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Resumo

O pinhao manso (Jatropha curcas L.) adquiriu significativo interesse
econdmico devido ao 6leo de sua semente ter potencial para ser con-
vertido em biodiesel. No entanto, para que sejam alcancadas producodes
em escala comercial é necesséario o conhecimento da variabilidade
genética disponivel para o avanco do processo de ganho genético por
selecdao no melhoramento. Técnicas baseadas em marcadores mo-
leculares podem ser usadas como alternativa para detectar fontes de
variabilidade. Diante disso, este estudo objetivou estimar a diversidade
genética de 192 acessos de pinhao manso de diferentes regioes do
Brasil por marcadores RAPD e SSR. A analise de 23 locos RAPD rev-
elou similaridade média de 0,89 e o dendrograma gerado pela metodo-
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logia UPGMA apresentou trés grupos principais, com 97% de acessos
agrupados em um unico grupo. Os seis locos SSR ndo permitiram a
distincdo dos acessos e foram em sua maioria homozigotos para todos
os acessos avaliados. Os resultados revelaram que acessos de pinhao
manso de diferentes regioes do Brasil possuem base genética estreita,
causada provavelmente por uma ancestralidade comum, tornando-se
necessaria a introducao de acessos de pinhao manso do centro de
origem ou diversidade da espécie para viabilizar o programa de melhora-
mento genético.

Termos para indexagao: Jatropha curcas; recursos genéticos;
agroenergia



Evaluation of Genetic
Diversity in Jatropha
Germplasm Bank by
Molecular Markers

ABSTRACT

Jatropha curcas L., has acquired significant economic interest because
its seed oil can be converted to biodiesel. However, in order to reach
commercial-scale production is necessary to know the extent of genetic
variability available to advance the process of genetic gain for selec-
tion in breeding. Techniques based on molecular markers can be used
as an alternative to detect sources of variability. So this study aimed

to estimate the genetic diversity of 192 accessions of Jatropha from
different regions of Brazil by RAPD and SSR. The analysis of 23 RAPD
loci showed average similarity of 0.89 and a dendrogram generated

by UPGMA method showed three main groups, with 97 % of requests
grouped into a single group. The six SSR loci did not allow the distinc-
tion of hits and were mostly homozygous for all accessions. The results
showed that Jatropha accessions from different regions of Brazil have
a narrow genetic base, probably caused by a common ancestry, mak-
ing necessary the introduction of Jatropha accessions from the specie’s
center of origin and /or diversity to sustain the breeding program.

Index-terms: Jatropha curcas; Genetic diversity, RAPD, SSR



Avaliacdo da Diversidade Genética do Banco de Germoplasma de Pinhdo-manso por
Marcadores Moleculares

INTRODUCAO

O pinhdo manso (Jatropha curcas L), pertencente a familia Euphorbia-
ceae, é um arbusto perene, nativo provavelmente da América Central e
amplamente presente em toda a América Central, Africa e Asia (BASHA
et al., 2009). Tradicionalmente, sementes de pinhao manso e outras
partes das plantas foram utilizadas para producao de 6leo, sabao e
medicamentos diversos (KOHLI et al., 2009). No entanto, a sua recente
popularidade deve-se ao potencial do 6leo de seus grdaos poder ser usa-
do como fonte de biodiesel. O pinhdo manso é uma das Unicas oleagi-
nosas que nao compete diretamente com a agricultura de alimentos e

é compativel com perfil da agricultura familiar (LAVIOLA et al., 2009).
O rendimento potencial do pinhdao manso varia de 2 a 5 toneladas.
ha-1.ano-1 dependendo do solo, nutrientes e condicdes de precipitacao
(FRANCIS et al., 2005). Os graos contém entre 30 e 35% de 6leo que
pode ser convertido por transesterificacdo em biodiesel com alta quali-
dade (BASHA et al., 2009).

Apesar das iniUmeras potencialidades do pinhao manso, diversos fatores
devem ser solucionados para completa domesticacao da espécie. Den-
tre esses fatores o conhecimento da dimensao e amplitude da variabi-
lidade genética disponivel é essencial para o avanco e sustentabilidade
do processo de ganho genético por selecdao no melhoramento. Normal-
mente, a diversidade genética de uma espécie é armazenada em bancos
de germoplasma que sao fundamentais, pois permitem ao melhorista
obter genes/alelos, a ser incorporados aos trabalhos de melhoramento
genético além de evitar a erosdo genética (BUENO et al., 2001). Diante
disso, a Embrapa Agroenergia constituiu em parceria com a Embrapa
Cerrados um banco de germoplasma com acessos coletados em diver-
sas regioes do Brasil. Com excecdo do local de coleta e informacdes
sobre uma possivel origem dos acessos, nada se sabe sobre a diversi-
dade genética destes materiais.

