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RESUMO
SOARES, Bruno Oliveira. Diversidade genética de genétipos de pinhdo-manso por
meio de RAPD e ISSR. 2010. 54 p. Dissertagdo (Mestrado em Producdo Vegetal no
Semiarido) — Universidade Estadual de Montes Claros, Janatba, MG.!

O pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) ¢ uma planta oleaginosa que possui caracteristicas
agricolas como alta produtividade e alto contetido de 6leo nas sementes, tornando-o um
excelente candidato na produg@o de biocombustivel. Sua domesticacdo iniciou-se apenas
nos ultimos 30 anos, € pouco se conhece sobre sua diversidade genética. Este estudo teve
como objetivo analisar a diversidade genética entre 46 genotipos de pinhdo-manso por
meio de marcadores RAPD e ISSR. Os genotipos avaliados pertencem a colecdo da
EPAMIG/URNM, composta por acessos coletados no Norte de Minas Gerais, Vale do
Jequitinhonha, além introdugdes da China e Cabo Verde. Realizou-se a extracdo de DNA
pelo método proposto por Basha e Sujatha (2007). Para as reagdes de amplificagdo, foram
utilizados 33 primers RAPD e 13 primers ISSR. As distdncias genéticas foram estimadas
com base no coeficiente de similaridade de DICE, ¢ de acordo com estas, eclaborou-se um
dendrograma a partir da analise de agrupamento pelo Método da Ligacdo Média entre
Grupo (UPGMA) da matriz conjunta dos dados. Para a analise dos dados obtidos utilizou-
se o programa estatistico Genes. Foi possivel observar a formagdo de apenas dois
agrupamentos, sendo que um possuia apenas trés individuos, e o outro 95,6% dos
gendtipos analisados. A distdncia genética variou de 1,26 a 76,15%, com distancia
genética média de 20,90%. Os gendtipos mais divergentes foram os 86, 71 e 83. A baixa
diversidade genética encontrada indica a necessidade de se iniciar investigagdes, a fim de
alargar a base genética e aumentar a variabilidade desta espécie. Os gendtipos 86, 71 e 83,
por possuirem alto valor em distancia genética, podem ser utilizados como genitores de
um hibrido no programa de melhoramento.

Palavras-chave: Jatropha curcas L., diversidade genética, melhoramento genético.

' Comité de Orientacdo: Prof®. Dra. Marcia Regina Costa — Departamento de Ciéncias
Agrarias/lUNIMONTES (Orientadora); Pesquisadora Dra. Ana Cristina Pinto Juh4sz — EPAMIG-
URETP (Coorientadora).
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ABSTRACT

SOARES, Bruno Oliveira. Genetic diversity of physic nut genotypes by means of
RAPD and ISSR. 2010. 54 p. Dissertation (Master’s Degree in Plant Production in the
Semi-Arid) — Universidade Estadual de Montes Claros, Janatba, MG.'

Physic nut (Jatropha curcas L.) is an oleaginous plant that possesses agricultural
characteristics such as high productivity and high oil content in seeds, becoming an
excellent candidate for biofuell production. Its domestication began just in the last 30
years, and little is known about its genetic diversity. This study aimed to analyze the
genetic diversity among 46 genotypes of physic nut by means of RAPD and ISSR
markers. The evaluated genotypes belongs to EPAMIG / URNM's collection, composed
by accesses collected in the Norte de Minas Gerais, Vale do Jequitinhonha, besides
introductions from China and Cabo Verde. The DNA was extracted through method
proposed by Basha and Sujatha (2007). For the amplification reactions were used 33
RAPD primers and 13 ISSR ones. The genetic distances were calculated based on DICE
similarity coefficient, and according to them was drawn up a dendrogram from the cluster
analysis by Unweighted Pair Groups Method with Arithmetic Mean (UPGMA) of the
whole data matrix. For the data analysis it was used the statistical program Genes. It was
possible to observe the formation of only two clusters, from which one had only tree
individuals, and one 95,6% of the genotypes analyzed. The genetic distance ranged from
1,26 to 76,15%, with average genetic distance of 20,90%.The most divergent genotypes
were 86, 71 and 83. The low genetic diversity found indicates the need to initiate
investigations in order to broaden the genetic base and to increase the variability of this
specie. The genotypes 86, 71 and 83, for possess high value in genetic distance, can be
used as parents in a breeding program.

Keywords: Jatropha curcas L., genetic diversity, breeding

' Guidance committee: Prof*. DSc. Marcia Regina Costa — Department of Agrarian

Sciences/UNIMONTES (Adviser); Researcher DSc. Ana Cristina Pinto Juhasz — EPAMIG-URETP
(Co-adviser).
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1. Introducéo e Justificativa

A comprovagdo do efeito antropogénico no acumulo de gases
responsaveis pelo efeito estufa (CO, e metano, principalmente) foi descrita no
relatorio do Painel Intergovernamental de Mudangas Climaticas - IPCC
(ROCHA, 2006). A substituicdo dos combustiveis fosseis por renovaveis foi
uma das propostas apresentadas para reduzir emissoes desses gases até 2012,
conforme firmado no Protocolo de Kyoto.

Dessa forma, a demanda mundial por combustiveis renovaveis tem
se expandido rapidamente. Ha diversas matrizes energéticas renovaveis para a
producdo de energia em substituigdo aos derivados do petroleo, como os
biocombustiveis, oriundos de produtos agricolas como cana-de-agucar, plantas
oleaginosas, biomassa florestal e matéria organica (GOLDEMBERG, 2007). Na
substituicdo dos combustiveis fosseis por renovaveis, o Brasil tem se destacado
no cenario mundial por apresentar reais condigdes para se tornar um dos maiores
produtores de biocombustiveis do mundo. As pesquisas brasileiras de
substituicdo em larga escala dos derivados do petrdleo tiveram inicio na década
de 70 com o desenvolvimento do Programa Nacional do Alcool - ProAlcool
(GOLDEMBERG, 2007). Na atualidade, o governo brasileiro tem incentivado e
apoiado o desenvolvimento de tecnologias para melhorar o rendimento e a
qualidade dos 6leos vegetais por meio do Programa Nacional de Produgéo e Uso
de Biodiesel (RODRIGUES, 2005).

Teoricamente, qualquer oleaginosa pode ser utilizada para produgéo
de biodiesel, porém devem-se considerar as vantagens de cada espécie, tais
como a produtividade de 6leo, robustez, custo de produgdo, custo de logistica,
capacidade de armazenagem, valor dos subprodutos, capacidade de geracdo de
renda, nivel tecnoldgico da cultura, adaptabilidade da cultura as condigdes
regionais e sustentabilidade da cultura escolhida (CAMPOS, 2006). Destacam-

se, neste cendrio, as culturas oleaginosas da soja, mamona, palma (dendé¢),



girassol, amendoim, carogo de algoddo, milho, canola (colza), nabo-forrageiro,
macauba, babagu, pequi, buriti, pinhdo-manso, entre outras (MIRAGAYA,
2005).

Dentre as culturas oleaginosas, o pinhdo-manso (Jatropha curcas
L.) tem se destacado por possuir caracteristicas agricolas interessantes como alta
produtividade, alto contetido de 6leo nas sementes, e por ndo ser utilizado na
alimenta¢do humana (SATURNINO et al., 2005). Apesar das caracteristicas
citadas, sua domesticagdo teve inicio somente nos ultimos 30 anos quando
passou a ser pesquisado agronomicamente por apresentar resisténcia ao Stress
hidrico, recuperacdo de areas degradadas e por sua aplicacdo medicinal
(SATURNINO et al., 2005).

Em virtude do pouco tempo de domesticagdo da espécie, ainda nao
foram desenvolvidas cultivares de pinhdo-manso e, nos ultimos 30 anos foram
desenvolvidos apenas estudos basicos sobre biologia floral, diversidade genética
e comportamento agricola em materiais ndo homogéneos (HENNING, 2006,
DIVAKARA,, et al. 2010, JUHASZ, et al., 2009, JUHASZ, et al., 2010) Uma
das maneiras de conhecer uma espécie € estudando a sua diversidade genética
através de caracteristicas fenotipicas e moleculares. Estas informagdes sdo muito
importantes para a condu¢do de programas de conservacdo e melhoramento
genético desta espécie. O primeiro passo para a realizagdo desses programas ¢
organizar estes recursos genéticos em Bancos de Germoplasma através da
introdu¢do de materiais de diferentes origens que, apoOs caracterizacdo e
avaliacdo, fornecerdo uma base soélida para o desenvolvimento de variedades-
elite (DIVAKARA., et al., 2010).

