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RESUMO

RIBEIRO, Daniel Ornelas. Variabilidade genética e caracterizagdo de hibridos de Jatropha
curcas L. oriundos de cruzamentos dialélicos. Sdo Cristovdo: UFS, 2018. 133p. (Tese -
Doutorado em Agricultura e Biodiversidade)”

A espécie Jatropha curcas L. possui bom rendimento de dleo para producdo de biodiesel,
resisténcia ao estresse hidrico e grande potencial como agente inseticida e medicinal. Porém,
ainda sdo necessarias pesquisas direcionadas aos multiplos usos desta espécie. Assim, visando
caracterizar 10 hibridos de J. curcas realizou-se: i) a prospec¢do tecnoldgica sobre as
propriedades bioativas de J. curcas; ii) a estimativa da diversidade genética; iii) a caracterizacao
morfoagrondmica de frutos e sementes e iv) a avaliacdo da qualidade inicial de sementes dos
10 hibridos de J. curcas oriundos de cruzamentos dialélicos. A prospeccédo foi realizada em
bancos de dados de pesquisa cientifica, tecnolédgica e de patentes, em sites do Ministério da
Saude, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento e da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitdria. A estimativa da variabilidade genética foi feita usando marcadores
moleculares Inter Repeticdes de Sequéncias Simples (ISSR). Utilizou-se nove primers ¢ seis
foram selecionados com 80,7% de polimorfismo. A caracterizacdo morfoagrondmica e as
estimativas das correlacdes fenotipicas entre as varidveis foram determinadas e desdobradas,
por meio da andlise de trilha. Estimou-se varidncias genéticas, ambientais, herdabilidade e
heterose dos hibridos. Para a extracdo do 6leo, usou-se o solvente éter de petroleo e empregou-
se aparelho tipo Soxhlet. Estas amostras foram derivatizadas e analisadas por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa. Quanto a prospeccao tecnologica, ha registros
académicos sobre 0 uso de extratos de diferentes partes de J. curcas, evidenciando a importancia
desta espécie para a formulacéo de produtos fitossanitarios, porém, existem poucos registros de
patentes referentes ao uso do extrato como inseticida. A similaridade genética média entre os
hibridos foi de 58,4%, com maior diversidade genética observada entre os hibridos 1x5 e 1x8 e
amaior similaridade entre os hibridos 3x13 ¢ 1x5. Morfoagronomicamente, os hibridos diferem
guanto a biometria e teor de 6leo nas sementes. Observou-se alta herdabilidade para as
caracteristicas agronémicas, com excecao para massa de 100 sementes. O hibrido 1x5 destaca-
se quanto a biometria de sementes. O maior teor de 6leo foi obtido no hibrido 3x13. Os acidos
graxos encontrados em maior porcentagem foram o oleico (35,7% a 38,9%) e linoleico (30,6%
a 37,8%), com destaque para o hibrido 4x5. Para germinacdo, nos dois anos avaliados,
destacaram-se os hibridos 1x5 (56%), 1x8 (55%), 1x13 (56%), 3x8 (61%), 4x5 (56%) e 4x8
(61%). Quanto ao IVG, os maiores valores obtidos foram observados nos hibridos 1x5 (3,34),
1x13 (3,70), 3x8 (3,34), 3x13 (3,05) e 4x8 (3,69). Verificou-se pelo teste de tetrazélio que entre
as sementes que ndo germinaram, as sementes ndo estavam viaveis para os hibridos 1x5, 3x5,
3x8 e 3x13.

Palavras-chave: Pinhdo-manso, caracterizacdo morfoagrondémica, sementes, diversidade
genética.

* Comité Orientador: Renata Silva Mann - UFS (Orientadora).
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ABSTRACT
RIBEIRO, Daniel Ornelas. Genetic variability and characterization of hybrids of Jatropha
curcas L. Séo Cristovdo: UFS, 2018. 133p. (Thesis - Doctor of Science in Agriculture and
Biodiversity)”