Diversidade molecular estimada com marcadores moleculares neutros
fornece uma estimativa rapida e precisa de ancestralidade entre aces-
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sos, permitindo otimizar os esforcos de melhoramento na constituicao
de populacdes e planejamento de cruzamentos visando maximizar

a segregacdao e recuperacao de genétipos superiores (FERREIRA e
GRATTAPAGLIA, 1998). Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi
determinar a diversidade genética existente entre acessos do banco de
germoplasma de pinhdo manso com base em marcadores moleculares
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) e SSR (Simple Sequence
Repeats) visando a utilizacdo dos mesmos em futuros trabalhos de me-
Ihoramento genético.

MATERIAL E METODOS

Material genético

Para o estudo de diversidade genética foram usados 192 acessos de
pinhdo-manso componentes do banco de germoplasma, coletados em
diferentes regioes do Brasil (Tabela 1). O DNA gendmico total foi extra-
ido de tecido foliar jovem de cada acesso segundo o protocolo propos-
to por Ferreira e Grattapaglia (1998). Para a maceracao das folhas foi
utilizado o equipamento TissueLyser da Qiagen com beads metélicas.
A quantificacdo de DNA foi realizada utilizando-se espectrofotdémetro
NanoDrop, da Thermo Scientific e a concentracao final ajustada para
10 nguL-1.

Analise RAPD

Noventa e seis primers RAPD da Operon Technologies Inc. foram
utilizados. A amplificacao dos locos RAPD via PCR (Polymerase Chain
Reaction) foi baseada no protocolo descrito por Ferreira e Grattapaglia
(1998). O volume final de reacao, de 13 uL, foi composto de 3,0 uL
da solucao de DNA (10 ng/ul), 1,3 uL de tampao PCR 10X, 0,4 uL de
MgCl2 (50 mM), 1,04 uL de 10 mM de dNTP mix contendo 2,5 mM
de cada um dos quatro nucleotideos (dATP, dTTP, dCTP, dGTP), 2 uL
de primer (10 ng/uL), 0,2 uL de Taq DNA polimerase (5 U/uL) e 4gua
MiliQR esterilizada para completar o volume. As amplificacbes foram
efetuadas em termociclador modelo PTC-100 (MJ Research Inc), em
programa com uma etapa inicial de desnaturacao de 94°C, 3 min se-
guido de 42 ciclos de 94°C por 30s, 32°C por 1 mim para anelamento
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do primer, 72°C por 2,5 mim e 72°C por 4 min para extensao final.

Os produtos da PCR foram separados em gel de agarose (1,5%), a
120V, por aproximadamente 3h. Os géis foram fotografados sob luz
ultravioleta, no sistema de fotodocumentacdo Eagle Eye Il (Stratagene).

Analise SSR

Foram selecionados, com base na literatura disponivel (SUN et al.,
2008; PAMIDIMARRI et al., 2009; BASHA et al., 2009) seis locos mi-
crossatelites (tabela 2).

A amplificacdo dos microssatélites via PCR foi realizada utilizando o kit
Multiplex PCR da Qiagen® num volume final de 5 uyl que continha: 2,5
uL de PCR Master Mix e 0,5 uL de Q-Solution; 0,1 yL de cada primer

a 10 uM; 0,4 uL de dgua RNase-free e 1,0 uL de DNA a 2 ng/uL. A
PCR foi realizada utilizando um programa com uma etapa inicial de
desnaturacdo a 95°C por 15 min, seguidos de 35 ciclos de 95°C por
30 s, 35°C 90s e 72°C por 1 min, finalizando com uma etapa Unica
de extensao final a 72°C por 30 min. Os locos foram amplificados em
sistemas multiplex, onde cada loco do multiplex estava marcado com a
fluorescéncia 6-FAM.
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Os produtos amplificados via PCR foram submetidos a eletroforese
capilar em sequenciador automatico ABI3100 (Applied Biosystems).
De cada amostra foi utilizado 1 yl da PCR e adicionado 1 ul de size
standart marcado com fluorescéncia ROX, desenvolvido por Brondani
e Grattapaglia (2001), e 8 ul de formamida Hi-Di. A placa contendo
as amostras foi mantida a 95 °C por 5 min e resfriada em gelo. As
corridas eletroforéticas seguiram protocolo padrao do ABI3100 para
fragmentos e as andlises dos picos foram feitas utilizando os softwa-
res GenScan e Genotyper (Applied Biosystems). O software Allelobin
(IDURY e CARDON, 1997) foi utilizado para obtencdo dos valores em
pares de base para cada alelo.