Para o pinhdo-manso, trabalhos sobre coleta, caracterizacdo e
avaliacdo de germoplasma para o crescimento, a morfologia, as caracteristicas
da semente e caracteristicas de rendimento estdo apenas iniciando, ¢ o fato de o

pinhdo-manso ter se adaptado a uma gama de condic¢des edaficas e ecologicas



sugere que existe uma variabilidade genética consideravel a ser explorada
(RAO, et al., 2008).

Juhasz, et al., 2010 estimaram pardmetros genéticos na fase
vegetativa em cinco populagdes de pinhdo-manso na regido norte de Minas
Gerais ao estudarem as caracteristicas fenotipicas: didmetro de caule, altura de
planta, projecdo da copa e nimero de ramos. Eles concluiram que os caracteres
avaliados apresentam heranca complexa tipica de caracteres quantitativos e que
houve variabilidade genética para quatro das cinco populacdes avaliadas.

Basha e Sujatha (2007), via marcadores RAPD e microssatélites,
caracterizaram 48 gendtipos de pinhdo-manso provenientes de diferentes regides
da India, ¢ um proveniente do México, constatando que 83% dos acessos
indianos caracterizados agruparam-se em dois grandes grupos, enquanto o
acesso do México formou um grupo unitario, observando o que caracteriza
variabilidade genética para a cultura.

O desenvolvimento e a aplicagdo de tecnologias baseadas em
marcadores moleculares fornecem ferramentas tnicas, capazes de revelar o
polimorfismo em nivel de sequéncias de DNA, suficientes para discriminar a
variagdo genética existente entre os individuos e dentro de populagdes (SOUZA,
2002). Dentre os marcadores existentes, os RAPD (Random Amplified
Polymorphism DNA) e os ISSR (Inter-Simple Sequence Repeat) tém sido muito
utilizados para caracterizagdo e avaliacdo da variabilidade genética em diversas
culturas (GRATTAPAGLIA, 2001). Segundo o mesmo autor, esses marcadores
sdo considerados ideais para a compreensdo de padrdes de fluxo génico e
parentesco, além de permitir uma amostragem extensiva do genoma de interesse
com relagdo a DNA, sem influéncia do ambiente, e gerando uma grande
quantidade de caracteres adicionais, bem como dos fenotipicos, que fornecem
um quadro mais completo para o agrupamento de genoétipos e o planejamento de

cruzamentos.



Normalmente, o melhorista precisa manipular o germoplasma
disponivel, a fim de usar a diversidade genética existente nas cole¢des, buscando
gendtipos que, por meio de metodologias adequadas, possam gerar materiais
genéticos superiores. Dessa forma, a Empresa de Pesquisa Agropecuaria de
Minas Gerais — Unidade Regional Norte de Minas (EPAMIG-UREN)
disponibilizou o Banco de Germoplasma Ativo (BGA) de Jathopha curcas
existente nessa unidade e composto, basicamente, de genotipos oriundos das
regides Norte ¢ Vale do Jequitinhonha do Estado de Minas Gerais além de
introdu¢des da China e Cabo Verde.

O conhecimento da variabilidade genética existente entre os
diferentes gendtipos disponiveis neste BGA serd de suma importancia para
iniciar programas de melhoramento, determinando as estratégias (metodologias)

mais adequadas para obten¢ado de cultivares superiores.



2. Objetivos

Analisar a diversidade genética entre 46 genétipos de pinhdo-manso
provenientes do Banco de Germoplasma Ativo da EPAMIG-URENM, por meio
de marcadores RAPD e ISSR.



3. Reviséo Bibliografica
3.1. Importancia

O biodiesel surgiu como alternativa promissora aos combustiveis
fosseis em varias partes do mundo, incluindo o Brasil (BIODIESEL, 2007). A
Unido Européia produz biodiesel em escala industrial desde 1992. Na
Alemanha, existe uma frota significativa de veiculos leves, coletivos e de carga,
que utiliza biodiesel derivado de plantagdes especificas para fins energéticos e
distribuido por mais de 1.000 postos de abastecimento (RAMOS et al., 2003).
No Brasil, o Governo Federal langou, no ano de 2002, o Programa Brasileiro de
Biocombustiveis, com o objetivo de viabilizar a utilizacdo do biodiesel, pois este
poderia contribuir para diminuir a dependéncia dos combustiveis fosseis
(MIRAGAYA, 2005).

A grande diversidade de ecossistemas no Brasil permite a utilizagdo
de muitas oleaginosas para a produ¢do de biocombustiveis liquidos,
apresentando reais condigdes para tornar o pais um dos maiores produtores de
biodiesel do mundo. Existem cultivos de plantas oleaginosas com grande
potencial de uso energético como o dendé (palma), a cultura com maior
producdo por hectare, porém apresenta limitagdes para sua disseminagdo no
territério brasileiro e no processamento dos frutos (TEIXEIRA, 2005). A
mamona apresenta boa produtividade, mas possui restricdes quanto a
caracteristicas de seu 6leo e ao alto prego de mercado; ja a soja apresenta um
rendimento de 6leo por hectare inferior, quando comparada com outras espécies
(GONCALVES et al., 2005). O pinhdo-manso tem se destacado pelas
excelentes perspectivas de sua utilizagdo para producdo de biodiesel. Essa
planta estd sendo explorada no Sudeste Asiatico (india, China, Tailandia,
Camboja, dentre outros), na Africa e na América Central e Caribe (Nicarigua,

Belize e Cuba) (TEIXEIRA, 2005). Contudo, o conhecimento técnico sobre a



cultura ¢ extremamente limitado, visto que o pinhdo-manso encontra-se em
processo de domesticacdo e somente nos ultimos 30 anos comegou a ser

pesquisado agronomicamente, como alternativa aos derivados do petroleo.

3.2. Origem e distribuicéo do pinhdo-manso (Jatropha curcas L.)

O pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) pertence a familia
Euphorbiaceae que estd representada no Brasil por, aproximadamente, 72
géneros e 1.100 espécies de diferentes habitos e habitats (WEBSTER, 1994). O
género Jatropha possui cerca de 175 espécies distribuidas pela América
Tropical, Asia e Africa. O pinhdo-manso possui uma distribuigio natural desde
0 México até o Brasil, incluindo as ilhas do Caribe (SATURNINO et al., 2005).

Tem como o centro de origem o M¢xico ¢ a América Central,
porém apresenta ampla distribui¢do em diversas partes do mundo, € no
continente americano sua distribui¢do vai do México até o Brasil (HEIFFIG e
CAMARA, 2006). E adaptavel a condigdes climaticas muito variaveis e seu
cultivo tem se estendido a diferentes tipos de solo. No Brasil, a espécie adapta-
se desde a regidao Nordeste até os Estados de Sdo Paulo e Parana. Nessas
regides, sul e sudeste, pode-se encontra-lo em estado nativo, sendo que a maior
incidéncia da planta ocorre nos plantios isolados para uso como cerca viva ou
cultivados, em menor numero, como fonte de o6leo para uso medicinal
(SATURNINO et al., 2005).

No mundo se encontra amplamente difundido em um faixa de
latitude limitada ao norte do equador em 30 ° e ao sul a 35 °. Nessa faixa de terra
encontra-se, naturalmente, esta espécie em paises que, como India, China e Cabo
Verde, que realizam estudos regulares a respeito dessa cultura (JONGSCHAAP
et al., 2008)



3.3. Fenologia do pinhdo-manso

O pinhdao-manso ¢ uma arvore suculenta que atinge de 3 a 5 metros,
com um didmetro de tronco de 20 centimetros, com caule liso, macio,
esverdeado cinzento-castanho, ¢ floema pouco resistente, brando, tendo sua
medula desenvolvida. As folhas s3o deciduas, alternadas, filotaxia em espiral,
cordadas na base e possuem de trés a cinco lobulos. As folhas novas apresentam
coloragdo vermelho-vinho, cobertas com lanugem branca e 4 medida que se
expandem, tornam-se verdes. Durante a estagdo fria e seca, as folhas caem. As
plantas permanecem em repouso até o comego da primavera ou da época das
chuvas. A brotacdo e o surgimento das inflorescéncias apontam o fim do
repouso vegetativo (PEIXOTO, 1973).

