plantulas ¢ impedida pela acdo de microorganismos, o que ¢
uma das limitagdes da utilizagao do teste de germinagdo segundo Krzyzanowski
et al. (1999).

Foram calculados os coeficientes de correlagdes entre os varios testes
realizados (Tabela 2). Pode-se observar que houve correlagdo significativa entre
a germinacao e os testes de vigor como a primeira contagem e tetrazolio, com
valores altos e positivos (92% e 87%, respectivamente), indicando a consisténcia
nas avaliacdes das caracteristicas estudadas. Esses resultados indicam que estes
testes propiciaram classificagdes semelhantes dos lotes. Observou-se também,
correlagdo positiva (73%) entre os testes de vigor, tetrazolio e primeira
contagem, dando maior confiabilidade nos dados obtidos por meio destes.

No entanto, ndo houve correlagdo significativa entre a germinagdo e os teste de
condutividade elétrica e lixiviacdo de K'. A baixa correlagdo entre os testes de
avaliag@o do sistema de membranas com os testes de germinagdo ¢ demais testes
de vigor, leva a crer que os testes de Condutividade elétrica e Lixiviacdo de K *
ndo sdo os mais indicados para a separagdo de lotes de sementes de mamona em
diferentes niveis de qualidade. Tais resultados discordam dos obtidos por Souza
(2007), que obteve para a cultivar IAC-80 valores negativos e significativos
entre a condutividade elétrica e os testes de primeira contagem, germinagao e
tetrazolio. Essa variagdo de resultados pode ser explicada uma vez que os testes

podem ser afetados por fatores como as caracteristicas de composi¢cdo quimica
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da cultivar, a espessura do tegumento, tamanho da semente entre outros fatores

(Powell, 1998; Albuquerque et al. 2001).

TABELA 2 Coeficientes de correlacdo entre testes de germinagao (G), primeira
contagem (PC), tetrazolio (TZ), Condutividade Elétrica (CE) e
Lixiviacdo de K™ (LK").

Testes G LK* CE TZ
PC 0,92 -0,40 -0,14 0,73"
TZ 0,87 -0,30 -0,26
CE -0,19 0,74™
LK* -0,27

", Significativo a 1% de probabilidade.

Os fungos detectados nas sementes de mamona utilizadas no estado de
Minas Gerais estdo relacionados na FIGURA 1. Verificou-se, no total de
sementes coletadas nas diferentes regides avaliadas, uma alta incidéncia de
fungos de armazenamento (Aspergillus spp. e Penicilium spp.).

Varios pesquisadores consideram que os fungos de armazenamento
ocorrem apenas durante a estocagem (Christensen, 1972). Porém, resultados
obtidos por Berjak (1987) sugerem que os propagulos destes fungos podem estar
comumente associados as sementes recém-colhidas, sendo inibidos, em parte,
pela atividade de fungos de campo, ou seja, aqueles que infectam durante o

processo de formagdo e maturagdo das sementes.
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FIGURA 1 Frequéncia de fungos detectados em sementes de mamona utilizados
no estado de Minas Gerais.

Fanan (2008), em estudo sobre qualidade fisiologica e sanitaria de
sementes de mamona em fun¢do das condigbes climaticas e da colheita,
verificou que em sementes recém colhidas, ja apresentavam a incidéncia de
fungos de armazenamento, com valores de 1%, em todos os tratamentos
avaliados, para o género Aspergillus e de 11% para o Penicillium spp. A
ocorréncia desses fungos de armazenamento, em baixas porcentagens, em torno
de 1%, em sementes que ainda estavam no campo também foi relatada por
Kennedy (1979) e Wetzel (1987), contrariando as informagdes de Dhingra
(1985), que negou esta possibilidade.