The species Jatropha curcas L. has a good yield of oil for biodiesel production. It has a
resistance to water stress and it demonstrates a great potential as an insecticidal or medicinal
agent. However, much research is still needed on the multiple uses of this species. Thus, whilst
aiming to characterize 10 specific hybrids of J. curcas, the following assessments were carried
out: i) a technological prospection regarding the bioactive properties of the Jatropha curcas L.
species; ii) estimations of genetic diversity; iii) morphoagronomic characterizations of the fruits
and seeds; and iv) the initial seed quality evaluations of the 10 hybrids of J. curcas that
originated from diallel crosses. The survey was conducted in the databases of scientific,
technological and patent research, on the websites of the Ministry of Health and the Ministry
of Agriculture, Livestock and Supply, as well as on the National Agency of Sanitary
Surveillance (ANVISA) website. The estimations of the genetic variabilities were performed
by using Inter Simple Sequence Repeat (ISSR) molecular markers. Nine primers were used and
six were selected with an 80.7% polymorphism. The morphoagronomic characterizations and
the estimations of the phenotypic correlations between the variables were determined and
deployed through track analyzes. The genetic, environmental, heritability and heteroses
variances of the hybrids were estimated. In order to extract the oil, petroleum ether solvents
were used and a Soxhlet type apparatus was also used. These obtained samples were derivatized
and analyzed by gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS). Regarding the
technological prospecting, there were academic records on the use of these extracts from
different parts of J. curcas, evidencing the importance of this species for the formulation of
phytosanitary products. However, there were only a few patent records regarding the use of
these extracts as an insecticide. The average genetic similarity between the hybrids was 58.4%,
with a greater genetic diversity observed between the 1x5 and 1x8 hybrids and with a greater
similarity between the 3x13 and 1x5 hybrids. Morphoagronomically, the hybrids differed in
their biometry, as well as in the oil contents of their seeds. A high heritability was observed for
their agronomical characteristics, except for the mass of 100 seeds. The 1x5 hybrids stood out
for their biometric characteristics. The highest oil content was extracted from the 3x13 hybrid
seeds. The highest percentages that were found in the fatty acids were oleic acid (35.7% to
38.9%) and linoleic acid (30.6% to 37.8%). For their germination, the 1x5 (56%), 1x8 (55%),
1x13 (56%), 3x8 (61%), 4x5 (56%) and 4x8 (61%) hybrids stood out in the two evaluated years.
As for their IVG, the highest values were observed in the 1x5 (3.34), 1x13 (3.70), 3x8 (3.34),
3x13 (3.05) and 4x8 (3.69) hybrids. The tetrazolium test verified that among the seeds that did
not germinate, the hybrids 1x5, 3x5, 3x8 and 3x13 were not viable.

Keywords: Jatropha, morphology, seeds, genetic diversity.

* Supervising Committee: Renata Silva Mann - UFS (Advisor).



1. INTRODUGCAO GERAL

Jatropha curcas L., conhecida no Brasil como pinhdo-manso, € nativa das Américas e
se destaca das demais espécies oleaginosas por ser perene, resistente a seca e possuir alto
conteudo de 6leo de qualidade nas sementes. Esta distribuida em diversas regides dos tropicos
e subtropicos e estima-se que mais de trés milhdes de hectares foram implantados no mundo.
Porém, houve uma desaceleracéo na implantacdo de lavouras, devido principalmente a falta de
pesquisa béasica sobre a cultura e a inexisténcia de cultivares melhoradas geneticamente
(BRESSAN, 2011), além da competicdo como matéria-prima com outras oleaginosas como
soja, palma e mamona (CESAR et al., 2017; MAHMUD e CHO, 2018; ZHU et al., 2018).

O oleo, extraido das sementes de J. curcas, apresenta diversas aplicacGes para
comunidades locais e potencial aplicagdo em diferentes setores industriais, como a producéo de
biodiesel, constituindo-se, assim, em mais uma fonte de matéria-prima dentre as espécies
oleaginosas uteis. O rendimento do éleo pode variar entre cultivares e de acordo com o método
de extracdo utilizado, bem como com o estadio de maturacéo da semente. Os principais acidos
graxos encontrados nas amostras do 6leo de J. curcas séo oleico, linoleico, &cido palmitico e
acidos estearicos, que podem influenciar na qualidade do biodiesel (LAMAISRI et al., 2015;
VIRGENS et al., 2017).

Apesar disso, a falta de conhecimento sobre os aspectos ecofisioldgicos de J. curcas
dificultam a otimizacdo de préaticas agronémicas padronizadas para o seu cultivo (EDRISI et
al., 2015). Com isso, é necessario o desenvolvimento de novos hibridos com elevado teor de
6leo de qualidade em suas sementes e que sejam produtivos (PANDEY et al., 2012). O
conhecimento das caracteristicas fitoquimicas da planta, bem como as propriedades medicinais
e agricolas, como potencial biocida, sdo de grande importancia.

A exploracdo comercial para producdo de produtos biofarmacéuticos e de
biocombustiveis sdo alguns dos potenciais da espécie (DEBNATH e BISEN, 2008). As
sementes sdo toxicas para 0s seres humanos e muitos animais (HELLER, 1996) porém, muitas
partes das plantas sdo utilizadas na medicina tradicional (AREKEMASE et al., 2011) devido
principalmente as propriedades antimicrobiana, anti-inflamatoria, cicatrizante, homeostatica,
anticolinesterase, antidiarreica, anti-hipertensiva, além de possuir agentes anticancerigenos
(MONIRUZZAMAN et al., 2016).