A espécie ¢ monoica, cuja inflorescéncia é do tipo cimeira definida,
onde as flores sdo amarelo-esverdeadas, unissexuais e produzidas na mesma
inflorescéncia. As flores femininas apresentam-se com pedunculo longo, nio
articulado, com trés células elipticas, ovario com trés carpelos, cada um com um
léculo que produz um 6vulo com trés estigmas bifurcados e separados. As flores
masculinas possuem dez estames, cinco unidos na base e cinco na coluna, sendo
mais numerosas e situadas nas pontas das ramificagdes (SATURNINO et al.,
2005). Na inflorescéncia do pinhdo-manso, pode-se observar que as flores
femininas variam de cinco a vinte e que essas abrem em dias diferentes (RAJU e
EZRADANAM, 2002)

A flor feminina da primeira bifurcacdo do cacho abre antes, depois
vao se abrindo as situadas acima da primeira, o que forca a polinizagdo cruzada
ou xenogdmica (SATURNINO et al., 2005). Raju e Ezradanam (2002)
estudaram a frutificagdo do pinh3o-manso e relataram que em uma

inflorescéncia a propor¢do de flores femininas ¢ de 1-5 flores para 25-93



masculinas e que a abertura ocorre pela manha e a deiscéncia da antera ocorre
uma hora apds a abertura da flor. Os estigmas tornam-se receptiveis depois que a
flor se abre e permanecem assim por trés dias. As flores ndo polinizadas caem
no quarto dia, enquanto as polinizadas permanecem, onde as sépalas e pétalas
aumentam gradualmente para proteger o fruto até que alcance seu maximo
desenvolvimento (SATURNINO et al., 2005).

Quanto aos polinizadores, Raju e Ezradanam (2002) observaram
que na base das flores tanto femininas quanto masculinas existem glandulas
elipticas produtoras de néctar favorecendo, assim, a polinizagdo entomofila. Os
principais polinizadores sdo abelhas (Apis mellifera), moscas, tripes e formigas o
que promove uma taxa de geitonogamia de 77% e xenogamia de 96% (RAJU e
EZRADANAM, 2002; SATURNINO et al., 2005). Juhasz et al. (2009)
encontraram uma taxa de 88% de xenogamia nas condi¢des do Norte de Minas
Gerais.

Suas caracteristicas de polinizacdo cruzada definem-na como uma
planta alégama, e apresenta individuos 2n = 22 cromossomos € possui um
genoma relativamente pequeno C =416 Mb (CARVALHO et al., 2008).

Segundo Aker (2007), o desenvolvimento do fruto ¢ do tipo das
euforbidceas como a mandioca, mamona e seringueira, nas quais os frutos
fecundados continuam a crescer depois da maturacdo dos primeiros frutos de um
cacho. Os frutos sdo do tipo capsula trilocular, carnudos e amarelados quando
maduros, contendo trés sementes (SATURNINO et al., 2005). O fruto compde-
se de 27,8% de casca, 26,2% de epicarpo e 46% de albumen e € nesta regido que
se encontra o maior teor de 6leo, podendo chegar a 60,8% (BRASIL, 1985). O
pinhdo-manso ¢ uma planta de ciclo perene, que pode produzir de 1 a 6
toneladas de o6leo por hectare dependendo da idade da planta, comegando a
produzir aos 10 meses e atingindo a sua plenitude de produgdo por volta do

quarto ano, podendo chegar aos 50 anos produzindo (PEIXOTO, 1973).



O pinhdo-manso apresenta uma baixa exigéncia hidrica e
nutricional; contudo, dependendo das condi¢cdes de solo e regimes
pluviométricos, foram observadas produtividades agricolas que variaram de 0,5
a 12 t/ha ano (BASHA et al., 2009). Também possui precocidade na produgio e
baixo custo final do 6leo (TEIXEIRA, 2005), possibilitando ainda a recuperacao
de 4reas degradadas como o projeto de combate a desertificagdo em Mali,
segundo Henning (2006). Além disso, seus componentes quimicos
(toxialbumina jatrofina [curcina], ésteres de forbol e flavonoides) das sementes
sdo utilizados no Sudeste Asidtico para fins medicinais como o tratamento do
cancer, da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) e de efeitos anti-

inflamatorios (LIN et al., 2003;LUO et al., 2006; STAUBMANN et al., 1999).

3.4. Recursos e diversidade genética

O estudo da diversidade visa a elucidar relagdes genéticas,
quantificar ou predizer o nivel de variabilidade total existente e a sua
distribuicdo entre e/ou dentro de unidades taxondmicas, quer elas sejam
individuos, acessos de banco de germoplasma, linhagens, cultivares, populagdes
de sistemas controlados de acasalamento ou naturais e espécies. Este
conhecimento tem proporcionado importantes contribui¢des ao melhoramento
genético, ao gerenciamento de bancos de germoplasma, a conservacdo de
recursos genéticos e ao entendimento dos processos evolutivos das espécies
(PERSSONI, 2007).

A quantificagdo da diversidade genética auxilia no planejamento
de estratégias mais eficazes que venham a maximizar os ganhos genéticos no
melhoramento. Dentre as possibilidades de estudos da diversidade, destacam-se:

determinacdo das inter-relagdes genéticas entre linhagens, cultivares e
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populagdes; identificacdo de combinagdes parentais adequadas a obtengdo de
hibridos altamente heteroticos e que possibilitem maior segregacdo em
recombinagdes, com o aparecimento de transgressivos; introgressdo de genes
favoraveis provenientes dos acessos de bancos de germoplasma, componentes da
base genética da espécie-alvo; identificacdo de variedades derivadas no processo
de protegdo de cultivares (MOHAMMADI e PRASANNA, 2003; REIF et al.,
2005).

Nos bancos de germoplasma, a analise da diversidade pode
ajudar a classificar corretamente um acesso, identificar duplicatas e subgrupos
de colegoes-nucleo e auxiliar na quantificagdo do nivel de variabilidade presente

em um pool génico, bem como seu fluxo através do tempo (REIF et al., 2005).

3.5. Uso de marcadores moleculares em estudos de diversidade genética

Atualmente, existem muitos métodos disponiveis para o estudo
da diversidade genética, seja em avaliagdes de acessos de bancos de
germoplasma, cultivares melhoradas ou populacdes. Esses métodos podem ser
aplicados na analise de dados de pedigree, dados morfologicos, dados de
performance agrondmica, dados bioquimicos e dados moleculares baseados na
analise de DNA (FEDERIZZI, 1998).

A utilizagdo de marcadores moleculares tornou possivel a
identificacdo e caracterizacdo de germoplasma, a construcdo de mapas genéticos
e a estimativa da distancia genética entre individuos e/ou popula¢des de varias
espécies vegetais (BOREM e CAIXETA, 2006). Tais tecnologias podem
contribuir para uma aceleragdo de ganhos genéticos em plantas de interesse,
especialmente em culturas cujas informagodes ainda limitadas, como € o caso da
maioria das espécies tropicais arboreas (FERREIRA e GRATTAPALIA, 1998;
PICOLI et al., 2001). De modo semelhante, as informa¢des de diversidade e

11



distancia genética tém sido avaliadas para a identificagdo das melhores
combinagdes hibridas e na organiza¢do de bancos de germoplasma; indicando
redundancias e deficiéncias das cole¢des, além de gerar dados sobre a eficiéncia
do processo de coleta, manutencdo e ampliacdo de um banco de germoplasma
(BARBOSA-NETO e BERED, 1998).

O desenvolvimento de marcadores bioquimicos e moleculares
proporcionou um salto qualitativo e quantitativo em estudos da estrutura
populacional ¢ do sistema produtivo de diversas espécies. Varios pardmetros
populacionais, como grau de endogamia e sistema reprodutivo predominante,
dentre outros, podem ser obtidos ¢ sdo de grande importancia na determinacgdo
de estratégias de conservagdo da variabilidade genética na natureza, bem como
para sua melhor utilizagdo em programas de melhoramento genético das
espécies (REIF et al., 2005).

