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RESUMO

ARAUJO, Eveline de Sousa. Universidade Estadual da Paraiba / Embrapa Algodao,
Fevereiro, 2016. Variabilidade genéetica em gergelim por meio de marcadores
moleculares e morfoagronémicos. Orientadora: Liziane Maria de Lima;

Coorientadora: Roseane Cavalcanti dos Santos.

O conhecimento da variabilidade genética do gergelim é primordial para
o direcionamento dos programas de melhoramento. Para avancar nesse segmento, €
indispensavel que se tenha 0 maximo de informacdes sobre as principais caracteristicas
pertencentes a cultura. Os parametros morfoldgicos, agronémicos e moleculares séo
meios de estudar a diversidade genética, com intuito de identificar fontes de
germoplasmas promissores. Objetivou-se com este trabalho avaliar a variabilidade
genética entre genotipos de gergelim por meio de marcadores morfoagrondmicos e
moleculares. Os dados obtidos foram submetidos a métodos de analises estatisticas,
optando-se pela analise de agrupamento, na qual a mensuracgéo é efetiva e possibilita o
agrupamento dos gendtipos em classes, de acordo com a semelhanca. Foram analisados
36 gendtipos de gergelim da espécie Sesamum indicum L., pertencentes ao BAG da
Embrapa Algoddo. O delineamento experimental adotado foi de blocos casualizados,
com parcelas experimentais constituidas de trés fileiras de 3 metros de comprimento,
com espacamento de 1 m x 0,20 m. Dez oligonucleotideos especificos para gergelim
foram usados para as analises moleculares. A ANAVA foi adotada para avaliar as
varidveis quantitativas e 0 método multicategorico para avaliar os dados qualitativos. Os
métodos de agrupamento Tocher e UPGMA foram utilizados para avaliagdo dos

acessos. Os marcadores agrondmicos e moleculares foram os mais contributivos para

Vii



estudo da diversidade genética e permitiu identificar caracteristicas de interesse como
precocidade nos gendtipos BAG 591 e BAG 649 e grau de similaridade, reunindo os
mais similares nos grupos 2, 3 e 4. O método UPGMA apresentou melhor resultado
para a analise de agrupamento. Os resultados gerados dardo suporte para o programa de
melhoramento genético gerar novas cultivares de gergelim com caracteristicas de

interesse agrondmico para atender os diversos segmentos.

Palavras-chave: Sesamum indicum L.; Banco de germoplasma; Diversidade genética;
UPGMA.
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ABSTRACT

Knowledge of the genetic variability of sesame is primordial to forward of
improvement programs. To advance in this segment is crucial to have as much
information on the main characteristics belonging to the sesame crop. Morphological,
agronomic and molecular particulars are ways to study the genetic diversity, in order to
identify sources of promising germplasm. The objective of this study was to evaluate
the genetic variability among sesame genotypes using morphological and molecular
markers. Data were subjected to methods of statistical analysis, which was chosen by
cluster analysis, where the measure is effective and enables grouping of genotypes in
classes, measured by the similarity. Were analyzed 36 genotypes of Sesamum indicum
L. belonging to germplasm bank of EMBRAPA ALGODAO. The experimental design
was a randomized block, with experimental plots consist of three rows of three meters
in length, with spacing of 1m x 0.20m. Ten oligonucleotides used was specific to
sesame. ANOVA was adopted to evaluate quantitative variables, and the
multicategorical method for qualitative data. Tocher and UPGMA methods for
evaluation of materials were used. It was observed that UPGMA analysis showed better
results for the cluster analysis. The agronomic and molecular markers were main
contributors to the study of diversity among the accessions, enabling identifying
characteristic of interest as precocity, and degree of similarity. It was observed the
results to identify genetic variability of accesses investigated the germplasm bank

sesame which can be applied in the breeding program.

Keywords: Sesamum indicum L.; Germplasm bank; Genetical diversity; UPGMA.
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1. INTRODUCAO

O gergelim (Sesamum indicum L.) é uma espeécie oleaginosa de uso antigo. Suas
sementes contém alta concentracdo de 6leo e proteinas com elevado valor nutricional.
Suas plantas apresentam bom desempenho agronémico. Contudo, estresses bidticos e/ou
abidticos podem acarretar danos que refletem em menores rendimentos durante a
colheita. Para superar tais barreiras a exploragédo eficiente do germoplasma associado a
informacao genética sdo necessarios para fortalecer os programas de melhoramento
vegetal e a caracterizagdo da espécie para associacdes entre genotipos e fendtipos
confiaveis (WANG et al., 2014).

Com elevado potencial de cultivo devido suas caracteristicas de adaptacdo a
diferentes condicdes edafoclimaticas e diante da pluralidade e diferentes aplicabilidades
dos produtos derivados de suas sementes, seu potencial econbémico & promissor,
almejando-se um mercado crescente para exploracdo e aplicacdo de seus grdos e 6leo,
muito usados nas inddstrias oleogquimica, alimentar, farmacéutica, cosmética e de
biocombustiveis. Seu Oleo apresenta grandes quantidades de substancias antioxidantes
que auxiliam na estabilidade e manutencdo de suas propriedades quimicas impedindo
uma rapida degradacdo. Neste contexto, estudos de caracterizacdo da diversidade
genética disponivel podem promover a obtencdo de genotipos desejaveis por suas
caracteristicas, auxiliando no andamento de pesquisas em todo mundo (POMPELLI et
al., 2011). A diversidade genética propaga a alternancia entre as frequéncias alélicas das
populacdes, sendo essa a base para o melhoramento genético das espécies, a partir do

seu conhecimento, é possivel estimar as probabilidades de identidade de um
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determinado acesso com qualquer outro, com base na analise de DNA (PRIORI et al.,
2013).

Entre as técnicas existentes para avaliacdo e caracterizacdo da variabilidade
utilizam-se marcadores morfoagronémicos, bem como bioquimicos e moleculares. Os
estudos sobre a diversidade genética de gergelim e a divergéncia podem ser baseados no
uso combinado de varias técnicas para a caracterizacdo do germoplasma, uma vez que,
possibilitam analisar comparativamente os fenétipos de experimentos de campo com 0s
fendtipos e gendtipos moleculares dos estudos laboratoriais (PHAM et al., 2011).

A caracterizacdo morfoagronémica para diferenciar genotipos contidos em um
germoplasma é de grande importancia, em fungdo de seu poder discriminante entre os
acessos. A correlacdo de caracteristicas de interesse permite a estimativa quantitativa de
um carater em relacéo a outro através da avaliagdo do fendtipo da especie estudada, esse
conhecimento é fundamental durante as distintas etapas dos programas de
melhoramento de plantas. Nos estudos atuais sobre diversidade genética utilizam-se a
juncdo das técnicas de analises morfoagronémicas e moleculares proporcionando
determinada eficacia, uma vez que a grande maioria das caracteristicas de interesse é de
importancia econdmica e resulta da acdo conjunta de varios genes, denominada heranca
poligénica, sendo, portanto, de heranca complexa ou de dificil mensuracdo (BHERING
etal., 2011; AKBAR et al., 2011; FERREIRA et al., 2012).

Os marcadores moleculares sdo ferramentas importantes para genotipagem em
estudos genéticos e empregados na caracterizacdo das colegdes de germoplasma, na
resolucdo da distancia genética entre os acessos e na identificacdo e selecdo de
genotipos de interesse aos programas de melhoramento genético. A diferenca dentro e
entre 0s acessos pode ser avaliada por métodos especificos ou combinacgdes de métodos,
que incluem variaveis quantitativas e qualitativas. Os marcadores moleculares
microssatélites ou SSR (Single Sequence Repeats) tém sido usados como uma eficiente
ferramenta para a caracterizacdo de acessos em bancos de germoplasma (SANTOS et
al., 2011; OLIVEIRA et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2012).

A anélise da diversidade genética por meio de técnicas morfoagrondmicas e
moleculares fornece informacGes que podem ser utilizadas em programas de

melhoramento genético para obtencdo de cultivares com caracteristicas desejadas.
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1.1. Objetivo geral

Caracterizar a variabilidade genética entre acessos de gergelim oriundos do
Banco Ativo de Germoplasma (BAG) da Embrapa Algodéo visando a identificacdo de
genitores promissores para o Programa de Melhoramento genético da espécie.

1.2. Objetivos especificos

= Avaliar acessos do BAG de Gergelim com base em descritores morfolégicos e

agrondmicos;

= Analisar acessos do BAG de Gergelim por meio de ferramentas moleculares
utilizando marcadores microssatélites para a mensuracdo da diversidade

genética.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Sesamocultura

O gergelim (Sesamum indicum L.) é considerado a oleaginosa mais antiga em
relacdo a sua utilizacdo (BELTRAO et al., 2001). Ao longo dos anos, varios estudos
foram realizados envolvendo esta espécie, uma vez que sua exploracdo agricola pode
ser utilizada, tanto em sistemas de cultivo convencional, como producédo agroecologica,
cultivo em sucessao, rotacao e consorciacdo com outras culturas, além de ser uma planta
que se desenvolve em diferentes solos, regifes e condi¢cbes de ambientes (LUCENA et
al., 2013).

Inserido na familia Pedaliacea, € uma espécie autdgama, exibem diversas
variedades e linhagens, diferenciando-se por caracteristicas como habito de
crescimento, ramificacbes, forma das folhas, flores, capsulas, deiscéncia dos frutos,
forma e cor das sementes, teor de Gleo e proteinas encontradas em suas sementes
(WEISS, 1983; MAZZANI, 1983; BEDIGIAN et al., 1986).

O gergelim é considerado predominantemente autégamo, porém foi observado
diferentes taxas de alogamia que variaram com a regido, cultivares, condicGes
climaticas e populacBes de insetos. Sugerindo que a probabilidade para a polinizacdo
cruzada natural é aumentada nas manhas de dias nublados, frios e chuvosos, quando a
liberacdo do pdlen é retardada até uma a duas horas depois da abertura da flor (ARRIEL
et al., 2001).