Analises Estatisticas

As distancias genéticas entre os acessos foram estimadas a partir da-
dos moleculares de RAPD pelo coeficiente de similaridade de Jaccard a/
(n-d) em que a = ndmero de coincidéncias positivas (tipo 1-1), n= nu-
mero total de amostras e d= nUmero de coincidéncias negativas (tipo
0-0). A partir das informacdes provenientes das matrizes de distancia,
foram feitas andlises de agrupamentos por meio dos métodos de otimi-
zacao de Tocher, ligacdo média entre grupos (UPGMA) e projecao de
distancia em espaco bidimensional. Todas as andlises estatisticas foram
realizadas utilizando o programa GENES (CRUZ, 2008).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os 96 iniciadores RAPD amplificaram 381 locos, dos quais 23 foram
polimérficos (6,2%). Os locos polimérficos foram amplificados por 13
iniciadores, com média de 1,9 e amplitude de 1 a 4 locos polimérficos
por iniciador. A matriz de similaridade gerada pelo indice de Jaccard re-
velou variacédo de 0,14 a 1,0 entre os acessos e similaridade média de
89% comparavel a média de similaridade obtida por Sun et al. (2008)
em 58 gendtipos de pinhdo manso da China (92%) via marcadores
AFLP.

Os menores indices de similaridade foram observados nas compara-
coes entre o acesso 65 (Minas Gerais) e o acesso 1 (Rio Verde -GO)
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e o acesso 153 (Anéapolis -GO), cujos indices de similaridade foram de
0,11 e 0,35, respectivamente. Similaridade igual a 1 foi verificada entre
varios acessos da mesma regiao, como 3 e 7 (Santa Vitéria - MG), 144
e 148 (Minas Gerias), 120 e 122 (Aguas de Santa Barbara - SP), 150

e 152 (Uberlandia - MG), 183 e 184 (Rio Grande do Sul), 187 ¢ 188
(Campina Grande - PB), sugerindo que esses acessos possam ser répli-
cas no banco de germoplasma.

Pelo resultado da hierarquizacdo dos genétipos pelo método UPGMA
(Figura 1), ao se adotar um percentual de similaridade genética de
aproximadamente 35% constatou-se a formacédo de trés diferentes
agrupamentos heterdéticos, dos quais um grupo foi unitéario constituido
pelo acesso 153, o segundo formado pelos acessos 65, 66, 67 e 79 e
o terceiro grande grupo constituido pelos demais 187 acessos.

Como pode ser verificado no gréfico gerado pela projecédo de distancia
(figura 2), os acessos coletados em plantios comerciais (65, 66, 67, 79
e 153) sao divergentes comparados a maior parte dos acessos. Estes
materiais provavelmente sao resultantes de introducdes mais recentes
e/ou de regides/locais distintos dos outros materiais presentes no terri-
tério nacional. Os acessos divergentes poderao ser usados para aumen-
tar a base genética nas populacdes de melhoramento e contribuir para
maximizar o ganho genético entre os ciclos de selecao, uma vez que
sdo fontes de alelos que nao estdo presentes na maior parte das pro-
cedéncias encontradas no Brasil. Assim, podem ser usados através de
combinacdes hibridas para criar variabilidade para caracteres qualitati-
vos e quantitativos de interesse ao melhoramento.

O método de otimizacao de Tocher resultou em 7 grupos (Tabela 3).

O acesso 153 formou um grupo unitario como no método UPGMA e
na projecao de distancia, mas diferentemente do UPGMA, o acesso 79
ficou em um grupo distinto dos acessos 65, 66 e 67. Os acessos 165
e 166, procedentes de Minas Gerais, formaram. Cada um, dois grupos
distintos. Um outro grupo foi formado pelos acessos 38, proveniente
do Maranhao,e 135 e 176 de Minas Gerais. Os outros 182 acessos
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(94 %) formaram um grande grupo composto por acessos de diferen-
tes origens enquanto que, em alguns casos acessos de mesma origem
ficaram em grupos distintos, como os acessos 166 (grupo 6) e 165
(grupo 7) de Minas Gerais e os acessos 153 (grupo 5) e 79 (grupo 4)
de Jaiba-MG.