Barbosa-Neto e Bered (1998) argumentaram que ndo ha sérias
restricdes quanto aos marcadores moleculares preferenciais para utilizagdo em
estudos de diversidade genética. De modo geral, os marcadores devem ser
confiaveis em termos de repetibilidade, ter baixo custo e serem faceis e rapidos
de analisar. Além disso, permitirem uma amostragem extensiva dos genomas de
interesse ao nivel de DNA sem a influéncia do ambiente. Nesse sentido, os
marcadores baseados em técnicas de PCR (reacdo em cadeia da polimerase) sao
mais atrativos, principalmente aqueles que apresentam grande polimorfismo.

Dentre os marcadores de DNA baseados em PCR, tem-se o
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) e o ISSR (Inter Simple Sequence
Repeat). Ambos apresentam a caracteristica de dominancia, ou seja, estes tipos
de marcadores nd3o permitem distinguir individuos homozigotos de
heterozigotos. A técnica RAPD apresenta as vantagens de: simplicidade,
facilidade na obtengdo de dados, custo relativamente reduzido, em relagdo a

outras técnicas moleculares, ¢ a aplicabilidade imediata a qualquer tipo de
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organismo, sem a necessidade de conhecimento prévio do seu genoma, porém
pode apresentar baixa reprodutibilidade. A técnica de ISSR também apresenta
todas as vantagens citadas para a técnica de RAPD, mais um elevado grau de
reprodutibilidade, resultante do comprimento dos primers empregados (16 a 25
pb) e de condigdes de anelamento mais estrigentes (com temperaturas de
anelamento entre 45 °C e 60 °C) (BOREM e CAIXETA, 2006).

Poucos trabalhos para conhecer a diversidade genética do pinhao-
manso foram realizados no Brasil. Gois et al. (2006) avaliaram oito acessos de
Minas Gerais, quatro de Goids, um do Espirito Santo e um de Sergipe através da
técnica de isoenzimas, encontrando acessos altamente similares e outros bem
divergentes. Divakara (2010) em uma revisdo sobre os aspectos bioldgicos e o
melhoramento de Jatropha curcas retine em uma tabela nove referéncias sobre
trabalhos que utilizaram marcadores moleculares para caracterizar acessos em
pinhdo-manso, dentre estes, Basha e Sujatha (2007) avaliaram 42 acessos de J.
curcas L. de diferentes regides da India. Esses autores usaram primers RAPD e
ISSR para determinar a diversidade genética desses acessos e concluiram a
necessidade imediata de aumentar a base genética do pinhdo-manso naquele
pais, devido a baixa diversidade genética encontrada entre os acessos. Ainda
registraram algumas marcas especificas para determinadas regides, conseguindo
diferenciar especificamente materiais com origens diversas.

O baixo numero de trabalhos publicados refor¢a a necessidade de
um estudo mais apurado sobre a diversidade genética de pinhao-manso no Brasil
e, principalmente, em regides promissoras na produ¢do do mesmo, como as

regides Norte e Vale do Jequitinhonha de Minas Gerais.
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4. Material e Métodos
4.1. Coleta do Material Genético

Foram coletadas folhas jovens de 46 genotipos de pinhdo-manso
que se encontram no Banco de Germoplasma de Pinhdo-manso da Empresa de
Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais - Unidade Regional do Norte de Minas
(EPAMIG/URENM). Durante o processo de coleta, a nervura central das folhas
foi retirada e descartada, sendo o material envolvido em papel aluminio
previamente identificado, acondicionado em recipiente resfriado e conduzido ao
Laboratorio de Biotecnologia da UNIMONTES.

Foram utilizados genotipos da regido Norte de Minas, Vale do
Jequitinhonha, Bahia, China e Cabo Verde. A procedéncia dos gendtipos

encontra-se descrita na Tabela 1.

TABELA 1
Identificagdo e origem de gendtipos de pinhdo-manso (J. curcas L.) utilizados

na analise gendmica.

NO

~N N W AW

Identificagao Localidade Cidade Estado / Pais
21 Paciéncia Porteirinha Minas Gerais — BR
87 Sada Pivot 3020 Jaiba Minas Gerais — BR
52 Januéria Minas Gerais — BR
58 Carbonita Minas Gerais — BR
30 Banavit Nova Porteirinha Minas Gerais — BR
16 Paciéncia Porteirinha Minas Gerais — BR
44 Diamantina Minas Gerais — BR
... continua...
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Tabela 1 Cont.

8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33

41
76
17
74
78
59
&3
7
71
45
55
25
12
65
32
27
43
36
79
86
63
1
50
82
69
15

Biojan-MG
Paciéncia
Biojan-MG
Biojan-MG

Sada pivot 4313
Matinha
Sada pivot 4013

Sao Lucas

Barbosa
Paciéncia
Arinos
Banavit

Sub-estagdo
Banavit
Biojan-MG
Sada pivot 4016
Matinha

Biojan-MG

Paciéncia

Malacacheta
Janatba
Porteirinha
Janatba
Janauba
Carbonita
Jaiba
Nova Porteirinha
Jaiba
Janauba
Carbonita
Janatba
Porteirinha
Arinos
Nova Porteirinha
Janatba
Araguai
Nova Porteirinha
Janatba
Jaiba
Arinos
Nova Porteirinha
Januaria
Janauba
Valente

Porteirinha

Minas Gerais — BR
Minas Gerais — BR
Minas Gerais — BR
Minas Gerais — BR
Minas Gerais — BR
Minas Gerais — BR
Minas Gerais — BR
Minas Gerais — BR
Minas Gerais — BR
Minas Gerais — BR
Minas Gerais — BR
Minas Gerais — BR
Minas Gerais — BR
Minas Gerais — BR
Minas Gerais — BR
Minas Gerais — BR
Minas Gerais — BR
Minas Gerais — BR
Minas Gerais — BR
Minas Gerais — BR
Minas Gerais — BR
Minas Gerais — BR
Minas Gerais — BR
Minas Gerais — BR
Bahia
Minas Gerais — BR

...continua...
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Tabela 1 Cont.

34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46

CH1 China
CH3 China
CBl11 Cabo Verde
54 Januéria Minas Gerais — BR
88 Sada pivot 4005 Jaiba Minas Gerais — BR
CH2 China
81 Biojan-MG Janauba Minas Gerais — BR
4 Matinha Nova Porteirinha Minas Gerais — BR
CBO Cabo Verde
10 Paciéncia Porteirinha Minas Gerais — BR
CB7 Cabo Verde
CB13 Cabo Verde
23 Barbosa Janauba Minas Gerais — BR

4. 2. Extracdo do DNA

O DNA genomico das folhas foi extraido utilizando-se o método
proposto por Basha e Sujatha (2007). Cerca de 0,250 g de tecido fresco foi
triturado com N, liquido em um cadinho com ajuda de um pistilo e incubado a
65 °C por uma hora em microtubos de 2 ml com 800 pL de tampao de extragdo
(2% CTAB, 1,4M NacCl, 20mM EDTA pHS8; 100mM Tris-HCI pH 8,0; 3% PVP;
1% B-mercaptoetanol).

O extrato foi submetido a duas extracdes com cloroférmio-alcool
isoamilico (24:1), e centrifugado por 5 minutos a 14.000 rpm em temperatura
ambiente, com posterior transferéncia do sobrenadante para novos microtubos de

1,5 ml. Os 4cidos nucleicos na fase aquosa foram precipitados com isopropanol
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na propor¢do de 1:1 do volume recuperado ¢ incubados a -20 °C over night e
depois centrifugados por 15 minutos a 14.000 rpm em temperatura ambiente.
Em seguida removeu-se o sobrenadante, e o precipitado foi deixado a
temperatura ambiente por 15 a 20 minutos para secar. Apos a secagem, O
precipitado foi lavado uma vez em etanol 70% e uma vez com etanol 95%, para
retirar o sal presente.

A partir dessa etapa foi feita uma modificacdo para a purificagdo do
DNA, proposta por Michaels et al. (1994), na qual adicionou-se ao precipitado
uma solucdo de 500 pl (10mM Tris HCI pH 8,0; 0,25 M NaCl) e dissolveu-o ao
vortex. Foi feita a adicdo 180 pl de etanol absoluto gelado. Em seguida, as
amostras permaneceram no congelador over night. Apds esse periodo, foram
centrifugadas por 20 minutos a 14.000 rpm, a 4 °C. Em seguida, transferiu-se o
sobrenadante para um novo tubo onde se adicionou 700 ul de isopropanol. Essa
mistura foi mantida por 15 minutos em temperatura ambiente e, em seguida foi
centrifugada por 20 minutos a 14000 rpm, a 4 °C. Realizou-se a remog¢ao do
sobrenadante e lavagem do precipitado com etanol 70% e etanol 95%. O
precipitado foi novamente dissolvido com 200 pL. de TE pH 8,0 (10 mM Tris-
HCI e ImM EDTA), contendo RNAse na concentracdo final de 4 pg/ml. A
solucdo ficou incubada em banho-maria a 37 °C por 30 minutos. Apds a
incubagdo, adicionou-se NaCl 5M na propor¢do de 1:10 e 2/3 do volume de
isopropanol gelado para precipitacdo do DNA, que foi incubado novamente a -
20 °C, por 2 a 3 horas. Posteriormente foi feita a centrifugacdo e lavagem do
precipitado com etanol 70% e 95%, o mesmo precipitado foi ressuspenso em
200 pL de TE.