14

Sua propagacédo ocorre por meio das sementes, cultivadas em regides tropicais e
subtropicais por tolerar periodos de seca. A planta pode possuir porte arbustivo,
podendo medir cerca de 50 cm a 3 m de altura, caule ereto, suas folhas possuem formas
variadas e crescem alternadamente ou oposta no caule, as flores apresentam-se em
forma de sino, que sdo completas e axilares, o calice tem cinco sépalas fundidas e
possui uma pétala que serve como plataforma de pouso para 0s insetos visitantes. As
capsulas podem apresentar presenca ou auséncia de pilosidade, seu tamanho varia de 2 a
8 cm de comprimento e didmetro de 0,5 a 2 cm, caracterizam-se por formas
diferenciadas entre retangular ampla ou estreita e quadrada, localizam-se nas axilas das
folhas podendo haver de um a trés frutos; a abertura das capsulas pode ser deiscente,
semi-indeiscente e indeiscente, a abertura do fruto tem inicio no apice, em direcdo a
base. As sementes sdo pequenas, ovaladas e ligeiramente achatadas, com coloracdo que
variam entre branco a preto, passando por marrom, verde-oliva e amarelo (MOMOH et
al., 2012; BELTRAO et al., 2013).

A sesamocultura destaca-se pelo facil cultivo e rusticidade em relacdo as demais
culturas, esta respaldada na existéncia de um crescente mercado nacional com potencial
na producdo de produtos diversificados a exemplo de cosméticos, medicamentos, entre
outros. Tecnologias tém sido estudadas e desenvolvidas para o cultivo dessa oleaginosa,
porém, ainda se fazem necessarias maiores informacdes sobre o desempenho da cultura,
diante do seu potencial de exploracdo econdémica (CRUZ et al., 2013; SOUZA et al.,
2014).

Diante da aplicacdo do gergelim em diversos produtos, esta cultura chama a
atencdo dos agricultores que procuram op¢oes para diversificacdo da producdo agricola
por se constituir em uma alternativa de cultivo rentavel tradicionalmente explorado em
pequenas e médias propriedades. Além do facil manejo e adaptacdo aos diferentes tipos
de solo e clima é uma estratégia para o emprego de mdo de obra familiar e auxilio no
acréscimo da renda (BELTRAO, 2001).

2.2. Importancia econdmica do gergelim

Nos ultimos anos, o0s agricultores despertaram maior interesse pelo cultivo de

gergelim, por ser um alimento de alto valor nutricional e proporcionar a diversificacao

da producéo agricola. Sua semente é o material utilizado para implantagdo da cultura,
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como também é matéria prima para comercializacdo de gréos e para a fabricacdo de
subprodutos (LUCENA et al., 2013).

Segundo Queiroga et al. (2011), a sesamocultura vem adquirindo importancia
econbmica em territério brasileiro, notadamente em sistemas agricolas familiares, uma
vez que, em apenas trés meses apos o plantio, o gergelim esta no ponto de maturacéo,
posteriormente pronto para a comercializacdo para grandes empresas. Segundo estudos
de mercado, o Brasil é considerado um pais importador de gergelim, onde mais de 90%
da producdo tem como destino o consumo alimenticio. Existe uma perspectiva de
expansdo para seus produtos com o aumento crescente da procura por produtos
funcionais e a adogdo de novos habitos alimentares saudaveis (NOBRE et al., 2013).

As sementes de gergelim sdo ricas em numerosos componentes com efeitos
benéficos a saude humana, incluindo vitaminas do complexo B e E, consideradas
importantes antioxidantes; além de ferro, calcio, fosforo, magnésio, potassio, sodio,
zinco e selénio (PATHAK et al., 2014; WHFOODS, 2015). O 6leo de gergelim oferece
altos teores de acidos graxos polinsaturados, a estabilidade oxidativa do 6leo ¢ elevada,
em virtude da presenca de lignanas, sesamol, sesamina e sesamolina considerados
potentes antioxidantes. Essas propriedades colaboram para o bom funcionamento do
organismo (HWANG, 2005).

Estudos mostraram a eficacia do consumo de gergelim, entre os beneficios
gerados a saude humana, relatou-se sobre sua atividade antienvelhecimento atribuido ao
efeito conjunto entre os tocoferois e lignanas, além da reducdo de colesterol no sangue,
em virtude da aceleracdo da decomposicdo de alcool no figado, atividade anti-
hipertensiva e anticarcinogénica (NAMIKI, 2007), sendo seu consumo recomendado
por médicos e nutricionistas. Além de serem usados em cosmeticos devidos seus efeitos
antimelanogénico que protege a pele (SRISAYAM et al., 2014; STOCCO e NICHELE,
2015).

Diante dos beneficios gerados através do consumo in natura ou da utilizacdo dos
produtos desenvolvidos a partir do gergelim, esta cultura tornou-se alvo de pesquisas.
Desde 1986, a Embrapa Algoddo conduz pesquisas para desenvolver cultivares mais
produtivas e resistentes, além do melhor aproveitamento das suas propriedades. Entre as
cultivares lancadas estio CNPA G2, G3, G4, SEDA e a cultivar BRS Anahi lancada
recentemente (ARRIEL et al., 2006; ARRIEL et al., 2015).
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2.3. Divergéncia genética

A divergéncia genética tem sido amplamente investigada visando classificar os
genotipos em grupos, com o objetivo de facilitar a escolha de parentais (MELO et al.,
2015) de interesse aos programas de melhoramento, uma vez que, quando cruzados,
possibilitam maior efeito heterético, onde os descendentes apresentam melhor
desempenho biolégico que a média dos pais. Além disso, a divergéncia genética
possibilita a identificacdo de genitores geneticamente complementares, que, ao serem
intercruzados, poderdo originar populacbes com maior variabilidade e com maior
probabilidade de recuperacdo de genotipos superiores nas geracGes segregantes
(CASTRO et al.,, 2011; CRUZ et al., 2012). Sendo assim, é de grande importancia para
estudos relacionados a evolucéo das espécies, fornecendo informagdes a respeito dos
recursos disponiveis, bem como para auxiliar na localizacdo e no intercambio desses
recursos (CASTRO et al., 2011).

A coleta e analise de dados sobre a diversidade genética do germoplasma de
gergelim geram informacGes importantes para a conservacdo e melhoria de seu uso.
Estudar a diversidade desta cultura além de proporcionar o conhecimento do
germoplasma, possibilita encontrar novos gendétipos através da coleta de materiais
exoticos que possuem caracteristicas peculiares importantes para 0 melhoramento da
espécie, como resisténcia a fatores bioticos e abioticos, podendo ser usada para
desenvolver variedades com caracteristicas importantes para 0 mercado
(WOLDESENBET et al., 2015).

Borém e Miranda (2009) demonstraram que alguns cruzamentos tendem a
causar desorganizacdo na estrutura génica do germoplasma, provocando como
consequéncia reducdo no comportamento geral da populacdo originada, com isto,
demonstra-se a importancia de estudos prévios para analise onde os cruzamentos dos
genomas envolvidos possam complementar-se.

A caracterizacdo de gergelim tem sido realizada direcionando-se para a
classificacdo dos acessos, com o objetivo de facilitar a escolha de parentais. A
averiguacdo entre a eficacia da associacdo de diferentes medidas utilizada para estimar
resultados é de grande importancia, pois atraves dessas medidas pode-se obter um
estudo mais completo da divergéncia genética existente na espécie (MELO et al., 2015).

Sendo assim, a exploracdo de técnicas morfoagrondémicas e moleculares auxilia

no estudo da diversidade genética possibilitando avaliar as relagdes filogenéticas e as
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estruturas das populactes propostas. As informacdes alcangadas podem ser usadas para
o0 desenvolvimento de uma futura estratégia de concepg¢éo para auxiliar o melhoramento
de espécies vegetais possibilitando aumentar o rendimento e a qualidade do gergelim
(PARQUE et al., 2014).

2.4. Caracteristicas morfoagronémicas

Cruz e Regazzi (1994) mostram a importancia da caracterizacéo
morfoagrondmica para identificacdo do germoplasma, devido ao seu poder
discriminante entre os acessos e da sua estabilidade de manifestacdo. As variaveis que
mais contribuem para divergéncia dos acessos devem ter baixas correlac@es entre si, de
forma que sua permanéncia no estudo seja responsavel por um tipo de informacao
exclusiva e a acdo conjunta das mesmas seja complementar para a descricdo dos
genotipos analisados (SINGH e UNREA, 1995).

A caracterizacdo morfoagrondmica baseia-se na avaliacdo de caracteres que
sejam de facil deteccdo e mensuracdo e os dados obtidos através dessa analise sdo
utilizados para delinear o germoplasma em varias espécies que possuem importancia
econdmica. A descoberta de caracteristicas de interesse torna-se essencial aos
programas de melhoramento, uma vez que, permite a avaliacdo quantitativa e qualitativa
de um carater em relacdo a outro (FERREIRA et al., 2012).

As variedades de gergelim diferenciam-se por varios atributos como: altura de
planta, comprimento de capsula, ciclo (entre 70 a 170 dias), tipo de ramificacdo,
coloracdo das sementes, entre outros. As variedades produtoras de sementes de cor
branca ou creme sdo as de maior valor comercial, a0 passo que as sementes pretas
caracterizam-se por serem de demanda restrita, mas em ascensdo no mercado
consumidor (PHAM et al., 2011).

A indeiscéncia dos frutos é uma caracteristica muito almejada para o
melhoramento do gergelim, pois esta entre os principais fatores que influenciam no
aumento da produtividade, uma vez que, mesmo apos o periodo de amadurecimento dos
frutos as sementes permanecem aderidas as capsulas, o que contribuiria também para
uma possivel colheita mecanizada (PINTO e ARRIEL, 2014).

A despeito do simples monitoramento, dependendo da cultura e do

desenvolvimento da planta a obtengdo de dados morfoldgicos e agrondmicos é um
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procedimento demorado e o ambiente frequentemente influencia na expresséo das
caracteristicas. Ainda sim, se a magnitude de variacdo induzida pelo ambiente é ampla
comparada com a variagdo genética, a estimativa de diversidade baseada em dados
morfoagrondmicos pode representar uma ideia errbnea da diversidade genética entre
individuos (ARRIEL, 2004).

2.5. Marcadores moleculares

A selecdo genética fundamentada em dados fenotipicos, estimados em campo,
constitui o fundamento do melhoramento genético convencional que busca definir
cruzamentos a serem realizados, como a identificagdo dos individuos superiores a serem
usados comercialmente. Todavia, a introducdo de ferramentas biotecnologicas para
auxiliar os programas de melhoramento genético possui grande potencial, pois
promovem rapidos avancos na geracdo de novas cultivares (ALEKCEVETCH et al.,
2013).