Dentre o género Aspergillus o A. ockracius esteve presente em 87, 83%
das sementes. Trata-se de um fungo produtor de ocratoxina A, toxina produzida

durante o armazenamento de graos quando os teores de agua estdo relativamente
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altos (16% ou mais) (Sauer, 1992; Lazzari, 1997). Essas micotoxinas podem
infectar sementes e grios e causar graves conseqiiéncias aqueles que
consumirem o produto ou subproduto, que ndo € o caso da mamona como fonte
de biodiesel, entretanto, essas micotoxinas estdo diretamente ligadas ao teor de
acidos graxos, influenciando assim fortemente a qualidade do 6leo extraido.

Ainda foi verificada a presenca de fungos de campo como o género
Cladosporium spp. (47,16%) e género Fusarium spp. (31,5%). De acordo com
Massola & Bedendo (2005), a murcha de Fusarium causada pelo fungo
Fusarium oxysporum f. sp. ricini ocorre em praticamente todas as regides onde
se cultiva a mamona no Brasil. Esse fungo ¢ um habitante do solo que vive
saprofiticamente em restos de cultura podendo sobreviver na forma de
clamidosporos na auséncia do hospedeiro.

Dentre as varias amostras coletadas, pode-se notar que a incidéncia do
A.ochraceus foi alta em todas as regides avaliadas e nas diversas cultivares,
sempre presente em mais de 88% das sementes, com excecdo apenas na cidade
de Sao Jodo das Missoes, com 42% desse patogeno nas sementes (TABELA 3).
Porém, seu potencial fisiologico ndo foi afetado, apresentando 100% de
sementes viaveis pelo TZ (Tabela 1).

Ja a amostra coletada na cidade de Ubaporanga da cultivar IAC 80, com alta
incidéncia tanto de fungos de campo, como de fungos armazenamento (sendo
63% de sementes infectadas pelo género Fusarium), apresentou baixo poder
germinativo ¢ baixa viabilidade de sementes. Savy filho et al. (2007)
caracterizou a cultivar [AC-2028 como moderadamente suscetivel & mancha-de-
alternaria e suscetivel & murcha de Fusarium, o que pode ter contribuido para

seu baixo desempenho durante o teste de germinagao.
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TABELA 3 Incidéncia média (%) de fungos encontrados em lotes de sementes
de mamona utilizadas no estado de Minas Gerais avaliados em
Lavras-MG, 2007.

Amostra FUNGOS
Cladospori  A. flavus A A.niger  Fusarium Penicilium
um ochraceus
1 62 13,5 96,5 2 78,5 3
2 47,5 10 88,5 0 27,5 28
3 24 30,5 93 26 47,5 70
4 35,5 36 95 8,5 12,5 49
5 60,5 19,5 91,5 19 63 18
6 46,5 3,5 83,5 9,5 13,5 65
7 69,5 76 88 22 33 53
8 82,5 76 91 9,5 15,5 84,5
9 49,5 89 93 73 41 91,5
10 21 11,5 42,5 34 21,5 68,5
11 65 73 91,5 58,5 17,5 83,5
12 2,5 20 100 7 7 23,5

Quanto ao comportamento da cultivar Guarani coletada nas cidades de
Itacarambi ¢ Manga sem resultado de incidéncia de A. flavus, foram de 76% e
89% respectivamente. Valores estes superiores aos encontrados nas demais
regides com a mesma cultivar. Santos Neto et al., (2008) verificaram que a
espécie Aspergillus flavus foi aquela de maior incidéncia em lotes comerciais de
sementes de mamona, com uma média de 39%, resultados semelhantes aos
obtidos por de Souza (2007) com cinco lotes de sementes de mamona da mesma
cultivar.

Fungos de armazenamento, como o Aspergillus spp. e Penicillium spp.,
causam sérios prejuizos as sementes de mamona. O género Aspergillus consta da

relagdo de fungos toxigénicos, causadores de deterioracdo em sementes, sendo
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de disseminacdo facil devido a seus esporos leves e secos. Podem crescer em
baixo potencial hidrico, sendo os primeiros a se desenvolver nas condigdes de
baixa umidade das sementes, facilitando o desenvolvimento de outros géneros
que necessitam de mais umidade, como ¢ o caso do Penicillium (Neergaard,

1979; Cirio & Lima, 2003; Dhingra, 1985).