A formacao de um grupo principal, em ambos os métodos de andlise,
composto pela maior parte acessos evidenciou claramente que acessos
de diferentes regides do Brasil possuem uma ancestralidade comum,
nao existindo, portanto, diversidade genética por origem. Resultados
semelhantes foram observados no estudo de diversidade genética
realizado por Basha e Sujatha (2007) com 48 genétipos de diferentes
regides da india e um do México. A partir de marcadores RAPD e SSR
estes autores verificaram que 83% dos acessos indianos avaliados
foram agrupados em dois grandes grupos enquanto o acesso do Méxi-
co formou um grupo unitario. Em outro estudo, Basha et al. (2009),
estudando gendtipos de J. curcas de varios regidoes do mundo verifica-
ram apenas dois agrupamentos, um composto por acessos da regiao
da América Central, enquanto o outro formado por outras regides do
mundo.

Os resultados apresentados evidenciam claramente que a baixa diver-
sidade existente para J. curcas concentra-se no provavel centro de
origem e/ou diversidade dessa espécie e que no Brasil, assim como em
varios outros paises, a diversidade genética disponivel € muito limitada,
tendo provavelmente como causa poucas introducdes iniciais. Ademais,
esses resultados também refletem o modo de propagacédo, o comporta-
mento reprodutivo e o modo de uso histérico da planta.
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Fig. 1. Dendograma gerado pelo método UPGMA, a partir das similaridades dos 192

genoétipos de pinhdo manso baseados em marcadores RAPD
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Tabela 3. Agrupamento dos 192 acessos de pinhdo manso definidos pelo méto-
do de Tocher para marcadores RAPD.

2 15 256 26 31 34 3b 37 42 46 47 51 55 56
58 70 71 72 74 75 80 86 108 109 160 7 9 11
13 20 27 30 33 39 43 44 50 52 59 60 61 62
68 77 83 87 89 100 101 103 127 128 3 10 82
93 121 124 78 1 8 63 120 138 142 113 114
122 134 32 91 92 97 12 18 22 24 28 29 96
98 99 104 116 131 139 143 146 151 1556 1567
158 181 5 6 85 125 129 130 133 23 57 84 95

1 136 179 4 17 41 53 64 76 105 106 107 115
132 141 150 152 154 156 111 94 36 54 90 162
140 118 88 102 144 148 163 167 168 170 172
173 174 175 183 184 185 186 189 191 126 112
123 16 149 187 188 159 117 119 161 190 192
137 182 81 14 21 69 180 145 171 178 45 177
49 40 73 110 147 169 19 164 48

2 135 176 38
3 66 67 65
4 79

5 153

6 166

7 165
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Os locos SSR analisados amplificaram fragmentos de tamanho espera-
do. Cada primer SSR produziu um a dois alelos sendo que no total 10
alelos foram detectados. Contudo, apenas um loco SSR foi polimérfico
para sete acessos e 0s outros cinco resultaram em produtos monomoér-
ficos, ndao permitindo distinguir os 192 acessos de J. curcas estudados.
Comparavelmente, em estudo realizado por Sun et al. (2008) 17 mar-
cadores microssatélites ndo permitiram separar os 58 acessos chineses
avaliados. Basha et. al. (2009), verificaram que apenas acessos do
México e de El Salvador tiveram variacdo com 12 marcadores microssa-
télites, enquanto acessos de outros paises também nao foram distingui-
veis.

Em uma espécie mondica, como o pinhao manso, é esperado que os
locos estejam em heterozigose, devido a predisposicao para ocorréncia
de alogamia. No entanto, neste estudo, todos os locos microssatélites
foram homozigotos com excecdo do JC-41. Semelhantemente, Sun et
al. (2008) também verificaram homozigose para 16 pares de loci de
SSR em 58 acessos de pinhdo manso na india. Tais resultados indicam
que os acessos de pinhao manso presentes no Brasil estao se reprodu-
zindo preferencialmente por autogamia, sendo facilitada pela ocorrén-
cia isolada das plantas no territério nacional. Podemos inferir também
que apesar de J. curcas ter uma estreita base genética possui uma
alta plasticidade fenotipica que lhe permitiu adaptacao ampla a varios
ambientes.

CONCLUSOES

A variacdo genética entre acessos de pinhdo manso coletados no terri-
torio brasileiro é baixa (base genética estreita), sendo causada provavel-
mente por uma ancestralidade comum na introducao do pinhdo-manso
no Brasil.

Visando sustentar um programa de melhoramento com ganhos gené-
ticos continuos a médio e longo prazos é essencial a introducao de
acessos de pinhdao manso do centro de origem e/ou diversidade.
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