A vantagem da utilizacdo de métodos moleculares é a obtencdo direta de
informacGes das sequéncias de DNA durante a selecéo entre individuos ou populagdes,
vislumbrando encontrar polimorfismos entre essas sequéncias e a distin¢cdo entre
individuos homozigotos e heterozigotos por meio de marcadores co-dominantes. Sendo
assim, um recurso dindmico na identificacdo de individuos e na analise da diversidade
genética. A obtencdo de marcas moleculares agregadas a caracteristicas agrondémicas
colaboram com a possibilidade de analisar intrinsecamente o genétipo de um individuo
sem a necessidade da ocorréncia da expressdo fenotipica (SANT’ANA et al., 2012).

Sdo utilizados diversos marcadores moleculares para estudo da diversidade
genética, porém os marcadores microssatélites sdo os mais utilizados em programas de
melhoramento em gergelim. Os marcadores SSR (Simples Sequéncia Repetitiva) sao
amplamente utilizados para a genotipagem de alto rendimento e construcédo de mapas,
diante das suas vantagens, entre elas, alta reprodutibilidade, co-dominancia, abundancia
relativa e cobertura completa do genoma, essas caracteristicas os tornou uma ferramenta
atil para a detecgdo de diversidade genética, mapeamento de ligacdo genética e analise
da evolucao (WEI et al., 2011).

O gergelim apesar de ser descrito como planta autégama (ARRIEL et al., 2001)

apresenta alta manifestacdo heterética em combinagfes hibridas, tanto para o0s
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caracteres de producdo quanto para caracteres vegetativos. Nesse sentido, o
conhecimento da diversidade, baseado em informagdes mais precisas, como as geradas
pelos marcadores moleculares SSR identificam diferencas alélicas e tém sido utilizados
em muitos organismos, porque sdo abundantes, altamente polimérficos e a técnica
possibilita maior repeticdo dos resultados (LUO et al., 2015).

Sendo assim, os marcadores moleculares exercem um papel importante, uma
vez que, podem ser amplamente empregados para mapear genes importantes, auxiliando
o melhoramento de diversas culturas. Em gergelim, a selecéo assistida por marcadores
moleculares ainda requer maiores estudos para auxiliar no desenvolvimento de
marcadores especificos que possam ser usados para caracterizar acessos, minimizando o
periodo gasto para avaliacdo. Neste sentido uma abordagem rapida e eficaz se faz
necessario para o desenvolvimento de marcadores moleculares para esta cultura (WEI et
al., 2011).

A literatura dispOe de trabalhos relacionados a variabilidade genética entre
genotipos de gergelim analisados por meio de descritores morfoagrondmicos e
moleculares, visando avaliar a variabilidade existente entre eles. As informacdes obtidas
tém auxiliado o melhoramento genético do gergelim, contribuindo para o avanco do
conhecimento cientifico da espécie (ROCHA et al., 2012; ZHANG et al., 2013; PINTO
e ARRIEL, 2014; SILVA et al., 2014). Entretanto, se faz necessario mais estudos nesta
area visando aumentar a quantidade de informacdes a respeito da variabilidade existente

na cultura do gergelim.

2.5.1. Marcadores microssatélites

O uso dos marcadores moleculares microssatélites ou SSR tem se mostrado
eficaz para identificacdo de cultivares, analise genealdgica e de distancia genética entre
os organismos. A informacdo da diversidade genética entre grupos de genitores por
meio da utilizacdo dessas técnicas vem permitindo estabelecer diferengas entre acessos
em diversas culturas, facilitando a selecdo de genitores a serem empregados em
programas de melhoramento (COUTINHO et al., 2014; VILLELA et al., 2014).

Segundo Wei et al. (2011) o conhecimento da estrutura e variacdo genética €
importante para a dindmica populacional e a compreensdo de processos evolutivos.

Estudos relacionados ao transcriptoma e ao genoma do gergelim ainda sdo
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incipientes. O sequenciamento dessa cultura € importante para gerar um conjunto de
dados e sequéncias para o desenvolvimento de diversos marcadores moleculares, a
sintese de marcadores microssatélites € uma opg¢do para investigar polimorfismos de
populagdes.

Marcadores microssatélites sdo amplamente utilizados para a genotipagem de
alto rendimento e construcdo de mapas devido a elevada abundancia, distribuicdo
aleatdria no genoma e elevado contetido de informacéo de polimorfismo (PIC). Além da
reprodutibilidade, co-dominéncia, abundancia relativa e cobertura completa do genoma,
sdo as ferramentas mais Uteis para a deteccdo de diversidade genética, mapeamento de
ligagdo genética, mapeamento de associacdo e analise da evolugdo. Porém poucos EST-
SSR foram desenvolvidos e utilizados para detectar a diversidade genética para
germoplasma de sésamo (JIAO et al., 2012; Wei et al., 2014).

A identificagdo de locos microssatélites normalmente ocorre por duas
abordagens: sequenciamento de cDNA ou via biblioteca gendémica de DNA. Os
microssatelites sdo constituidos de unidades repetitivas de nucleotideos, encontrados em
todos 0s genomas eucariotos e procariotos, uma das suas caracteristicas é¢ a alta
reprodutibilidade da técnica. Entre as desvantagens do uso de SSRs destaca-se o alto
custo inicial de investimento necessario para o desenvolvimento prévio dos marcadores
e equipamentos sofisticados para sequenciamento automatico, incluindo biblioteca
gendmica, selecdo de clones, construcdo e teste dos iniciadores. Mesmo diante dos
investimentos necessarios 0os marcadores SSR sdo considerados 6tima alternativa para
estudos de diversidade em varias espécies (GUICHOUX et al., 2011).

2.5.2. Analise multivariada na caracterizacéo da divergéncia genética

A divergéncia genética pode ser utilizada para direcionar estratégias de
cruzamentos especificos, otimizando metodologias para a conservacdo de recursos
genéticos. Laviola et al. (2011) afirma que a caracterizacdo de um banco de
germoplasma através de descritores quantitativos e qualitativos auxilia na incorporagéo
de gendtipos promissores para o programa de melhoramento.

A andlise multivariada reduz o numero de variaveis que explicam a variacédo
total disponivel promovendo a obtencdo das distancias entre os individuos que estdo

sendo confrontados possibilitando o estudo da variabilidade genética. Os métodos
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estatisticos de analise multivariada mais utilizados para divergéncia genética sdo:
variaveis candnicas, quando se dispGe de experimentos com repeticdes; analise de
componentes principais e coordenadas principais quando se trata de dados sem
repeticdo. Além dos métodos de agrupamentos que sao de simples interpretacdo (CRUZ
e CARNEIRO, 2003; GIORGENON e MAURO, 2014).

A andlise de agrupamento € uma das técnicas mais utilizadas para estudo de
divergéncia genética, possui a finalidade de separar e reunir os objetos de estudo em
grupos, de forma que objetos dentro do mesmo grupo sejam tdo semelhantes quanto
possivel, enquanto diferentes grupos sejam heterogéneos entre si. Os métodos
hierarquicos permitem a constituicdo de uma &rvore de ramos interconectados,
denominados dendograma. No melhoramento vegetal o método mais empregado é o
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) tendo por base a
ligacdo média ndo ponderada entre os grupos. Nas técnicas de otimizagdo, o mais usual
€ 0 método de Tocher que é mais exclusivo para a formacdo de grupos distintos e que
ndo s&o interligados, baseia-se no critério onde a média das medidas de distancia dentro
de cada grupo deve ser menor que as distancias médias entre os grupos (CRUZ et al.,
2012; PUIATTI et al., 2014).

Trabalhos que utilizam técnicas com analise multivariada, no estudo da
diversidade genética, contribuem efetivamente na discriminacdo e indicacdo de
provaveis genitores que possam ser utilizados em programas de melhoramento
(ARRIEL et al., 2006).

O objetivo da caracterizacdo do gergelim €& acessar 0S @endtipos com
caracteristicas desejaveis, permitindo além de um melhor conhecimento do
germoplasma, planejamentos de cruzamentos, seguindo o principal foco que estd na
transferéncia de genes que expressem caracteristicas favoraveis visando rendimento,
protecdo a planta, melhoria no manejo e adaptacdo as condicdes limitantes e ainda a

ampliacdo da producdo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Recursos genéticos de gergelim e conduc¢do do experimento

Uma colecdo composta de 36 acessos de gergelim da espécie S. indicum oriunda
do BAG da Embrapa Algodao (Tabela 1) foi utilizada para este trabalho de pesquisa. As
sementes foram semeadas no Campo Experimental da Embrapa Algoddo, na cidade de
Patos-PB (7°10°50”S, 37°18°’55”W, 249 m), no periodo de marco a junho de 2015
(Figura 1). No periodo de conducdo do experimento, a temperatura média registrada
variou entre 34.3°C e 22.2°C e a umidade relativa do ar de 61%; a precipitacdo total foi
de 214 mm (AESA, 2015).

Antes da semeadura, o solo foi irrigado até a capacidade de campo, de modo a
assegurar a germinacdo das sementes. O solo foi classificado como eutrofico, ou seja,
possui significativa presenca de minerais e é predominantemente pouco profundo e bem
drenado, ndo hidromorfico permanecendo em condicBes naturais sem excesso de dgua
ou umidade. Possui 0s tipos de horizonte A, textura arenosa com presenca ou nhao de
cascalho, estrutura fraca, pequena, blocos subangulares e pequena granular e
baixissimos teores de carbono organico, praticamente na mesma propor¢do (BURGOS
et al., 2002).

A éarea foi previamente corrigida e fertilizada de acordo com a recomendacao
sugerida pelo Laboratério de Solos da Embrapa Algoddo, com 90 kg.ha™ de fosfato
monoamonico (MAP) e 20 kg.ha® de nitrogénio. Apés desbaste, aos 40 dias

aproximadamente, foi aplicada cobertura de 90 kg.ha™ de ureia e 20 kg.ha™ de cloreto
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de potassio e aos 60 dias uma segunda cobertura com 90 kg.ha™ de ureia e 15 kg.ha™ de
cloreto de potéssio.