5.2 Caracterizacio Molecular

Embora tenham sido realizadas reagdes de amplificagdo com 90 primers
diferentes, diversos primers ndo produziram fragmentos e/ou os produtos de
reagdo nao permitiram uma avaliacdo consistente acerca da similaridade das
amostras testadas. Por isso, foram desprezados 73 primers, restando 17, que
serviram & avaliagdo dos genoétipos (Tabela 4). Dentre os primers testados, a
maioria gerou produtos monomorficos, porém, entre os 17 primers utilizados
para estudo de diversidade, foram gerados 88 fragmentos, dos quais 50 foram
polimorficos (56,8%).
Em média cada iniciador produziu 5,2 fragmentos dos quais 2,9 eram
polimorficos (Figura 2). Um estudo semelhante utilizando um nimero bem
superior de iniciadores foi feito por Vidal et al. (2005) ao avaliar cinco cultivares
de mamona, procedentes do IAC, da Embrapa Algoddo e da Costa Rica. Os
autores registraram 105 bandas polimorficas, aproximadamente 23%, de um
total de 454 fragmentos produzidos em amplificagdes RAPD com 47
oligonucleotideos dos kits A, E, M, N e¢ P da Operon. J4& Cunha (2006),
empregando marcadores do tipo RAPD, para estudar 10 cultivares de mamona
no municipio de Igaci, em Alagoas, obtiveram 60 bandas polimorficas,
utilizando 7 iniciadores produzidos pela IDT (Integrated DNA Technologies,

Inc), ou seja, cada primer produziu 8,6 bandas, em média.
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TABELA 4 Bandas polimorficas obtidas pelos primers RAPD.

SEQUENCIA DE

BANDAS POLIMORFICAS

PRIMER NUCLEOTIDEOS 5’ — 3’

OP-EO01 CCC AAG GTC C |
OP-E02 GGT GCG GGA A )
OP-E03 CCA GAT GCA A 1
OP-E04 GTG ACA TGC C 4
OP-E06 AAG ACC CCT C 3
OP-E09 CTT CAC CCG A 1
OP-El1 GAG TCT CAG G |
OP-E12 TTA TCG CCC C |
OP-E15 ACG CAC AAC C 5
OP-E18 GGA CTG CAG A 3
OP-E19 ACG GCG TAT G 5
OP-E20 AAC GGT GAC C 3
OP-MO05 GGGAACGTGT 6
OP-N12 CACAGACACC 3
OP-PO1 GTAGCACTCC 5
OP-P05 CCCCGGTAAC 5
OP-P19 GGGAAGGACA 1
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FIGURA 2 Produto de amplificagdo de RAPD de amostras de mamona (1 a 12
de acordo com o ANEXO B) com o primer EI12 (A) e E15 (B).
Setas indicam padrao polimorficos de amplificagdo, 950pb.
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Dudley (1994), concluiu que resultados obtidos com numero de bandas entre 50
e 100 tendem a coincidir com os pedigrees. Colombo et al. (2000), trabalhando
com divergéncia genética de mandioca, acrescentou que 0 mesmo numero ¢
suficiente para estimar relagdes genéticas inter e intraespecificas. Ja Cunha
(2006), obteve 91 bandas polimorficas trabalhando com a caracterizagdo
molecular de acessos de mamona. Desta forma, as 50 bandas encontradas estdo
de acordo com os nimeros aceitaveis para estudos de divergéncia genética. O
numero de bandas polimérficas por primer foi de 2,9. Em trabalhos semelhantes
esse valor pode variar entre 2,34 ¢ 2,31 por primer (Meneses, 2004 e Pimenta,
2007).

Ao contrario da maioria dos estudos de diversidade genética realizados,
em que foram avaliadas varias cultivares diferentes, possibilitando assim inferir
sobre a diversidade genética entre elas, nesse estudo foram avaliadas varias
amostras de regides produtoras de mamona no estado de Minas Gerais. Dentre
essas amostras, houve cidades que enviaram uma ou duas cultivares diferentes e
ainda, cidades diferentes que enviaram o que a principio se tratava da mesma
cultivar.