Para verificacdo da qualidade do DNA, utilizou-se um minigel de
agarose 0,8%, corado em solugdo de brometo de etideo (0,2 mg/L). A

quantidade do DNA foi estimada por espectrofotémetro (FEMTO 700 Plus,
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FEMTO Ind. e Com. Instrumentos LTDA, Sao Paulo, SP, BR) a 260/280 nm. A

partir de entdo realizou-se a dilui¢ao, mantendo as amostras a 10 ng de DNA/uL.

4. 3. Andlise de RAPD

Para a andlise de RAPD, foram utilizados 33 primers e as reacdes
de amplificagdo foram realizadas em termociclador (TECHNE Modelo TC-412,
Techne at Barloworld Scientific — Limited, Staffordshire, UK), as quais
seguiram a metodologia proposta por Williams et al. (1990) com as seguintes
concentragdes finais: DNA gendmico (30 ng/ul); tampado 10X Tris-HCI/KCI
(10mM/50mM); MgCl, (2,8 mM); dNTPs (0,1 mM); primer (5 pmol); Taq DNA
polimerase (1 unidade) e agua ultrapura para completar 25ul. As amplificagdes
foram efetuadas sob as seguintes condigdes: um ciclo a 94 °C por 3 minutos; 40
ciclos de 94 °C/15 segundos, 35 °C/30 segundos e 72 °C/1 minuto; ao final
desses, um ciclo a 72 °C por 7 minutos e logo apds, foi reduzido a 4 °C forever.
Os iniciadores (primers) foram tomados ao acaso e adquiridos do Kit Operon®.

Os produtos resultantes das amplificagdes foram separados por
eletroforese em gel de agarose a 1,2%, a 100 V em cuba horizontal (PW300,
Biosystens, Comercial Importadoras de Equipamentos para Laboratério LTDA,
Curitiba, PR, BR), em tampao TBE (Tris/Borato/EDTA)IX por
aproximadamente duas horas e corados em solugdo de brometo de etideo a 0,2
mg/L por 15 minutos. Os fragmentos amplificados foram visualizados sob luz
ultravioleta e fotografados em sistema digital de Fotodocumenta¢do UVP® Life

Science software (Ultra-Violet Products LTDA, Cambridge, UK).
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4. 4. Andlise de ISSR

Foram utilizados 13 primers ISSR. Para sua amplificagdo, utilizou-
se o termociclador TECHNE Modelo TC-412. Foram adotadas as seguintes
condigdes para um volume final de 10 pL: DNA (2,5ng); 1uL Tris-HCI pH 8,3
(10 mM/50 mM); MgCly( 25 mM); dNTPs (0,2 uM); primer (0,4 uM); Taq
DNA polimerase (0,6 unidades) e dgua ultrapura para completar o volume. As
reacdes consistiram em uma fase inicial de desnaturagdo a 94 °C por 4 minutos,
seguida por 35 ciclos de desnaturacdo (94 °C/30 segundos), anelamento (1
minuto) e extensdo (72 °C/2 minutos) e uma fase de extensdo final de 72 °C por
7 minutos. Logo ap6s, reduziu-se a 10 °C até a retirada das amostras.

Os primers utilizados para a amplificacdo foram da colecdo UBC
(Primers desenvolvidos pelo Laboratorio de Biotecnologia da Universidade
Columbia Britanica, colecdo n° 9): UBC 812, UBC 829, UBC 834, UBC 867
com temperatura de anelamento (Ta) =50°C; UBC 810, UBC 817, UBC 847,
UBC 861, UBC 866, UBC 873, UBC 880, UBC 891 com Ta=55°C; UBC 889,
com Ta=58 °C.

Os produtos resultantes da amplificagdo foram separados por
eletroforese em gel de agarose a 1,2%, em tampao TBE 1X por
aproximadamente duas horas e trinta minutos, corados em solugdo de brometo
de etideo 0,2 mg/L por 15 minutos. Os fragmentos amplificados foram
visualizados sob luz ultravioleta e fotografados em sistema digital de
Fotodocumentag¢do UVP® Life Science software.

A interpretacdo dos padroes de bandas exibidas levou em
consideragdo o principio em que as bandas geradas por um mesmo primer e que

ocuparem a mesma posi¢do relativa indicam a amplificacio do mesmo
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fragmento de DNA, ou seja, pertencem ao mesmo loco génico, enquanto bandas
ocupando posi¢des relativas diferentes sdo de locos distintos. Dessa forma, foi
feita uma matriz de dados envolvendo os quarenta e seis genotipos, atribuindo-se
valor igual a 1 se a banda homologa estiver presente e 0, caso contrario.

Os dados obtidos por meio da eletroforese dos primers RAPD e
ISSR foram registrados na forma de presenca (1) e auséncia (0) de bandas nos
géis fotografados. O célculo de distidncia entre os genotipos foi efetuado com
base no coeficiente de similaridade de DICE (SORENSO ou NEI e LI) conforme

a formula abaixo.

Dij= Sij= 2a/(2a+b+c)

Onde a é o niimero de locus comuns aos gendtipos i € j, enquanto b
e ¢ so os nimeros de locus presentes apenas em cada um dos gendtipos. De
acordo com as distdncias genéticas, foi elaborado a partir da andlise de
agrupamento, um dendrograma utilizando-se Método da Ligacdo Média entre
Grupo (UPGMA) (SNEATH e SOKAL, 1973). Para a analise dos dados obtidos,
foi utilizado o programa estatistico Genes (CRUZ, 2006).
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5. Resultados e Discussao

5.1. Extracdo de DNA

Ap6s a quantificagdo do DNA gendmico total em espectofotdmetro,
observou-se valor médio para A260 nm/A280 nm de 1,55; caracterizando boa
qualidade de DNA e auséncia de proteinas e carboidratos. Ferreira e Grattapaglia
(1998) recomendam que a relagdo A260/A280 seja entre 1,2-2,0. A quantidade
média de DNA obtido foi de 706,21 ng/ul. Apos a quantificagcdo, as amostras

foram padronizadas para a concentragdo de 10 ng/pL.

5.2. Analise da diversidade genética

Para a analise com RAPD foram utilizados 33 primers dos quais 24
apresentaram polimorfismo e 9 ndo apresentaram bandas polimoérficas (Tabela
2). A partir da amplificagdo desses primers foi obtido um total de 281 bandas,
sendo que apenas 69 (24,5%) delas apresentaram polimorfismo, e 212 bandas
(75,5%) apresentaram monomorfismo, demonstrando baixa variabilidade
genética entre os gendtipos analisados.

A baixa porcentagem de bandas polimérficas também foi observada
por Dias et al. (2007) que, ao estudarem um bulk de 10 plantas de dois
genodtipos, encontraram somente 24,5% de polimorfismo utilizando 39 primers
RAPD . Resultados semelhantes foram obtidos também por Rosado et al. (2009)
que, ao analisarem a diversidade genética de 192 acessos de pinhdo-manso,
obtiveram com a utilizagdo de 94 primers RAPD apenas 23 bandas polimorficas
(6,2%). Em trabalho realizado por Souza et al. (2009a), 27 primers RAPD,

geraram apenas 23,7% de bandas polimorficas.
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TABELA 2
Primers utilizados para analise de RAPD, suas sequéncias, numero total de
bandas, nimero de bandas monomorficas e polimoérficas geradas pela

amplificagdo do DNA dos 46 gendtipos de J. curcas L.