O delineamento experimental adotado foi em blocos casualizados, com parcelas
experimentais constituidas de trés fileiras de 3 metros de comprimento, com
espacamento de 1 m x 0,20 m, deixando-se uma planta por cova ap6s o desbaste. A
linha central da parcela foi considerada a area util, a partir da qual foram realizadas as
avaliacdes para caracterizacdo dos acessos. Aos quinze dias apés a semeadura foi
realizado o desbaste das plantas em excesso, em duas etapas: (i) quando as plantas
estavam com 5 folhas (pré-desbaste); (ii) quando as plantas estavam com 15 cm de
altura (desbaste definitivo), deixando-se uma planta, num espacamento de 20 cm entre
plantas dentro da fileira. Para controle de plantas daninhas, foram efetuadas capinas
manuais a enxada. O manejo e os tratos culturas foram realizados de acordo com o
Sistema de Producéo da Cultura, ndo houve necessidade de manejo fitossanitario.

A colheita (corte amarracdo e formacao das medas), a batedura, peneiramento e
ventilagdo, foram realizados manualmente. As avaliagbes foram feitas,

aproximadamente aos 90 dias ap0s a germinacéo, em cinco plantas da fileira central.

Tabela 1. Genotipos de gergelim oriundos do Banco Ativo de Germoplasma da

Embrapa Algodao.

N° Identificacéo Origem N° Identificacéo Origem

1 BAG 172 BRA 22577 19 BAG 235 BRA 26506
2 BAG 586 BRA 30422 20 BAG 511 BRA 28983
3 BAG 591 BRA 30457 21 G4 Venezuela 3230
4 BAG 615 BRA 31135 22 BAG 232 BRA 26476
5 BAG 616 BRA 31160 23 BRA 2135 BRA 2135

6 BAG 612 BRA 311277 24 G6 México 3232
7 BAG 648 BRA 31623 25 BAG 536 BRA 29360
8 BAG 200 BRA 26093 26 G5 Paquistdo 4231
9 BAG 619 BRA 31194 27 BAG 673 CNPA G2.3
10 BAG 221 BRA 26344 28 BAG 666 BRA 31810

-
-

BAG 177 BRA 25704 29 BAG 608 BRA 30162
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12 BAG 257 BRA 26701 30 BAG 141 BRA 25101
13 BAG 579 BRA 30317 31 BAG 663 BRA 31780
14 BAG 698 CNPA G2.1 32 G3 Nicaragua 7209
15 BRA 649 CNPA G2.2 33 BAG 688 BRA 32140
16 BAG 664 BRA 31798 34 BAG 606 BRA 30759
17 BAG 668 BRA 31844 35 BAG 687 BRA 31984
18 BAG 587 BRA 30431 36 BRA 675 BRA 31925

Figura 1. (A) Implantacdo do experimento de gergelim no Campo Experimental da
Embrapa Algoddo, na cidade de Patos-PB, (marco a junho de 2015); (B) Inicio da

floracdo aos 38 dias, aproximadamente apds a germinacéo.

A fenotipagem dos 36 acessos foi realizada atraves de descritores agrupados em
caracteristicas morfoldgicas e agrondémicas. Ambos auxiliam na distinguibilidade entre

acessos. As variaveis analisadas neste trabalho foram:

A) Morfologicas:

Desenvolvimento do caule (DC): determinado ou indeterminado, que tem por
desvantagem o amadurecimento das capsulas de maneira desuniforme; Habito de
crescimento (HC): prostrado, semiereto ou ereto; Padrdo de crescimento (PC): nédo
ramificado ou ramificado, distribuidos nos seguintes arranjos, oposto duas ramificacdes

na mesma altura, alternados distribuidos em diversas aturas, trés ramificacdes na mesma
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altura ou misto possui varias formas de ramificacdo citadas anteriormente na mesma
planta; Formato da Haste (FH): varia entre redonda ou quadrada, avaliada por meio de
um corte transversal da haste; Cor da haste (CH): verde, amarelo, verde arroxeado,
roxo; Pilosidade do caule (PC): glabro, fracas ou esparsas, médio, forte ou abundante;
Arranjo da folha (AF): opostas, alternadas em alturas variadas, compostas por trés
partes trifoliares e mista presenca das variaveis descritas anteriormente na mesma
planta; Formato da folha (FF): lanceolada possui a base do limbo levemente
arredondada e vai se fechando conforme o decorrer da folha até ficar agudo, linear séo
finas da base do limbo até o apice da folha e oval possuem forma ovoide; Simetria da
base foliar (SBF): forma de faca, forma de faca reversa, lisa; Margem da folha (MF):
inteira e serrilhada; Incisdo da folha (IF): ausente, possui uma fenda fraca ou média na
folha; Angulo da folha da haste principal (AFHP): agudo (<90°) &pice para cima,
horizontal (=90°) e inclinacdo (>90°) apice para baixo; Pilosidade da folha (PF):
auséncia de pélos, fracas ou esparsas e médio; Cor da folha (CF): verde e verde
amarelado; Nectario extrafloral (NEF): encontrados nas formas pequenas, medias e
rudimentares, sdo glandulas produtoras de néctar; Cor da corola (CC): branco, branco
com fundo sombreado rosa, rosa, violeta clara; Pigmentacdo da flor (PF): pigmentagéo
ao longo da regido do labio da corola e toda pigmentada; Cor do lébulo da flor (LF):
branco com rosa sombreado, rosa e violeta; Favedlo (FV): auséncia, presenca; Arranjo
da capsula (AC): monocapsular uma capsula por axila e multicapsular varias capsulas
por axila; Forma da capsula (FC): ampla retangular, estreito retangular e quadrado;
Pilosidade da capsula (PC): auséncia de pelos, esparsas, médio e abundante;
Amadurecimento da capsula (AC): deiscente, semi-indeiscente e indeiscente; Cor das
sementes (CS): branco, creme e preto.

B) Agron6micas:

Altura da planta (AP) (mediu-se a distancia compreendida da base até o ponteiro
do caule principal da planta com o auxilio de régua graduada em centimetros); Altura de
insercdo do 1° fruto (APF) (mediu-se a distancia compreendida da base até a insercao
do primeiro fruto com o auxilio de régua graduada); NUmero de frutos por planta (NFP)
(foram contados os frutos em cada planta selecionada levando em consideracdo apenas
os frutos viaveis, ou seja, 0s que apresentavam sementes dentro das capsulas); Numero
de frutos por axila foliar (NFA) (foram contados os frutos existentes por axila de folha

nas plantas selecionadas); Tamanho do fruto (TF) (foi medido em centimetro com o
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auxilio de uma régua graduada); Peso de 1000 sementes (PMS) (obtidos em gramas, foi
utilizada uma balanca de preciséo).

Para a caracterizagcdo dos frutos, de forma particular, foram selecionadas 5
capsulas por planta, observando-se 0s descritos acima. Posteriormente, ao
estabelecimento da base de dados dos descritores foram gerados dados que permitiram a

inferéncia entre 0s acessos.

3.2. Extracao de DNA e Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Realizou-se a extracdo de DNA genémico de sementes de gergelim de acordo
com o método de Dellaporta et al. (1983), com modificacdes testadas no Laboratério de
Biotecnologia da Embrapa Algoddo. Vinte sementes foram submersas em 350 pL de
tampao de extracdo (Tris-HCI 0,2 mM, pH 7,5; NaCl 280 mM; EDTA 250 mM, pH 8,0;
SDS 1%) em microtubos de 2 mL e maceradas utilizando-se o Minibeader (marca
BioSpec Products, modelo LWY). Ao macerado foram adicionados mais 350 uL de
tampéo de extragdo. O material foi homogeneizado e centrifugado a 12000 x g por 15
minutos, em temperatura ambiente. O sobrenadante foi removido com auxilio de
micropipeta para outro microtubo de 1,5 mL, identificados e com os cuidados
necessarios para evitar contaminacao entre as fases. Acrescentou-se proteinase K (10
mg.mL™) e CaCl, 1 mM, o material foi misturado por inversdo e incubado em banho-
maria a 37 °C por 30 minutos, sob agitacdo periodica. Em seguida, acrescentou-se 500
uL de isopropanol gelado e aguardou-se a precipitacdo por 2 horas, em gelo. Os tubos
foram centrifugados nas mesmas condicdes anteriores. Descartou-se o0 sobrenadante e o
precipitado foi lavado duas vezes com 500 pL de etanol 70% gelado, seguido de uma
lavagem com 500 pL de etanol absoluto gelado. Os microtubos contendo os
precipitados permaneceram em fluxo laminar até a completa secagem do precipitado.
Posteriormente, o precipitado foi ressuspendido com 150 puL de H,O MilliQ
autoclavada. A solucdo permaneceu em temperatura ambiente até a dissolucdo do DNA
e em seguida foi armazenada a -20 °C.

As reacOes de PCR foram realizadas utilizando-se: DNA gendémico, 10 ng;
tampéo de reacéo, 1X; MgCly, 2,5 mMol.L™; dNTPs, 0,25 uMol.L™, iniciadores senso e
antisenso, 5 mMol.L™ (Tabela 2); e Tag DNA polimerase, 2,5 U. As reacdes foram
conduzidas em termociclador (Amplitherm Thermal Cyclers) com o seguinte programa:
94°C durante 4 min; seguido de 35 ciclos a 94°C durante 40s, 55°C durante 40 s e 72°C
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durante 1 min; e uma extensdo final a 72°C durante 10 min (WEI et al., 2011). Aos
produtos das reacdes foram adicionados 3,0 puL de tampdo de amostra (azul de
bromofenol 0, 25% e sacarose 40%) ¢ 2,0 uL de SYBR® Gold (Invitrogen), sendo
posteriormente separados por eletroforese em gel de agarose (3,5%), usando o marcador
Leader (50 pb, LudwigBiotec). Posteriormente o padrdo de bandas presentes nos geéis
foram fotodocumentados (marca Imaging System e modelo El Logic 200).

Tabela 2. Relagdo dos iniciadores SSRs com respectivos nomes e sequéncias de bases
nitrogenadas (WEI et al., 2011).