Através do dendrograma obtido a partir da similaridade dos fragmentos
gerados nas reagdes de amplificagdo, cujo coeficiente Jaccard foi de 0,54
possibilitou a separagdo dos gendtipos em 7 grupos. O primeiro e maior dos
grupos, com aproximadamente 84% de similaridade, composto por 4 cultivares,
abriga amostras de cultivares Guarani procedentes das cidades de Divino, Nova
Resende, Ubaporanga e Itacarambi. No GRUPO 1I, separados em um nivel de
80% de similaridade, estdo além das amostras do Grupo I, a amostra das cidades
de Manga, a cultivar IAC 226, e seguido da amostra de Ubaporanga, IAC80
compondo o GRUPO III. As amostras enviadas pelos municipios de Itacarambi
(Nordestina) ¢ Sao Jodo das Missdes (IAC226) além das demais do terceiro

grupo forma o GRUPO IV. O GRUPO V ¢ constituido ainda da amostra enviada
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pelo municipio de Guapé, sendo sua constituigdo genética ndo informada. O
GRUPO VI possui ainda as amostras de Mato Verde (IAC 226) e Sdo Francisco
(Paraguagu). E o Grupo VII, com cerca de 0,40 de similaridade com os demais
grupos, a amostra do municipio de Manga, da cultivar Guarani.

Para as cultivares BRS 149- Nordestina e a cultivar BRS 188 Paraguacu,
foi observado indices de similaridade de cerca de 0,45. Em trabalho semelhante,
Cunha (2006) observou indices de similaridade entre 0,40 e 0,58 entre essas
cultivares. Essas variedades apresentam caracteristicas agrondmicas
semelhantes, tais como periodo entre emergéncia da plantula e floragdo do
primeiro racemo, semideiscéncia dos frutos, teor de oOleo nas sementes e
produtividade média (Cunha, 2006). As cultivares BRS 149- Nordestina e a
cultivar BRS 188 Paraguagu sido provenientes de diferentes linhagens
desenvolvidas pela Embrapa Algoddo. O CNPA, com seus trabalhos de pesquisa
com a mamoneira, iniciados em 1987, langou para o comércio os cultivares BRS
Nordestina ¢ BRS Paraguagu, anteriormente denominados de linhagens CNPA
M. 90-120 e CNPA M. SM4, respectivamente. O primeiro foi obtido através de
selecdo individual com teste de progénie no cultivar local Baianita, e o segundo,
obtido por selegdo massal praticada no cultivar, também local, Sangue de Boi
(Savy Filho, 2005). De acordo com Freire et al.,, (2001), o cultivar BRS
Nordestina, lancado em 1998, apresenta as seguintes caracteristicas: 1,90 m de
altura, 50 dias para o inicio florescimento, 1.500 kg.ha— 1 de sementes, em
condi¢des de sequeiro, ¢ 49% de oleo. Por outro lado, BRS Paraguagu, cujo
lancamento se verificou em 1999, caracteriza-se por apresentar 1,60 m de altura,
54 dias para o inicio do florescimento, produtividade média de sementes idéntica
ao cultivar BRS Nordestina e teor de 6leo na semente de 48%.

Para a cultivar Guarani, que foi enviada por cinco cidades: Divino, Nova
Resende, Ubaporanga, Itacarambi e Manga, apenas entre as cidades de Divino e