Além das propriedades medicinais e do potencial uso para a producao de biodiesel, J.
curcas possui propriedades inseticidas (OJHA e PATTABHIRAMAIAH, 2013; BASSEN et
al., 2014; OHIMAIN et al., 2014), importantes para o estudo sobre novos compostos ativos
naturais, visando a eficiéncia no controle de insetos vetores de doencas e servindo como produto
alternativo aos inseticidas usados atualmente.

Embora J. curcas possua grande capacidade de adaptacdo e multiplos usos, ainda ha
grande demanda por informacdes técnicas e cientificas necessarias para o desenvolvimento de
cultivares melhoradas, pois se trata de uma espécie ndao domesticada, polimorfica e com
variacOes relatadas na arquitetura da planta, altura, nimero de frutos, dimensfes da semente
(comprimento, largura, diametro lateral) e peso da semente (DAS et al., 2010; GUAN et al.,
2013). A alta variabilidade fenotipica e a diferenca de produtividade representam potencial para
a selecdo de gendtipos com caracteristicas agronémicas desejaveis. As informacdes sobre a
caracterizagdo desta espécie compreendem a descrigdo dos genotipos introduzidos, o estudo do
comportamento fisiolégico, a melhoria do rendimento de sementes e a produtividade do 6leo
(SAADAOQUI et al., 2015).

Desta forma, um melhor entendimento sobre a diversidade genética entre gendtipos de
J. curcas pode contribuir substancialmente para o futuro desenvolvimento de cultivares
melhoradas (REIS et al., 2015). Estas cultivares poderdo ser obtidas pela avaliagdo de variacéo
genética e selecdo de genoOtipos superiores, hibridagdo interespecifica e por intervencdes
biotecnoldgicas para modificacdo das caracteristicas desejadas (DIVAKARA et al., 2009).
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Considerando-se o potencial da espécie Jatropha curcas L. para diferentes finalidades
comerciais, 0s objetivos deste trabalho foram: i) realizar a prospecc¢éo tecnologica por meio da
busca de publicacbes e patentes sobre as propriedades bioativas de J. curcas; ii) estimar a
diversidade genética; iii) realizar a caracterizacdo morfoagronémica; iv) avaliar a qualidade
inicial de sementes dos dez hibridos de J. curcas oriundos de cruzamentos dialélicos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Centro de origem de Jatropha curcas L.

Euphorbiaceae é uma familia pantropical com trés subfamilias: Acalyphoideae,
Crotonoideae e Euphorbioideae. A regido meso-americana (México e América Central) é
considerada o centro de diversidade do género Jatropha, pois mais de 100 espécies, entre as
175, séo nativas dessa regido. Além disso, no México existem 41 espécies nativas, das quais 31
sdo estritamente endémicas. Porém, varias espécies de Jatropha sdo nativas da América do Sul
(JIMENEZ e MARTINEZ, 1994; WURDACK et al., 2005; OVANDO-MEDINA et al., 2011).

Com isso, o centro de origem, o centro de domesticacdo e a existéncia de possiveis
centros de diversidade ainda sdo questfes em aberto, sendo essas questdes ainda controversas,
pois essa espécie pode ser encontrada em uma ampla gama de paises das Américas Central e
do Sul. J. curcas foi introduzido na Asia e na Africa pelos portugueses, principalmente para a
producéo de 6leo e devido ao seu potencial medicinal. Na india, ocorre em estado selvagem,
semi-selvagem e cultivado em quase todas as zonas biogeograficas das areas costeiras para as
faixas exteriores do Himalaia (KUMAR e TEWARI, 2015).

J. curcas foi introduzido nas llhas de Cabo Verde e na Guiné-Bissau em meados do
século 16, por marinheiros portugueses, devido ao seu potencial medicinal. Posteriormente, a
espécie foi introduzida em outras coldnias portuguesas na Africa (Mocambique e Angola) e,
posteriormente, foi levada para a Asia (india, China e Indonésia). O cultivo de J. curcas é
abundante em regides tropicais devido a sua variabilidade genética, o que permite seu cultivo
em diferentes condic¢des climaticas (Figura 2.1). A sua distribuicdo natural ocorre em periodo
anual de precipitacdo entre 944 e 3.121 mm, e em temperaturas entre 16,5 e 32,5°C
(SILITONGA et al., 2011; LAVIOLA et al., 2017).