.. No
A : 9 9

Iniciador Sequéncia (5°— 3°) alelos Ho He PIC
Senso ATGCCCATCTCCATATACTCT

ZM 10 ) 8 0.83 0.81 0.76
Antisenso AATTCTTGCCTGACTCTACG
Senso GGATTCTCTAGACATGGCTTT

ZM 11 ) 8 1.00 0.85 0.81
Antisenso AACGCAGAATTCTCTCCTACT
Senso GCAGAAGGCAATAAAGTCAT

ZM 13 ) 7 1.00 0.80 0.75
Antisenso GCGTCAGAAGAAAAATACTGG
Senso GGGATGTTGATAGAGATGTTG

ZM 20 ) 10 1.00 0.86 0.82
Antisenso TCTTTCACTCTCACACACACA
Senso CTCTCTCTCTCTGCTGTTTCA

ZM 21 ) 8 0.95 0.86 0.82
Antisenso GCCATACGATCTCAAAATCAC
Senso ACCACCGATCTACTCACTTTT

ZM_ 22 ) 9 0.68 0.86 0.82
Antisenso CCACTGCACACTACAGTTTTT
Senso AAGTCCCTTTTCAAGCAATC

ZM_34 ) 10 0.79 0.83 0.79
Antisenso GAGAGAGGAAAATGCAGAGAG
Senso CGAAAAGGGAGTTACAGTTAAG

ZM_40 ] 7 0.82 0.82 0.77
Antisenso CTTCCTCTCCTATCATCCTGT
Senso GCAAAATCTCTGTTGTCTCAG

ZM_45 ) 18 0.83 0.83 0.80
Antisenso GCAAAATCTCTGTTGTCTCAG
Senso GTTTCCAGGTCTATTCCTTTG

ZM_47 10 0.71 0.83 0.79

Antisenso AGGTAGAGCTAATCCTTACCG

Ho: heterozigose observada; He: heterozigose esperada; PIC: conteudo de informacéo

de polimorfismo.
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3.3. Analise dos dados

O estudo da diversidade genética foi realizado a partir de informacGes das
medidas de dissimilaridade obtidas das variaveis quantitativas continuas, que assumem
dentro de um intervalo finito, uma infinidade de valores, incluindo inteiros e
fracionados. E por variaveis qualitativas multicategoricas ordinal, onde ndo possuem
valores quantitativos, mas sdo definidas por varias categorias representando uma
classificagéo individual, utilizados comumente no melhoramento vegetal.

Procedeu-se a ANAVA com os dados quantitativos usados comumente quando
se tem certeza da heterogeneidade do ambiente. Posteriormente, foi realizada a
estimagdo das medidas de distancia de Mahalanobis para a obtencdo das medidas de
dissimilaridade quantitativas, a matriz foi gravada para ser utilizada posteriormente nos
procedimentos de agrupamento (CRUZ, 2006).

As medidas de distancia de Mahalanobis foram obtidas por meio da seguinte
expressao:

DZ, =68'Y16

D7, : distancia de Mahalanobis entre os acessosie i’;

Y matriz de varidncia e covariancias residuais;

d’=[d1 d2 ... dy], sendo d; = Yij— Yy, e Yji: média do i-ésimo gendtipo em

relacdo a j-ésima variavel.

Caracteres multicategoricos sdo comumente utilizados no melhoramento vegetal,
principalmente relacionados com particularidades morfolégicas da planta. Portanto, os
valores morfologicos foram ordenados, estabelecendo uma escala numérica e analisados
como dados quantitativos, permitindo estimar a dissimilaridade considerando um

conjunto de variaveis multicategéricas por meio do indice:

s C
T C+D
Em que:

C: total de concordancia de categorias para todas as variaveis consideradas; e
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D: total de discordancia de categoria para todas as variaveis consideradas
(CRUZ, 2008).

A anélise por marcadores co-dominantes mutialélicos, foi realizada com a
finalidade de estimar a dissimilaridade entre acessos. Essa técnica possibilita identificar
genotipos heterozigotos e homozigotos gerando informacdo em nivel genético. Foi
gerado arquivo de dados, em funcdo do numero de alelos por loco. Assim se o loco
apresenta trés alelos tem-se a representacdo 11, 22 e 33 para homozigotos e 12, 13 e 23
para heterozigotos, para o processamento dos dados foi utilizado o indice ndo
ponderado (CRUZ, 2008).

A partir dos dados obtidos foi realizada a estatistica descritiva, 0 nimero total e
efetivo de alelos por loco, os coeficientes de endogamia, heterozigose esperada e
observada mensuradas para quantificar a diversidade genética. Além do contetdo de
informacao de polimorfismo (PIC) dos marcadores moleculares que foi calculado por

meio da equacéo:

a a a
PIC=1-Ypt= ) > pip}
i=1 ij=1(i%))

pi: é a frequéncia do i-ésimo alelo no loco estudado; e

p;: € a frequéncia do j-ésimo alelo no loco estudado (BOTSTEIN et al., 1980).

Heterozigosidade esperada (He), estimada com base na seguinte equacéo:

a
Ho=1- > pf
j=1

Heterozigosidade observada (Ho), estimada com base na seguinte equacéo:

a
Zj=1.j¢i nij

H, =1-
0 N

Coeficiente de endogamia (F), estimado com base na seguinte equacéo:
He

F=1-—"
Ho

Lembrando que:

Ho. frequéncia de heterozigotos numa populacdo supostamente em equilibrio de

Hardy-Weinberg; e
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He: frequéncia de heterozigotos numa populagdo sujeita a cruzamento entre aparentados

(dada por 2pq — 2" quando se consideram apenas dois alelos por loco e & = pqF).

Quando se encontra valor negativo para F, que deve ser interpretado como
estimativa de endogamia nula, de forma que na populacdo ndo ha cruzamento entre

aparentados.
3.3.1. Andlise conjunta dos marcadores

A anédlise da divergéncia foi realizada a partir da soma das caracteristicas
agrondmicas, morfolégicas e moleculares através de informacdes multiplas de cada
acesso e expresso em medidas de dissimilaridade, que representam a diversidade que ha
no conjunto de acessos estudados.

Para a analise com base em indice de distancia, foram estimadas as distancias
genéticas entre os acessos através de uma nova matriz de dissimilaridade, cujos
elementos correspondem a soma dos elementos das matrizes qualitativas e quantitativas,
correspondentes aos dados morfoldgicos, agrondmicos e moleculares obtidos
previamente, que se destinaram ao calculo da soma das medidas de dissimilaridade a
partir de um conjunto de matrizes (CRUZ, 2008).

Os valores de dissimilaridade de cada matriz foram padronizados antes de

realizar a operacdo de soma, realizada por meio de:

Além da anéalise gerada pela soma entre as matrizes de dissimilaridade com os
dados qualitativos e quantitativos, também foi realizada a correlacdo entre matrizes que
se destina ao calculo da correlacdo entre as medidas de dissimilaridade fornecidas entre
pares de matrizes e a significancia do valor obtido pelos testes de t e Mantel (CRUZ,
2008).

Posteriormente a obtencdo da matriz, procedeu-se o agrupamento sequencial
hierarquico por meio dos métodos de Otimizacdo de Tocher e UPGMA. Procedeu-se a
comparacdo entre as matrizes de distancia e de agrupamento, com a finalidade de
facilitar a identidade dos acessos estudados.

Todos os procedimentos estatisticos foram realizados através do programa
GENES, verséo 2015.5.0 (CRUZ, 2013).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Realizou-se a fenotipagem a partir das carateristicas morfoagrondémicas e a
genotipagem por marcadores moleculares para mensurar a variabilidade existente entre
0S genotipos estudados. Por meio dos dados coletados, algumas variaveis ndo
demonstraram divergéncia, ou seja, foram consideradas irrelevantes por néo
discriminarem os acessos e ndo foram incluidas nas avaliaces estatisticas, como: (a)
padrdo de crescimento (todas as plantas possuiam padrdo de crescimento ndo
ramificado); (b) auséncia e presenca de favedla (presentes em todas as flores); (c)
abertura da capsula ao amadurecimento (todos os acessos apresentaram caracteristicas
de frutos deiscentes, ou seja, os frutos abriram-se durante o periodo de amadurecimento
da planta de forma assincrona ocasionando possivel perda de sementes até mesmo
através da acdo do vento).

Os resultados obtidos nas demais variaveis mensuradas foram direcionados para
a comparacdo das plantas onde se constatou variagcbes morfoldgicas entre 0s acessos
estudados. Os descritores morfologicos e as caracteristicas predominantes
correspondentes a cada gendtipo encontram-se na Tabela 3. A caracterizacdo de
genotipos de gergelim € essencial para identificar o maior niamero de propriedades
favoraveis para selecdo daqueles mais promissores, visando reuni-las através de

cruzamentos entre 0s acessos mais divergentes.



32

Tabela 3. Caracterizacéo e classificacdo dos acessos de gergelim a partir dos descritores
morfoldgicos avaliados.

Descritores

Predominancia
das
caracteristicas

Acessos

Desenvolvime
nto do caule

Determinado
(25%)

BAG 172; BAG 612; BAG 664; G4; BAG 536;
BAG 666, BAG 608; G3; BAG 606; BAG 606

Indeterminado
(75%)

BAG 586; BAG 591; BAG 615; BAG 616; BAG
648, BAG 200; BAG 619; BAG 221; BAG 177;
BAG 257; BAG 579; BAG 698; BAG 649; BAG
668; BAG 587; BAG 235; BAG 511; BAG 232;
BRA 2135; G6; G 5; BAG 673; BAG 141; BAG
663; BAG 688; BAG 687, BAG 675

Habito
crescimento

Ereto (97%)

BAG 612; BAG 664; G4; BAG 536; BAG 666;
BAG 608; G3; BAG 606; BAG 606; BAG 586;
BAG 591; BAG 615; BAG 616; BAG 648; BAG
200; BAG 619; BAG 221; BAG 177; BAG 257;
BAG 579; BAG 698; BAG 649; BAG 668; BAG
587; BAG 235; BAG 511; BAG 232; BRA 2135;
G6; G5; BAG 673; BAG 141; BAG 663; BAG 688;
BAG 687; BAG 675

Semiereto (3%)

BAG 172

Formato da
haste

Quadrada (97%)

BAG 616; BAG 536; BAG 666; BAG 608; BAG
606; BAG 586; BAG 591; G6; G5; BAG 673; BAG
141; BAG 688; BAG 687,

BAG 172; G4; BAG 612; BAG 664; BAG 619;
BAG 221; BAG 177; BAG 257; BAG 579; BAG
698; BAG 649; BAG 668; BAG 587

BAG 235; BAG 232; BAG 511; BAG 615; BRA
2135; G3; BAG 200; BAG 663; BAG 675

Redonda (3%)