Nova Resende foi observado indice de similaridade de 1,0. Houve uma
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separagdo basicamente de 2 grupos distintos com acerca de 0,4 de similaridade,
sendo o I da amostra da cidade de Manga (Guarani) e II das demais cidade,
compostas de varias cultivares, dentre elas varias amostras de cultivar Guarani.
A cultivar Guarani, disponivel para comércio desde 1974, possui frutos
indeiscentes, elevada capacidade produtiva com média de 2.800 kg.ha— 1 de
sementes e teor de 6leo nas sementes de 47 a 48%. Resultante do cruzamento
entre os cultivares Campinas ¢ Preta, associa a caracteristica indeiscéncia dos
frutos do parental Campinas e a rusticidade e adaptabilidade do cultivar “Preta”,
bastante cultivada em todo o pais. O cultivar Campinas ¢ indicado, porém, a
grandes produtores por apresentar essa indeiscéncia em seus frutos, fator que
favorece a realiza¢do de uma unica colheita mecanizada (Savy Filho & Banzatto,
1993; Savy Filho et al., 1999).Portanto, a cultivar enviada pelo municipio de
Manga como sendo Guarani pode ndo ser realmente a cultivar indicada.

Pimenta (2006) realizou estudo de divergéncia genética em mamona
com marcadores do tipo RAPD, verificou entdo que os acessos formavam seis
grupos. No entanto, dentre esses acessos foram observadas grandes variagdes
dentro de uma mesma cultivar, por exemplo, a cultivar Guarani foi representada
pelos tipos: Guarani verde, Guarani normal pelada, Guarani normal, Guarani
grande ¢ Guarani pelada (GRUPO III) E Guarani repicada (GRUPO IV). Outro
exemplo ¢ o da cultivar IAC80 verde que ficou posicionada no GRUPO Il ¢ a
IAC80 vermelha no GRUPO III. A cultivar IAC-80, foi obtido em 1976 através
da selecdo massal praticada em material local, apresenta caracteristicas de porte
alto, ciclo vegetativo de 240 dias, producao de 1.500 a 4.500 kg.ha— 1 de
sementes, 45 a 47% de o6leo nas sementes e frutos indeiscentes; (Savy Filho &
Banzatto, 1993; Savy Filho et al., 1999).

Quanto a cultivar IAC-226, foram avaliadas amostras de trés municipios
da regido Norte de Minas Gerais: Manga, Mato Verde e Sao Jodo das Missdes.

No GRUPO I, a amostra de Manga, no Grupo III a amostra de Sdo Jodo das
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Missdes e no GRUPO VI a amostra de Mato Verde. Essa cultivar tem como
principais caracteristicas o porte alto com frutos indeiscentes, com producio
variando de 1.500 a 5.000 kg.ha— 1 de sementes e teor de dleo de 46 a 47%
(Savy Filho et al., 1999).

A variagdo dentro de uma mesma variedade pode gerar uma
identificagdo confusa por parte dos produtores, extensionistas (durante as
coletas) e também nos analistas de sementes. Na ocasido das coletas das
amostras, essas informagdes nao foram precisas, por falta de conhecimento
principalmente dos produtores de mamona, que utilizam sementes de safras
anteriores e adquiridas em estabelecimento que nao oferecem -certificacao
genética ou de outros produtores.

Outro fato que pode ter contribuido para o resultado obtido, é a questdo
do tipo de reproducdo dessa espécie. Isto porque a mamona apresenta sistema
reprodutivo misto, ou seja, tanto ocorre autofecundagdo como cruzamento
natural e as taxas de alogamia variam de acordo com o porte da planta, podendo
chegar até 30% de fecundacdo cruzada (Myczkowski, 2003). Essas taxas de
fertilizagdo natural dentro dos campos produtores podem ocasionar a grande
divergéncia genética observada dentre de uma mesma variedade coletada em
diferentes regides, isso ocorre principalmente pela falta de isolamento entre os
campos produtores de mamona, e até mesmo de populagdes locais. Além disso,
os produtores reutilizam sementes de safras anteriores, que devido as taxas de
alogamia, ficam a cada geragdo mais divergentes da cultivar de origem.
Portanto, fica evidente, a necessidade de disponibilizar sementes com qualidade
fisica, fisiologia e sanitaria aos produtores, mas também com certificagdo

genética para que esses materiais possam expressar todo seu potencial produtivo.
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6 CONCLUSOES

Existe variagdo na qualidade fisiologica das sementes utilizadas em
Minas Gerais, sendo que 75% dos lotes avaliados apresentam germinagdo abaixo
do padrao nacional.