Primer  Sequénica N° Total N° de Bandas  N°de Bandas
5 3 de Monomorficas  Polimorficas
Bandas

OPAO6 GGTCCCTGAC 3 2 1

OPA10 GTGATCGCAG 16 14 2

OPB10 CTGCTGGGAC 11 8 3

OPC07 GTCCCGACGA 3 3 0

OPC10 TGTCTGGGTG 12 12 0

OPC14 TGCGTGCTTG 11 10 1

OPC18 TGAGTGGGTG 6 5 1

OPD04 TCTGGTGAGG 11 10 1

OPD07 TTGGCACGGG 5 4 1

OPE05 TCAGGGAGGT 3 3 0

OPF16 GGAGTACTGG 5 5 0

OPF19 CCTCTAGACC 4 4 0

OPG17 ACGACCGACA 7 6 1

OPH11 CTTCCGCAGT 15 5 10

OPH14 ACCAGGTTGG 7 5 2

OPJ15  TGTAGCAGGG 9 5 4

OPJ20 AAGCGGCCTC 11 6 5

OPKO1 CATTCGAGCC 9 8 1

... continua...
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Tabela 2 Cont.

OPL03 CCAGCAGCTT 12 12 0
OPMO08 TCTGTTCCCC 5 5 0
OPNI11 TCGCCGCAAA 9 6 3
OPO10 TCAGAGCGCC 7 7 0
OPP03  CTGATACGCC 8 5 3
OPP09  GTGGTCCGCA 14 11 3
OPUO6  ACCTTTGCGG 8 4 4
OPUI0 ACCTCGGCAC 8 6 2
OPU19 GTCAGTGCGG 7 4 3
OPV08 GGACGGCGTT 8 4 4
OPV15 CAGTGCCGGT 8 5 3
OPV17 ACCGGCTTGT 12 8 4
OPY20 AGCCGTGGAA 13 7 6
OPW02 ACCCCGCCAA 8 8 0
OPW17 GTCCTGGGTT 6 5 1
Total 281 212 69

Todos os 13 primers ISSR apresentaram polimorfismo nos 46
gendtipos avaliados. De um total de 189 bandas, 37 (19,9%) foram polimorficas
e 149 (80,1%) monomorficas revelando alto nivel de similaridade genética entre
os acessos estudados. (Tabela 3).

Utilizando 11 primers ISSR, Souza et al. (2009b) também
obtiveram baixa porcentagem de polimorfismo, 23,09%. Entretanto, Ram et al.
(2008), ao analisarem a diversidade genética de diferentes espécies de pinhdo-

manso, obtiveram 80,2% de polimorfismo. Esse resultado indica que, apesar da
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diversidade intraespecifica ser baixa, a diversidades entre espécies € alta, o que

sugere a busca de variabilidade genética entre espécies de Jatropha.

TABELA 3

Primers de ISSR, sequéncias, nimero total de bandas, nimero de bandas

monomorficas e polimorficas geradas pela amplificacdo do DNA dos 46

genotipos de J. curcas L.

Primer  Sequénica N° N°de Bandas N°de
5 3 Total Monomorficas Bandas
de Polimérficas
Bandas
UBC810 GAGAGAGAGAGAGAGAT 12 7 5
UBC812 GAGAGAGAGAGAGAGAA 18 15 3
UBC817 CACACACACACACACAA 8 5 3
UBC829 TGTGTGTGTGTGTGTGC 12 7 5
UBC834 AGAGAGAGAGAGAGAGYT 18 12 6
UBC847 CACACACACACACACARC 12 10 2
UBC861 ACCACCACCACCACCACC 16 15 1
UBC866 CTCCTCCTCCTCCTCCTC 8 7 1
UBC867 GGCGGCGGCGGCGGCGGC 16 15 1
UBC873 GACAGACAGACAGACA 14 11 3
UBC880 GGAGAGGAGAGGAGA 16 12 4
UBC889 DBDACACACACACACAC 19 17 2
UBC891 HVHTGTGTGTGTGTGTG 17 16 1
Total 189 149 37

De posse dos resultados das amplificacdes, foram geradas, pelo

coeficiente de similaridade de DICE, matrizes de distdncia genética para cada
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marcador, € uma matriz conjunta, todas apresentaram comportamento
semelhante quanto a formagdo de grupos observando como caracteristica a
dissimilaridade, assim, serd adotada para discussdo, apenas a matriz conjunta.

A matriz de distdncia genética (APENDICE A), gerada pelo
coeficiente de Similaridade de DICE, revelou variagdo de distancia genética
minima de 1,26% entre os genotipos 4 (Nova Porteirinha-MG) e 81 (Janatba-
MGQ), justificavel pela proximidade fisica dos locais de coleta entre esses acessos
e maxima de 76,15% entre os gendtipos CB7(Cabo Verde) ¢ 71(SADA — Jaiba-
MG). A distancia geografica entre as duas origens constitui um argumento capaz
de justificar a grande dissimilaridade entre estes acessos; contudo, ao observar a
distancia média de 20,90% entre todos os acessos, verifica-se que os genotipos,
de maneira geral, sdo muito similares, apresentando uma baixa diversidade
genética.

Rosado et al. (2009) encontraram padrdo de distdncia semelhante,
com uma variacdo de 0 a 86% e distancia média de 11% em 192 acessos
coletados em diferentes regides do Brasil. Moreira et al. (2009), mesmo com a
utilizagdo de marcadores microssatélites, que sdo codominates, ou seja, sdo
capazes de distinguir individuos homozigotos de heterozigotos, conseguiram
encontrar valor maximo para divergéncia genética em gendtipos de J. curcas, de
apenas 28%. Estes resultados sdo controversos aos obtidos por Ram et al. (2008)
que encontraram divergéncia genética significativa de 80,2% de bandas
polimorficas entre gendtipos de jatropha. Porém, ¢ importante ressaltar que
foram utilizadas no trabalho 8 diferentes espécies de Jatropha, o que implica a
relevante importancia de selecionar, para programas de melhoramento, espécies
selvagens deste género.

Através da analise de agrupamento pelo Método da Ligacdo Média
entre Grupo (UPGMA), foi obtido um dendrograma (Figura 1). Em sua analise,

constatou-se de uma forma geral a formacgdo de dois diferentes agrupamentos,
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um deles constituido pelos genoétipos 86, 71 e 83, todos provenientes da SADA.
Estes foram apenas coletados nos campos de producdo da empresa (Existem
relatos verbais indicando que os mesmos sdo de origem mexicana). Ao se
subdividir este grupo, verificou-se que o gendtipo 86 permanece isolado,
enquanto que os gendtipos 83 e 71 permanecem agrupados com grau de
similaridade em torno de 64%. O outro grande grupo formado pelos 43
gendtipos restantes (93,48% da populagdo analisada) subdividiu-se em trés
subgrupos, um contendo isolado o genotipo CB7, oriundo de Cabo Verde, outro
formado pelos gendtipos 27 a 30, este agrupa somente materiais coletados no
Brasil, ¢ um terceiro subgrupo composto pelos genotipos 54 a 81 de diferentes

origens, mas que foi capaz de agrupar os que tiveram origem na China.
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FIGURA 1. Dendrograma (UPGMA) dos gendtipos de pinhao-

manso, a partir da analise conjunta dos primers RAPD ¢ ISSR.
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Mesmo verificando-se a formag¢do de um subgrupo capaz de
agrupar os genotipos oriundos da China, a alta similaridade constatada neste
subgrupo (superior a 70%) evidencia a baixa diversidade genética entre os
genotipos das mais diferentes origens.

A formagdo de um grupo principal, contendo a maior parte dos
genotipos, reforca o conceito de que genotipos de pinhdo-manso de diferentes
regides do mundo e do Brasil possuem uma ancestralidade comum, excluindo a
ideia de diversidade genética por origem. Resultados semelhantes foram
observados no estudo de diversidade genética realizado por Oliveira et al.
(2007), com 24 genotipos de diferentes regides do Brasil. A partir de marcadores
RAPD, esses autores verificaram a formacdo de quatro grupos distintos
independentemente da origem dos gendtipos. Ao caracterizarem, via marcadores
RAPD e microssatélites, 48 gendtipos de pinhdo-manso provenientes de
diferentes regides da India e um proveniente do México, Basha e Sujatha (2007)
constataram que 83% dos acessos indianos caracterizados agruparam-se em dois
grandes grupos, enquanto o acesso do México formou um grupo unitario. Sun et
al. (2008), com a utilizagdo de 17 marcadores microssatélites, ndo conseguiram
separar 58 gendtipos chineses analisados. Ao estudarem gendtipos de J. curcas
de diversas regides do mundo, Basha et al. (2009) verificaram apenas dois
agrupamentos, um contendo gendétipos da regido da América Central, e o outro
formado por genétipos de outras regides do mundo.