BAG 648

Cor da haste

Amarelo (6%)

G4, BRA 2135

BAG 172; BAG 612; BAG 664; BAG 536; BAG
666, BAG 608; G3; BAG 606; BAG 606; BAG
586; BAG 591; BAG 615; BAG 616; BAG 648;
BAG 200; BAG 619; BAG 221; BAG 177; BAG

Verde (94%) | 557 BAG 579: BAG 698; BAG 668: BAG 587:
BAG 235: BAG 511: BAG 232: BRA 2135: G6:
G5: BAG 673: BAG 141: BAG 663; BAG 688:
BAG 687: BAG 675

Forte e

abundante (3%) BAG 616

BAG 536. BAG 666, BAG 603. BAG 606, BAG
Pilosidade do 586, BAG 591, G6
oioa coasoy | G5 BAG 673 BAG 141; BAG 688; BAG 687,

BAG 172: G4: BAG 612: BAG 664: BAG 648:

esparsas (78%)

BAG 619; BAG 221; BAG 177; BAG 257; BAG
579; BAG 698; BAG 649; BAG 668; BAG 587,
BAG 235; BAG 232
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Glabro ou
auséncia de pelos
(6%)

BAG 511; BAG 615

Médio (13%)

BRA 2135; G 6,3; BAG 200; BAG 663; BAG 675

Arranjo da
folha

Alternado (19%)

BAG 666; BAG 606; BAG 612; BAG 587; BRA
2135; BAG 648; G4

Misto (81%)

BAG 616; BAG 536; BAG 608; BAG 591; G6;
BAG 141; BAG 688

Bag 172; BAG 619; BAG 221; BAG 177; BAG
257; BAG 698; BAG 649; BAG 668; BAG 235;
BAG 232; BAG 511; BAG 615; G3; BAG 200;
BAG 663; BAG 675; BAG 687; BAG 579; BAG
586; G5; BAG 673; BAG 664

Formato da
folha

Lanceolada
(86%)

BAG 666; BAG 606; BAG 612; BAG 587; BRA
2135; BAG 616; BAG 536; BAG 608; BAG 591;
G6; BAG 141; BAG 688; Bag 172; BAG 619;
BAG 221; BAG 177; BAG 257; BAG 649; BAG
668; BAG 235; BAG 232; BAG 511; BAG 615;
G3; BAG 200; BAG 675;

Linear (3%)

BAG 648

Oval (11%)

BAG 698 ; G4; BAG 673; BAG 663

Simetria da
base foliar

Forma de faca
(19%)

BAG 666; BAG 616; BAG 591; BAG 688; BAG
221; BAG 232; BAG 579

Forma de faca
reverso (11%)

BAG 587; BAG 141; BAG 687; BAG 673

Liso (69%)

BAG 606; BAG 612; BRA 2135; BAG 536; BAG
608; G6; Bag 172; BAG 619; BAG 177; BAG 257,
BAG 649; BAG 668; BAG 235; BAG 511; BAG
615; G3; BAG 200; BAG 675; BAG 586; G5; BAG
664, BAG 648; G4, BAG 698; BAG 663

Margem da
folha

Inteira (87%)

BAG 666; BAG 616; BAG 591; BAG 688; BAG
221; BAG 232; BAG 579; BAG 587; BAG 141,
BAG 606; BAG 612; BAG 2135; BAG 536; BAG
608

G6; Bag 172; BAG 619; BAG 177; BAG 257;
BAG 668; BAG 235; BAG 511; BAG 615; G3;
BAG 200; BAG 675; BAG 586; G5; BAG 664;
BAG 698; BAG 663

Serrada (13%)

BAG 687; BAG 673; BAG 649; BAG 648; G4

Incisdo da
folha

Ausente (91%)

BAG 666; BAG 616; BAG 591; BAG 688; BAG
221; BAG 232; BAG 579; BAG 587; BAG 141;
BAG 606; BRA 2135; BAG 536; BAG 608

G6; BAG 172; BAG 619; BAG 177, BAG 257;
BAG 668; BAG 235; BAG 511; BAG 615; G3;
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BAG 200; BAG 675; BAG 586; G5; BAG 664;
BAG 698; BAG 663; BAG 687; BAG 649; BAG
648

Fraco (6%)

BAG 612; BAG 673

Médio (3%)

G4

Angulo da
folha da haste
principal

Agudo (<90°)
(6%)

BAG 232; BAG 687

Horizontal (=90°)
(80%)

BAG 666; BAG 616; BAG 591; BAG 688; BAG
221; BAG 579; BAG 587; BAG 141; BAG 606;
BRA 2135; BAG 536; BAG 608; G6; BAG 172
BAG 619; BAG 257; BAG 668, BAG 511; G3;
BAG 200; BAG 586; G5; BAG 698; BAG 663;
BAG 649; BAG 648; BAG 612; BAG 673; G4

Inclinagéo (>90°)
(14%)

BAG 235; BAG 675; BAG 664; BAG 177; BAG
615

Pilosidade da
folha

Fracas ou
esparsas (78%)

BAG 616; BAG 536; BAG 666; BAG 608; BAG
606; BAG 591; G6

BAG 141; BAG 688; BAG 172; BAG 612; BAG
619; BAG 221; BAG 177; BAG 257; BAG 698;
BAG 649; BAG 668; BAG 587,

BAG 235; BAG 232; BAG 511; BAG 615; BRA
2135; G3; BAG 200; BAG 663; BAG 675

Médio (6%)

BAG 687; BAG 579

Auseéncia pelos
(16%)

BAG 586; G5; BAG 673; BAG 664; BAG 648; G4

Cor da folha

Verde (97%)

BAG 616; BAG 536; BAG 666; BAG 608; BAG
606; BAG 586

BAG 591; G6; G G5; BAG 673; BAG 141; BAG
688; BAG 687

BAG 172; BAG 612; BAG 664; BAG 619; BAG
221; BAG 177

BAG 257; BAG 579; BAG 698; BAG 649; BAG
668; BAG 587,

BAG 235; BAG 232; BAG 511; BAG 615; BRA
2135; G3; BAG 200; BAG 663; BAG 675; BAG
648

Verde amarelado
(3%)

G4

Nectério
extra-floral

Médio (47%)

BAG 687; BAG 666; BAG 688; BAG 587; BAG
141; BAG 536; BAG 608; G6; BAG 172; BAG
619; BAG 257; BAG 668; G5; BAG 612; G4; BAG
235; BAG 664

Pequeno (17%)

BAG 606; BAG 511; BAG 586; BAG 649; BAG
648, BAG 177




35

Rudimentar
(36%)

BAG 232; BAG 616; BAG 591; BAG 221; BAG
579; BRA 2135; G3; BAG 200; BAG 698; BAG
663; BAG 673; BAG 675; BAG 615

Cor da corola

Branco com rosa
sombreada (64%)

BAG 687; BAG 666; BAG 688; BAG 587; BAG
141; BAG 608; G6; BAG 668; BAG 232; BAG
579; BRA 2135; BAG 698; BAG 663; BAG 673,
BAG 675; BAG 172; BAG 619; BAG 612; BAG
586; BAG 616; BAG 221; BAG 200, BAG 615

Branco (11%)

BAG 648; G4; BAG 664; BAG 606

Rosa (3%) G3
] BAG 536; BAG 257; G5; BAG 235; BAG 511;
Violeta clara
(22%) BAG 649; BAG 177; BAG 591

Pigmentacéo
da flor

Pigmentacdo ao
longo da regido
do labio da corola
(98%)

BAG 666; BAG 673; BAG 586; BAG 606; BAG
687, BAG 688; BAG 587; BAG 141; BAG 608;
G6; BAG 668; BAG 232; BAG 579; BRA 2135;
BAG 698; BAG 663; BAG 675; BAG 172; BAG
619; BAG 612; BAG 616; BAG 221; BAG 615;
G4; BAG 664; BAG 257; BAG 235; BAG 177, G3;
G5; BAG 536; BAG 511; BAG 649; BAG 591

Toda pigmentada
(2%)

BAG 648; BAG 200

Cor do I6bulo
da flor

Rosa (8%)

BAG 687; BAG 688; BAG 587; BAG 141; BAG
608; G6; BAG 668; BAG 232; BAG 579; BRA
2135; BAG 698; BAG 663; BAG 675; BAG 172;
BAG 619; BAG 612; BAG 616; BAG 221; BAG
200; BAG 615; G4; BAG 664; BAG 257; BAG
235; BAG 177 BAG 666; BAG 673; BAG 586;
BAG 606; G3; G5 BAG 536; BAG 511; BAG 649;
BAG 591

Violeta (19%)

BAG 648; BAG 200

Arranjo da
capsula

Monocapsular
(17%)

BAG 666; BAG 619; BAG 612; G3; BAG 536;
BAG 511

Multicapsular
(83%)

BAG 606; BAG 687; BAG 608; BAG 668; BAG
232; BAG 663; BAG 675; BAG 172; BAG 616;
BAG 200; G4; BAG 664; BAG 257; BAG 235;
BAG 177; BAG 591; BAG 648; BAG 673; BAG
586; BAG 587,

G6; BAG 579; BRA 2135; BAG 698; BAG 221,
BAG 615; G5; BAG 649; BAG 688; BAG 141

Forma da
capsula

Ampla
rectangular (61%)

BAG 666; BAG 606; BAG 687; BAG 608; BAG
668; BAG 232; BAG 663; BAG 675; BAG 172,
BAG 619; BAG 612; BAG 616; BAG 200; G4,
BAG 664; BAG 257; BAG 235; BAG 177; GS;
BAG 536; BAG 591; BAG 648

Estreito
rectangular (33%)