Dezessete oligonucleotideos iniciadores dentre os selecionados foram
capazes de gerar bandas de DNA com padrdo polimérfico para os genotipos
estudados, evidenciando a sensibilidade de marcadores moleculares baseados em
RAPD para revelar a variabilidade genética de genotipos de mamona (Ricinus
communis L.).

- Existe alta variabilidade genética entre os genotipos, mesmo em se
tratando de uma mesma cultivar, o que reflete a ampla variabilidade morfologica
e agronOmica contida no germoplasma de Ricinus communis L e as altas taxas

de alogamia dessa espécie.
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ANEXO A Plano amostral das regides € municipios com suas respectivas
produtividades médias em Kg/ha de mamona em Minas Gerais de
acordo com dados da safra de 2006.

Regido Municipios Produtividades (Kg/ha)
Morro da 2000
Garga
Madre de Deus 1700
de Minas
Central Monjolos 1400
Couto 800
Magalhaes de
Minas
Simonésia 2500
Orizania 2000
Caputira 1500
Pedra Bonita 1500
Santa 1500
Zona da Mata Margarida
Caparad 1200
Divino 1300
Fervedoura 1400
Vieiras 800
Muzambinho 3000
Serrania 2000
Campestre 1600
Guapé 1500
. Varginha 1000
Sul de Minas Eloi Mendes 1250
Conceicédo da 1000
Aparecida
Botelhos 800
Nova Resende 900
Campo Florido 500
Tridngulo Uberaba. 2000
Canapolis 2000
Tupaciguara 2000
Alto Pedrindpolis 600
Paranaiba
Bambui 3000
Centro Oeste Oliveira 1750
Bom Despacho 1800

&4



Nova Belém 2200
Sdo Jodo da 2200
Manteninha
Mantena 1800
Piedade de 667
Rio Doce Caratinga
Caratinga 500
Imbé de Minas 600
Santa Rita de 500
Minas
Ubaporanga 600
Itacarambi 2000
Juvenilia 2000
Januéria 2000
Manga 2000
Jaiba 1502
Nova 1400
Norte de Porteirinha
Minas Riacho dos 1200
Machados
Matias 1111
Cardoso
Mato Verde 1000
Sao Jodo das 1000
Missdes
Icarai de 600
Minas
Mamonas 500
Sao Francisco 500
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ANEXO B Dados enviados juntamente com cada amostras de sementes de mamona utilizados nos municipios rodutores
em Minas Gerais. Lavras, 2007. *Nio informado

Amostra Germinagao Area de Produtividade Meétodo de
Municinio Categoria Variedade Safra embalagem semeadura esperada coleta/n® sacos
P (%) (ha) Kg/ha amostrados
1 — Divino (Guarany) NI Guarani 06 NI 20 1300 Manual/08
2-Nova Resende (Guarany) NI Guarani (?) 05/06 NI 10 1000 Manual/NI
3-Guapé NI NI NI NI NI NI NI
4 - Ubaporanga (Guarany) NI Guarani 05/06 NI 3 600 Manual/NI
5 — Ubaporanga (IAC-80) NI TIAC 80 05/06 NI 3 600 Manual/NI
6-Itacarambi (BRS-149 BRS 149
Nordestina) NI Nordestina 05/06 92 NI NI Manual/06
7 — Itacarambi (Guarany) NI Guarani 05/06 85 NI NI Manual/06
8 — Manga (IAC-226) C, IAC 226 06 NI NI NI NI
9 - Manga (Guarany) NI Guarani 06 NI NI NI NI
;g 6')32“’ Jodo das Missdes (IAC- NI IAC 226 05 93 20 1000 Manual/11
11 - Mato Verde (IAC-226) NI IAC 226 05 93 NI NI Manual/01
12 -Siio Francisco (Paraguacu) NI Paraguacu 05/06 NI 15 NI Manual/NI
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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