Ranade et al. (2008), ao utilizar marcadores RAPD ¢ AFLP em
analise de acessos selvagens e de colegdes de J. curcas L., da [ndia, concluiram
que os selvagens se mostraram mais distantes de todos. Isso indica que a
inclusdo de acessos selvagens numa analise de distincia genética pode revelar
maior dissimilaridade, visto que estes ndo sofreram interven¢do humana capaz

de estreitar a base genética.
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O pinh3o-manso é uma espécie monoica, assim, ¢ esperado que
seus locos estejam em heterozigose, devido a sua predisposi¢ao para ocorréncia
de alogamia. No entanto, em estudo realizado por Rosado et al. (2009), com
excecdo de um loco, todos os locos microssatélites analisados foram
homozigotos. Sun et al. (2008) também verificaram homozigose para 16 pares
de loci de SSR em 58 acessos de pinhdo-manso na India.

Apesar de os marcadores utilizados neste trabalho ndo serem
capazes de diferenciar individuos homozigotos de heterozigotos, o presente
trabalho e outros estudos realizados com outros tipos de marcadores dominantes
e também codominates evidenciam a baixa diversidade genética entre acessos
de pinh3o-manso. Caracterizada pela formacdo de um grupo concentrando
muitos acessos e outro concentrando poucos acessos, neste trabalho houve a
formacao de um grupo com 43 acessos e outro com 3. A baixa variabilidade
genética apresentada pode ser atribuida a poucas introdugdes iniciais deste
material tanto no Brasil como em outras partes do mundo, sendo que tal
problema pode ainda ter sido agravado pela sua difusdo, essencialmente, através
de propagacdo vegetativa.

Apesar de ser considerada uma planta alégama, ndo se deve
descartar as chances de ocorréncia de autofecundagdo em pinhdo-manso, ou até
mesmo de apomixia. Em um experimento com polinizagdo de Jatropha curcas
na India, Bhattacharya et al. (2005) observaram cerca de 32% de apomixia. No
Brasil, estudos realizados por Juhasz et al. (2009) com planta de pinhdo-manso
em condi¢des de semiarido revelaram uma taxa de 5% de frutos apomiticos e de
20% por autofecundacdo natural. Devido as andlises em outros trabalhos
indicarem ainda grande porcentagem de individuos em homozigose, suspeita-se
que acessos de pinhdo-manso presentes no Brasil e em outros paises estejam se
reproduzindo, preferencialmente, por autogamia. A ocorréncia de plantas

isoladas, como ocorre no Brasil, pode facilitar este processo.
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No programa de melhoramento desta espécie, para obtencdo de
ganhos genéticos, ¢ indispensavel a introdu¢do de materiais provenientes de
outros paises, principalmente do centro de origem e/ou diversidade da espécie.
Um programa de melhoramento para o pinhdo-manso objetiva criar cultivares
que apresentem auséncia de toxidez, maior produtividade em graos e com alto
teor de oleo, abertura de flores masculinas e femininas em sincronia, tolerancia a
doencas, seca e também insetos-praga, além de outras caracteristicas. Contudo,
ndo se deve esquecer de que a obtencdo de ganhos genéticos que atendam a estes
objetivos depende diretamente da presenca de variabilidade genética. Devido a
baixa variabilidade genética observada, ha uma necessidade imediata de se
estudar meios para alargar a base genética de J. curcas por meio de selegdo de

genotipos superiores, mutagénese ou hibridagao interespecifica e poliploidia.
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6. Concluséo

Os marcadores RAPD e ISSR permitem detectar baixa
variabilidade genética entre os gendtipos de pinhdo-manso analisados, indicando
a necessidade de se alargar a base genética desta espécie.

Os individuos mais divergentes, 86, 71 e 83, podem ser indicados
para serem utilizados em hibridagdes futuras no programa de melhoramento
genético do pinhao-manso, pois sdo 0s que apresentam maior capacidade de
geracdo de progénie com elevada expressdo heterdtica, devendo-se, € claro, aliar

estas caracteristicas com caracteres de interesse agronomico também.
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8. Anexo A

Matriz de dissimilaridade genética obtida a partir do coeficiente de DICE
para a distancia conjunta:

acesso 21 87 52 58 30 16 44 41
21 515 643 7,771 1412 11,58 10,26 11,58
87 635 10,15 1276 11,49 1138 15,23
52 379 12,72 8,92 7,56 11,38
58 8,89 7,63 6,25 7,58
30 892 11,38 12,69
16 10,13 11,44
44 3,77
41
76
17
74
78
59
83
7
71
45
55
25
12
65
32
27

CH1
CH3
CBl11
54
88
CH2
81

CBO
10
cB7
CB13
23
...continua...
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Anexo A Cont

acesso

76

17

74

78

59

83

21
87
52
58
30
16
44
41
76
17
74
78
59
83
7
71
45
55
25
12
65
32
27
43
36
79
86
63
1
50
82
69
15
CH1
CH3
CB11
54
88
CH2
81

CBO
10
CB7
CB13
23

14,12
16,43
15,11
11,32
11,38
17,72

7,52

8,81

11,55
16,39
12,56
8,78
10,1
16,43
7,5
8,78
5

15,5
15,31
16,52
12,69
10,18

16,6

8,85
10,15

3,79

8,83

5,15
14,01
12,69
11,41
11,46
12,76
12,63
13,94
12,63
12,59
14,01

10,36
15,31
11,44
10,15
11,49
12,79
11,38
8,87
10,1
8,83
10,18
8,92

52,5
54,09
56,46
58,82
59,12
59,27
59,85

62,5
56,04
54,86
53,82

60,3
56,18

15,35
16,43
13,87
15,11
18,92
17,68
12,53
16,35
15,04
13,77
16,43
12,63
10,13
56,18

...continua...
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Anexo A Cont

acesso 71 45 55 25 12 65 32

21 59,27 10,28 12,95 9,01 10,28 14,12 11,58
87 64,52 13,94 17,86 12,69 11,41 13,94 13,98
52 61,88 10,1 11,44 8,85 10,1 12,63 10,13
58 59,26 6,31 7,61 7,58 8,83 11,35 6,32
30 59,55 11,41 11,49 11,44 11,41 13,94 11,44
16 60,87 12,69 12,79 12,72 15,23 17,77 12,72
44 60,27 5,03 8,85 8,81 7,54 12,56 7,56
41 61,73 6,31 8,87 7,58 8,83 13,87 8,85
76 57,81 7,54 10,1 11,32 7,54 12,56 10,08
17 56,51 7,52 8,83 8,78 7,52 12,53 10,05
74 57,07 8,87 10,18 10,15 8,87 13,94 11,44
78 60,72 10,13 14,01 11,41 12,66 17,72 12,69
59 58,39 8,87 10,13 6,34 11,41 16,48 11,44
83 20,81 60 61,17 57,6 60 60 57,64
7 60,27 12,56 15,19 12,59 15,08 20,1 15,11
71 57,95 60,87 59,26 60,42 60,42 55,62
45 3,8 6,31 2,52 7,56 2,53
55 6,34 6,34 11,41 6,35
25 6,31 11,35 8,85
12 5,04 5,05
65 7,58
32
27
43
36
79
86
63
1
50
82
69
15

CH1

CH3

CB11
54
88

CH2
81
4

CBO
10

cB7

CB13
23

...continua...
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acesso 27 43 36 79 86 63 1