BAG 673; BAG 586; BAG 587; G6; BAG 579;
BRA 2135; BAG 698, BAG 221; BAG 615; G5;
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BAG 511; BAG 649
Quadrado (5%) | BAG 688; BAG 141
Abundante (11%) | BAG 232; BAG 172; BAG 616; BAG 177
BAG 666; BAG 619; BAG 612; BAG 511; BAG
606; BAG 687; BAG 668; BAG 663; G4; BAG
Esparsas (64%) | 664; BAG 235; BAG 591; BAG 648; BAG 673;
Pilosidade da BAG 586; BAG 579; BAG 698; BAG 221; BAG
capsula 615; G5; BAG 649; BAG 688; BAG 141
G3; BAG 536;BAG 675;BAG 200; BAG 257;
Médio (22%) BAG 587,
G6; BRA 2135
Auséncia de pelos | BAG 608
(3%)
G6; BAG 616; BAG 619; BAG 612; BAG 687;
BAG 668; BAG 663; G4
Branco (55%) | BAG 664; BAG 591; BAG 673; BAG 586; BAG
579; BAG 698; BAG 615; BAG 649; BAG 688;
BAG 141; G3; BAG 675
Cor da Branco e créme BAG 172; BAG 177; BAG 666; BAG 235; G5;
semente (22%) BAG 587 ; BRA 2135
BAG 608; BAG 232; BAG 606; BAG 536
Creme (8,3%) | BAG 648; BAG 221; BAG 257
Creme e preta | BAG 200
(2,7%)
Preto (2,7%) | BAGSLL

A partir da caracterizacdo morfologica da colecao de gergelim, verificou-se que

os descritores mais divergentes foram: pilosidade do caule, folhas e capsulas; formato
da folha; simetria da base foliar; angulo da folha da haste principal; nectario extra-
floral; cor da corola das flores; forma das capsulas e cor das sementes. Contudo, 0s
demais descritores também possuem importancia diante da eficiéncia para a
diferenciacdo do BAG de gergelim.

Observou-se ainda que cerca de 97% dos acessos possuem habito de
crescimento com porte ereto. Além de acessos precoces como 0 BAG 591 e BAG 649
comparando-se 0s 36 acessos em campo. Os resultados obtidos corroboram com o
descrito por Pinto e Arriel (2014) onde a selecdo de acessos superiores com qualidades
como ciclo de maturacdo precoce e habito de crescimento ndo ramificado permite
aumentar o nimero de plantas por unidade de espacamento, implicando no aumento do

namero de plantas por area cultivada.
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Em relacdo ao carater cor das sementes (Figura 2), foi observado que cerca de
55% dos acessos analisados, as sementes possuiam coloracéo branca. Silva et al. (2011)
afirmaram que o gergelim branco apresenta maior teor de lipidios, carboidratos, fibra
alimentar soluvel e valor caldrico. As sementes de gergelim de cor preta possuem maior
concentracdo de oxalato de célcio, que determina sabor mais amargo as sementes. Por
este motivo as sementes descascadas e brancas sdo mais utilizadas no consumo direto
pelas padarias, confeitarias entre outras inddstrias alimenticias (QUEIROGA et al.,
2010).

Fotografia: Nair Helena Castro Arriel

Figura 2. Diversidade nas cores das sementes de gergelim avaliadas.

Foi realizada a analise de variancia para os seis descritores agronémicos: altura
de insercdo do primeiro fruto, nimero de frutos por plantas, nimero de frutos por axila,
tamanho do fruto e peso de mil sementes. Observou-se diferenca significativa (P<0,01)
em todas as variaveis (Tabela 4). Alguns autores relataram que essas variaveis auxiliam
para a caracterizacdo de gergelim. Manivannan e Nadarajan (1996) constataram que 0
namero de capsulas contribuiu para a caracterizacdo de 52 acessos de gergelim. Singh et
al. (1997) também observou que o rendimento de sementes contribuiu para variabilidade
entre 33 genotipos. Swain e Dikshit (1997) associaram o peso de mil sementes e
comprimento da capsula como as caracteristicas que mais contribuiram para explicacao
da variabilidade entre 40 genotipos de gergelim. Ratificando que as varidveis estudadas

sdo Uteis na avaliacdo da variabilidade entre os 36 genotipos estudados.
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Em estudo realizado por Arriel et al. (2007) envolvendo 108 acessos de gergelim
do BAG foi constatado que a inser¢do das primeiras capsulas variou entre 25 a 161,3
cm, esta informacdo esté diretamente relacionada a altura média das plantas, que variou
entre 149,0 a 310,7 cm. No presente estudo a avaliagdo das caracteristicas quantitativas
mensuradas, altura de insercdo do 1° fruto foi 12 a 74,6 cm e a altura média das plantas
variou entre 74 a 226 cm, havendo uma relacdo entre as informac6es mensuradas nos
trabalhos, uma vez que a altura de insercdo do primeiro fruto esta relacionada com a

altura da planta.

Tabela 4. Resumo das analises de variancia obtidas para os seis caracteres agronémicos
avaliados em 36 genotipos de gergelim em Patos-PB, 2015.

Quadrados Médios

Fontede AP APF NFP NFA TF  PMS
variagdo
Repeticdes 4 0.03 26.85 958600 054 007 000

Gen6tipos 35 0,897  1666,53  28882,17 6,137 051 148"

Residuos 140 0,03 114,22 10901,50 0,23 0,07 0,00
Média 1,43 37,44 206,35 2,86 3,11 3,02
CV (%) 12,63 28,54 50,59 16,37 8,78 0,02

**Significativo pelo teste F (P<0,01). Altura da planta (AP); altura de insercdo do 1° fruto (APF);
Numero de frutos por planta (NFP); Numero de frutos por axila foliar (NFA); Tamanho do fruto (TF);
Peso de 1000 sementes (PMS).

No caso dos coeficientes de variacdo, constatou-se que eles assumiram
percentuais variaveis entre os caracteres, com maior percentual para caracteristica
namero de frutos por planta (NFP), posteriormente o namero de frutos por axila foliar
(NFA) corroborando com o resultado morfoldgico, no qual se constatou que 83% dos

acessos sdo multicapsular, considerando o carater que exerceu maior influéncia entre os
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acessos. Em seguida o segundo maior percentual para caracteristica a variavel altura de
insercdo do 1° fruto (APF) caracteristica muito importante que contribui para a
realizacdo da colheita mecanizada (BELTRAO et al., 2013).

Foi possivel observar que as variaveis agrondmicas permitiram maior inferéncia
no estudo da diversidade genética que as morfoldgicas corroborando com os resultados
descritos por Arriel (2004). A baixa variabilidade morfoldgica entre os acessos
possivelmente esta relacionada a estreita base genética dos gendtipos em estudo ou,
possivelmente, o nimero de genes envolvidos no dominio das variaveis qualitativas
tende a apresentar heranca monogénica (MONTILLA et al., 1990).

Na estimativa realizada por marcadores moleculares, todos os marcadores
microssatélites geraram perfis de bandas nos gendétipos de gergelim analisados, exibindo
variabilidade significativa. Foram selecionados dez pares de iniciadores mais
polimorficos (WEI et al., 2011) que funcionaram para avaliagdo dos 36 acessos do BAG
da Embrapa Algoddo. Todas as amplificagdes foram repetidas pelo menos trés vezes e
somente as bandas reprodutiveis foram consideradas.

Apos a realizacdo das andlises dos geis, dez locos SSR revelaram 22 alelos. O
numero de alelos por loco variou de 1 a 3, com média de 2 alelos por loco, amplificados
entre a altura de 100 e 200 pares de base, resultado compativel ao descrito por Wei et al.
(2011). Foi observado que o iniciador ZM-21 é monomorfico, ou seja, apresenta o
mesmo padrdo de amplificacdo em todas as bandas. O valor do conteddo de informacéo
de polimorfismo (PIC) foi aplicado para avaliar a capacidade do marcador em distinguir
0s gendtipos, o resultado obtido neste teste variou entre 0,0 a 0,53 com média de 0,27,
indicando que existe polimorfismo entre os marcadores, essa informacdo € de grande
importancia para caracterizar a diversidade, pois fornece uma estimativa do poder
discriminatorio do marcador (Tabela 5). Cruz (2008) descreveu que um marcador é
considerado polimoérfico quando PIC > 0,1 e altamente polimdrfico quando PIC > 0,7. A
média de heterozigoze esperada (He) foi 0,34 e heterozigoze observada (Ho) foi de 0,12
e o coeficiente médio de endogamia (F) foi igual a 0,62. Esses valores indicam
consideravel grau de endogamia nos genotipos, ou seja, unido de individuos mais
aparentados do que a média da populacdo, uma vez que, se o valor de F for nulo
significa que ndo houve cruzamento entre aparentados. Wu et al. (2014) afirma que
cultivares melhoradas de gergelim tem base genética estreita em relacdo as variedades
crioulas. Portanto, a analise pode indicar uma possivel associacdo entre gendtipos de um

mesmo local ou até mesmo de cultivares ja melhoradas.
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Wei et al. (2011) descreveu que a maioria dos 40 locos microssatélites foram
polimoérficos. O nimero de alelos por loco variou entre 4 a 18, com média de 6,55 alelos
por loco. O conteldo de informacdo de polimorfismo (PIC) variou entre 0,46 e 0,82
com média de 0,70. A média de heterozigose observada foi de 0,84 enquanto o valor da
heterozigose esperada foi de 0,76. O alto valor nos resultados citados pode ser pelo
amplo numero de iniciadores utilizados, uma vez que, foram avaliados 40
oligonucleotideos em 24 genotipos, enquanto neste estudo avaliou-se 10
oligonucleotideos em 36 gendtipos. Por conseguinte, os resultados encontrados neste
trabalho condizem com o reportado por esses autores.

Tabela 5. Informacdes dos iniciadores SSR: heterozigosidade esperada (He), observada
(Ho), coeficiente de endogamia (F) e o conteddo de informacao de polimorfismo (PIC)

em gergelim.

Iniciador N° de alelos He Ho F PIC
ZM_10 2 0.42 0.0 1.0 0.33
ZM_11 2 0.47 0.22 0.53 0.36
ZM_13 2 0.19 0.0 1.0 0.17
ZM_20 2 0.47 0.0 1.0 0.36
ZM 21 1 0.0 0.0 1.0 0.0
ZM_22 3 0.60 0.44 0.26 0.53
ZM_34 3 0.50 0.11 0.78 0.39
ZM_40 2 0.02 0.02 -0.01 0.02
ZM_45 3 0.55 0.47 0.14 0.44
ZM_47 2 0.15 0.0 1.0 0.14

Média esperada 0.34 0.12 0.62 0.27

Os iniciadores ZM-22, ZM-34 e ZM-45 (Tabela 5; Figura 3) destacaram-se por
possuirem maior grau de polimorfismo indicados para o estudo de diversidade genética

em gergelim.
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Figura 3. Padrdo de bandas obtidos com os iniciadores ZM-22 (A); ZM-34 (B) e ZM-
45 (C) M — marcador 1Kb (Ludwig Biotec).

Observou-se uma diferenciacdo no padréo de amplificacdo dos genotipos BRA
31623 (Figura 3, amostra 7) e BRA 26093 (Figura 3, amostra 8), indicando uma
possivel marca molecular divergente da maioria. E importante ressaltar que esses
acessos se destacaram dos demais em relacdo ao maior peso de mil sementes e plantas
de menor porte. Por meio das analises estatisticas esses acessos também permaneceram
associados nos metodos de Tocher e UPGMA indicando um alto grau de similaridade
entre eles.

Para concretizar a analise de agrupamento morfolégico, agronémico e molecular
foi realizada a soma das matrizes de dissimilaridade ndo ponderadas, ou seja, foram
atribuidos pesos iguais aos individuos. As medidas de dissimilaridade dos dados,
morfologicos, agronémicos e moleculares foram padronizadas, as informacoes
multiplas de cada cultivar foram expressas em medidas de dissimilaridade, que
representam a diversidade existente no conjunto de acessos estudados. Fundamentando-
se na obtencdo da matriz, foram constituidos agrupamentos com os 36 acessos de
gergelim por meio das técnicas de agrupamento de Tocher e UPGMA.

No agrupamento pelo método de otimizacdo de Tocher foi utilizada a soma das
matrizes de dissimilaridade ndo ponderadas com as medidas padronizadas (Tabela 6).
Ocorreu a formacdo de nove agrupamentos, com o grupo 1 formado por 50% dos
acessos. O BAG-511 (Grupo 7), BAG-687 (Grupo 8) e G4 (Grupo 9) formaram grupos

Gnicos, os demais acessos formaram cinco agrupamentos. O grupo 1 reuniu a maior
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parte dos gendtipos, entre eles o gendtipo G6 de origem mexicana, a BAG 591 e a BAG
649 consideradas mais precoces durante as avaliages morfoldgicas, as cores das
sementes variaram entre branco e creme, todos 0S acessos possuem 0s arranjos das
capsulas multicapsulares. No grupo 2 foram associadas as cores das sementes que
variaram entre branco, creme e preto, as caracteristicas morfologicas foram similares
entre 0s acessos existindo pouca variagdo no arranjo da capsula, com arranjos mono e
multicapsular, e houve grande variacdo na pilosidade da capsula. O grupo 6 deteve 0s

acessos com a menor altura das plantas e maior producéo de sementes.

Tabela 6. Agrupamento dos acessos de gergelim pelo método de otimizacdo de Tocher,

a partir dos dados morfoagronémicos e moleculares.

Grupos Genotipos
BAG-177 BAG-257 BAG-606 BAG-586 BAG-579 BAG-619 BAG-698
1 BAG-615 BAG-221 BAG-591 BAG-688 BAG-141 G6 BAG-232 BAG-

675 BAG-587 BRA-2135 BAG-649

BAG-536 BAG-666 BAG-608 BAG-235 BAG-172
BAG-668 BAG-663 BAG-673 G6.5

BAG-612 BAG-664

BAG-616 G3

BAG-648 BAG-200

BAG-511

BAG-687

G4

© 00 N o o B~ WD

Posteriormente, foi empregada a analise UPGMA com embasamento na ligacéo
média ndo ponderada entre 0s grupos, o dendograma permitiu a constituicdo de uma
arvore de ramos interconectados (Figura 4). A analise pareceu ser mais efetiva que o
método de Tocher e contribuiu para a distingdo dos acessos, revelando sete grupos ao se

adotar um ponto de corte no percentual de divergéncia genética em 63%.
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Metodo de agrupamento:: Ligagdo Media Entre Grupo(UPGMA)
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Figura 4. Dendrograma obtido pelo método de agrupamento hierarquico UPGMA
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Nos grupos 1, 2, 5 e 7 predominaram sementes de cor branca. Os acessos do
grupo 1, 2 e 5 apresentaram em comum & pilosidade do caule fraca e margem da folha
inteira. O acesso BRA 311277 foi o Unico que apresentou auséncia da incisdo global da
folha comparado a todos o0s acessos do estudo. No grupo 7, 0s acessos apresentaram a
cor da corola toda pigmentada outra peculiaridade observada neste grupo foi em relacdo
a altura das plantas que foram as mais baixas, porém com os maiores valores do peso de
mil sementes.

Os grupos 2, 3 e 4 foram aglomeradas as plantas mais altas, consequentemente a
altura de insercdo do 1° fruto também foram mais altos, foram obtidos a maior
quantidade de frutos por planta e o maior tamanho dos frutos, caracteristicas
agrondmicas importantes.

O grupo 4 deteve a maior quantidade dos acessos, entre estes a cultivar CNPA
G2 langada pela Embrapa Algodao e acessos do Paquistdo e do Mexico. Estdo presentes
também os acessos BAG 591 e BAG 649, considerados 0s mais precoces, as cores das
sementes variaram entre branco, creme e preta predominando a cor branca. Forma do
caule indeterminada, com plantas altas, indicando que alguns acessos apresentam niveis
de similaridade elevadas. O genétipo CNPA G2 faz parte da colecdo de trabalho da
Embrapa Algod&o juntamente com as cultivares CNPA G3 e a CNPA G4 que ndo estdo
no trabalho.

Arriel et al. (2006) afirmaram que a cultivar CNPA G2 possui ciclo médio e
tolerancia a mancha angular, os autores ainda afirmaram que o agrupamento dos acessos
é alterado em funcdo dos diferentes métodos hierdrquicos. E que o método UPGMA
apresentou melhor ajuste das distancias originais e estimadas do coeficiente de
correlacdo cofenética (CCC), por este motivo é um dos métodos hierarquicos mais
utilizados no melhoramento vegetal, a melhor eficacia do método também ja foi relatada
por Dias (1998), corroborando com o resultado obtido neste estudo que ao comparar 0s
grupos formados pelo método de otimizacdo de Tocher com o método UPGMA,
verificou-se que o segundo método proporcionou uma melhor representacéo.

Por meio do teste de correlacdo entre as matrizes, foram avaliados os dados
morfoldgicos, agronémicos e moleculares. Adotaram-se os testes de probabilidade t e
Mantel. Na Tabela 7 estdo descritos os dados das correlacdes entre as matrizes obtidas
pelo teste t. Apesar da maioria dos indices de correlacdo apresentar valores acima da
média, estes ndo foram significativos, existindo apenas correlacdo significativa e alta

(r=10,82) entre os dados das matrizes agrondmicos e moleculares.
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Tabela 7. Correlacéo entre pares de matrizes de dissimilaridade com dados qualitativos

e quantitativos.

Correlagéo entre

Matrizes Agrondmico Morfoldgico Molecular
Agronémico - 0,54 ™ 0,82*
Morfoldgico 0,54 ™ - 0,55™

Molecular 0,82* 0,55™ -

** *: significativo a 1% e 5% de probabilidade pelo teste t, respectivamente.

A partir dos resultados analisados conclui-se que os distintos marcadores foram
eficientes na identificacdo de similaridade entre os acessos de gergelim (Tabela 7).
Demonstrando que a caracterizacdo do germoplasma avaliado apresentou maior
variagdo por meio dos parametros agrondémicos. Houve menor variabilidade entre os
parametros morfologicos, contribuindo menos para a diferenciacdo entre 0S acessos.
Dentre os marcadores morfoagronémicos avaliados, o numero de frutos/planta se
destacou nas analises em relacdo a sua variacdo, resultado também obtido por Arriel
(2004).

Sendo assim, a correlacdo entre o marcador agrondmico e molecular foi
significativa, refletindo em uma maior semelhanca gerada por estes tipos de marcadores
(Tabela 7). O que poderia explicar este fato seria o melhor agrupamento entre os
acessos mais precoces e que possuem o maior numero de capsulas por plantas em um
mesmo grupo por meio da avaliagdo molecular. Os iniciadores que geraram maior
polimorfismo foram ZM-22 e ZM-45 que conseguiram identificar os acessos mais
divergentes por meio do padrdo de amplificacdo das amostras BRA 31623 (Figura 3,
amostras 7) e BRA 26093 (Figura 3, amostras 8). Esses acessos se destacaram pelas
plantas com menor altura e os maiores valores do peso de mil sementes, caracteristicas
agrondmicas importantes, estes fatos podem explicar a correlacdo existente entre 0s
marcadores moleculares e agrondmicos. Correlaces positivas e significativas entre as
medidas de variacdo genética de caracteristicas quantitativas e marcadores moleculares
foram verificadas em outros trabalhos e até mesmo em espécies diferentes como em

Cagaiteira (Eugenia dysenterica DC, Myrtaceae) realizado por (AGUIAR et al. 2011).
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Os dados morfologicos, agrondmicos e moleculares, gerados neste estudo dardo
suporte para o programa de pesquisa da Embrapa Algod&o que tera maior seguranca na
recomendacdo dos genotipos de gergelim para atender os diversos segmentos. As
ferramentas moleculares, a exemplo dos marcadores SRR, poderédo ser utilizadas para
identificar acessos que possuem melhores caracteristicas de interesse agronémico,

ampliando o leque de possibilidades de cruzamentos entre acessos de gergelim.
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5. CONCLUSOES

Os marcadores morfoagrondmicos e moleculares utilizados neste estudo
foram eficientes para caracterizar a variabilidade genética entre acessos
de gergelim oriundos do BAG da Embrapa Algodéo;

Entre os trés marcadores utilizados para analisar a variabilidade entre os
acessos destacam-se 0s marcadores agrondémicos e os moleculares;

A analise UPGMA foi considerada a mais efetiva para estudo dos
acessos;

Os acessos BAG 591 e BAG 649 foram identificados como 0s materiais
mais precoces;

Nos grupos 2, 3 e 4 foram reunidos 0s acessos mais similares enguanto
0s acessos mais divergentes foram agrupados no grupo 7, indicando
possiveis genitores promissores para o Programa de Melhoramento

genético da espécie.
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