21 15,65 23,24 23,02 21,77 58,67 26,75 24,2
87 21,49 21,71 26,42 22,73 61,64 28,89 26,35
52 17,63 21,66 25,06 21,38 56,46 25 22,5
58 13,84 17,81 21,28 17,59 53,82 21,22 18,73
30 15,19 14,01 20,15 15,19 55,28 21,38 18,87
16 16,48 20,41 23,69 22,78 57,93 27,71 25,15
44 13,8 22,78 22,44 18,77 54,86 24,88 22,39
41 15,11 24,14 23,78 20,1 53,83 26,22 23,72
76 16,31 20,25 22,44 18,77 57,36 24,88 21,12
17 15 20,25 21,17 17,5 52,37 21,12 18,63
74 17,72 16,6 23,9 20,2 54,09 23,84 22,56
78 20,2 20,41 27,64 23,96 60,3 30,08 27,57
59 18,96 17,86 23,9 20,2 52,76 22,56 21,33
83 65 66,67 67 63,51 54,46 66,83 54,56
7 20,05 27,78 28,01 25,06 59,85 29,93 27,43
71 60,42 70,81 67,32 63,88 45,25 70,89 68,46
45 10,05 17,77 17,5 13,8 50 19,95 17,46
55 13,91 15,31 18,87 15,15 50,27 17,54 16,31
25 16,35 20,36 23,78 20,1 56,32 23,72 21,22
12 12,56 17,77 17,5 13,8 52,5 19,96 17,46
65 15,08 20,2 20 16,31 55 22,44 18,73
32 10,08 17,81 17,54 13,84 50,13 20 17,5
27 20,25 15,04 16,27 52,37 17,41 12,44
43 11,35 12,66 50,38 15,11 15,11
36 11,21 52,11 17,33 14,85
79 48,57 13,66 11,18
86 50,81 51,98
63 4,94
1
50
82
69
15

CH1

CH3

CB11
54
88

CH2
81
4

CBO
10

cB7

CB13
23

...continua...
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acesso 50 82 69 15 CH1 CH3 CB11

21 16,69 17,9 16,65 19,26 11,58 15,38 16,73
87 20,3 20,15 18,96 24,02 19,01 15,23 17,77
52 16,43 16,31 15,11 17,63 17,68 16,43 16,43
58 12,63 13,53 13,84 13,84 16,39 15,15 15,15
30 13,98 12,63 13,91 15,19 19,06 16,52 10,15
16 20,36 18,96 20,25 20,3 22,9 20,36 15,27
44 16,35 16,25 17,54 17,54 20,1 16,35 18,87
41 17,68 17,54 18,87 18,87 21,44 17,68 20,2
76 16,35 16,23 17,54 20,05 22,61 18,87 21,38
17 12,56 12,47 13,77 16,27 18,82 17,59 20,1
74 17,77 17,63 18,96 17,68 21,55 20,3 19,01
78 18,96 21,38 22,73 22,73 25,32 21,55 16,48
59 15,23 15,11 16,43 15,15 17,72 17,77 17,77
83 60,3 63,35 64,84 64,68 63,67 63,83 67,5
7 22,67 21,28 22,56 22,61 25,15 22,67 22,67
71 63,2 66,18 67,65 65,19 70,28 66,67 64,2
45 11,35 11,26 12,56 12,56 15,11 11,35 16,39
55 10,15 10,08 11,38 10,1 12,66 15,23 17,77
25 15,15 15,04 13,84 16,35 16,39 15,15 15,14
12 11,35 11,26 10,05 15,08 15,11 11,35 16,39
65 13,87 13,77 12,56 17,59 17,63 13,87 18,92
32 11,38 11,29 12,59 12,59 15,15 11,38 16,43
27 16,35 13,73 15,04 15,04 17,59 13,84 18,87
43 7,63 8,85 10,13 10,15 12,72 15,27 10,18
36 8,76 8,7 12,47 12,47 15 13,77 16,27
79 7,54 4,99 8,76 8,76 11,29 10,05 12,56
86 42,71 45,96 47,38 42,39 47,5 48,81 48,81
63 11,24 8,67 12,44 9,95 12,47 16,23 18,73
1 8,74 6,2 9,95 9,96 12,47 13,73 16,23
50 2,51 3,77 6,29 8,83 10,1 12,63
82 3,75 3,75 6,26 7,52 10,03
69 7,52 7,54 8,81 11,32
15 5,03 8,81 8,81

CH1 3,78 11,35

CH3 10,1

CB11
54
88

CH2
81
4

CBO
10

CcB7

CB13
23
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Anexo A Cont

acesso 54 88 CH2 81 4 CBO 10

21 14,16 14,3 14,12 15,42 14,19 12,89 22,16
87 17,81 16,48 17,95 16,52 20,25 17,81 15,31
52 21,55 15,15 19,16 11,41 13,87 19,01 19,06
58 20,25 16,39 17,89 10,13 12,59 17,72 17,77
30 15,31 19,06 19,26 13,94 15,23 19,11 14,05
16 21,71 20,36 23,14 17,77 19,06 20,41 17,9
44 26,48 17,59 19,06 12,59 16,31 18,92 21,49
41 27,89 21,44 19,11 13,91 17,63 17,72 22,84
76 21,44 20,1 20,3 15,11 18,82 21,44 24,02
17 23,9 20,05 21,55 13,84 16,27 21,38 23,96
74 17,81 19,01 20,46 16,52 17,72 22,9 22,96
78 24,14 25,32 24,33 17,77 21,49 24,14 19,11
59 20,3 16,43 20,36 12,72 13,91 17,81 20,41
83 61,33 59,85 61,48 63,39 64,84 61,48 64,15
7 29,08 22,67 25,45 20,1 21,38 25,25 25,32
71 71,78 70,28 66,17 63,04 66,5 66,83 69,48
45 21,47 17,63 14,01 7,58 11,32 16,43 16,48
55 17,77 13,91 15,27 7,63 8,85 17,81 17,86
25 20,25 16,39 16,56 10,13 12,59 17,72 17,77
12 18,96 17,63 14,01 7,58 11,32 16,43 16,48
65 21,49 20,15 14,01 10,1 13,84 16,43 19,01
32 21,55 17,68 14,05 7,59 11,35 16,48 16,52
27 22,73 20,1 16,52 10,08 13,8 18,92 18,96
43 11,49 15,27 15,38 12,69 11,44 20,41 12,79
36 23,84 20 16,43 11,29 13,73 18,82 18,87
79 20,15 16,31 12,69 7,56 10,03 15,11 15,15
86 58,97 52,5 50,51 45,11 46,19 51,44 54,09
63 21,28 17,46 17,63 12,53 11,21 21,28 21,33
1 20 17,46 16,39 10,03 11,21 18,77 18,82
50 17,72 13,87 12,78 5,06 7,56 15,19 15,23
82 15,08 11,26 10,13 3,77 5 12,56 12,59
69 16,39 12,59 11,44 2,52 6,27 13,87 13,91
15 16,39 10,05 10,15 5,05 3,76 13,87 13,91

CH1 11,38 5,04 5,09 5,06 3,77 8,85 8,87

CH3 15,19 8,83 51 5,06 7,56 7,59 7,61

CB11 15,19 13,87 12,76 7,56 10,08 12,66 7,61
54 11,38 12,76 13,98 12,63 17,77 10,18
88 6,35 7,59 6,23 8,85 11,41

CH2 5,12 6,35 2,56 5,13
81 1,26 7,61 7,63
4 10,1 10,13

CBO 7,63
10

cB7

CB13
23
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Anexo A Cont

acesso CB7 CB13 23
21 14,19 15,5 15,5
87 26,96 19,06 20,36
52 25,58 17,72 19,01
58 26,82 16,43 17,72
30 29,6 19,11 20,41
16 30,93 20,41 21,71
44 30,53 20,15 21,44
41 29,37 18,96 20,25
76 33,08 22,67 23,96
17 30,46 20,1 21,38
74 34,66 24,14 25,45
78 33,33 25,38 26,68
59 24,39 16,52 17,81
83 65,82 60,15 61,48
7 33,16 25,25 26,55
71 76,15 67,19 69,31
45 28,06 17,68 16,43
55 26,96 16,52 15,27
25 26,82 16,43 17,72
12 28,06 17,68 16,43
65 28,06 20,2 18,96
32 28,13 17,72 16,48
27 30,53 20,15 18,92
43 30,93 20,41 19,16
36 30,38 20,05 18,82
79 24,14 16,35 15,11
86 60,76 50,13 48,93
63 30,3 20 18,77
1 27,73 17,5 16,27
50 24,27 13,91 12,66
82 21,55 11,29 10,05
69 22,9 12,59 11,35
15 22,9 12,59 11,35

CH1 17,86 7,58 6,32
CH3 19,16 8,85 7,59
CB11 24,27 13,91 15,19
54 26,89 16,8 15,23
88 17,86 7,58 8,85
CH2 14,19 6,39 5,12
81 17,95 7,61 6,35
4 19,11 8,83 7,58
CBO 11,52 3,8 5,08
10 19,26 8,89 7,63
CcB7 10,23 11,52
CB13 1,27
23
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