= Provavel centro de origem de J. curcas
®=  Regides com potencial para o cultivo de J. curcas

FIGURA 2.1 - Provavel centro de origem e regides com potencial para cultivo de J. curcas.
Fonte: Laviola et al. (2017)

N&o ha registros da antiguidade de uso e conhecimento de J. curcas e de seus produtos
anteriores aos Olmecas, no México, civilizagao que existiu entre 1.500 e 3.000 anos a.C., sendo
0 mais antigo registro conhecido. Com isso, até que um registro anterior ao dos Olmecas seja
encontrado, J. curcas pode ser considerado originario do México. A origem sul-americana, ou
talvez até brasileira, ndo € muito provavel, em vista da planta ser encontrada nestas regioes
apenas em quintais de zonas urbanas ou perto de casas em zonas rurais como uma espécie de
planta isolada ou cerca viva, ndo havendo registro de J. curcas se reproduzindo em estado
selvagem em florestas ou savanas (DIAS et al., 2012).
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Em estudos sobre a diversidade genética de uma colecdo de germoplasma com 192
acessos de J. curcas, coletados em todo o Brasil (desde os estados do Maranhdo até o Rio
Grande do Sul), com o uso de RAPD, verificou-se que apenas 23 dos 381 marcadores RAPD
replicados eram polimorficos. Nao foi observada relacdo entre o agrupamento de acessos e a
origem geogréfica. A base genética estreita e a extensdo de acessos potencialmente duplicados
refletem uma ascendéncia, desvio e selecdo intensiva recente entre os acessos cultivados desde
0 momento da introducdo, destacando-se a necessidade de introducdo de acessos no Brasil
(ROSADO et al., 2010).

Entretanto, em estudo sobre a diversidade genética entre 322 acessos de J. curcas de
oito estados do Brasil, com o uso de marcadores ISSR, obteve-se 19.472 fragmentos (91%) em
um total de 21.253 fragmentos revelados. Entre os fragmentos polimérficos foram identificados
275 marcadores raros presentes em menos de 15% dos acessos. Com estes resultados pode-se
verificar que os acessos brasileiros estdo intimamente relacionados, porém, possuem maior
nivel de diversidade genética do que acessos de outros paises e que 0s acessos oriundos de
Natal-RN s&o os mais divergentes, com grande potencial como fonte de diversidade genética
para programas de melhoramento genético no mundo (GRAVITOL et al., 2011).

Ao avaliar a estrutura populacional e a diversidade genética entre acessos de J. curcas
em nivel global, usando marcadores moleculares Simple Sequence Repeat (SSR), observou-se
baixo nivel de diversidade genética entre acessos da india, Mocambique, Eti6pia, Tanzania,
Brasil, Honduras e Indonésia. Em contraste, 0s acessos do México e da Costa Rica apresentaram
alta variabilidade genética (SANTOS et al., 2016), corroborando com as defini¢bes sobre o
provavel centro de origem do J. curcas ser a América Central.

Entretanto, ao estimar a diversidade genética de 50 gendtipos de J. curcas de um banco
de germoplasma da Costa Rica, usando 18 EST-SSR, um G-SSR e marcadores nrDNA-ITS e
as relagdes filogenéticas entre as amostras usando marcadores ribossémicos nucleares de ITS,
observou-se que 0 agrupamento ndo estava relacionado a origem geogréafica dos acessos, pois
eram de paises proximos como Colémbia (JCCR-38) e Equador (JCCR-25), e ndo parecem
apresentar alta similaridade genética. Em contraste, acessos de locais distantes, como India
(JCCR-INDIA) e Costa Rica (JCCR-14); Africa do Sul (JCCR-47) e Honduras (JCCR-2);
Brasil (JCCR-16) e Costa Rica (JCCR-MIR); México (JCCR-24) e Equador (JCCR-25) foram
agrupados (VASQUEZ-MAYORGA et al., 2017).

Para o estudo da diversidade genética e da estrutura de gendtipos de J. curcas de
populacbes nativas no México, utilizando marcadores de DNA de microssatélites, foram
selecionadas amostras representativas de sete locais em duas regides do estado de Chiapas
agrupadas por proximidade geografica. Observou-se polimorfismo médio por populacdo de
58%, com um padrdo reprodutivo de cruzamento nao aleatorio. Verificou-se ainda que as
populagdes foram estruturadas e moderadamente diferenciadas e que essa diferenciagdo ocorreu
devido a alopatria. Os resultados deste estudo revelam que o J. curcas em Chiapas possui
diversidade genética maior do que a relatada em outras partes do mundo (SALVADOR-
FIGUEIROA et al., 2015).

Ao determinar as relagdes genéticas entre 50 individuos de 12 acessos de J. curcas de
diferentes regides do Brasil, com base no marcador AFLP, foram observados agrupamentos dos
individuos de 6 dos 12 acessos 0s quais, apresentaram similaridade superior a 30%,
evidenciando a alta variabilidade genética (SANTOS et al., 2010).

Diversos estudos reportam a variagdo entre os niveis de diversidade genética existente
entre acessos e genotipos em diferentes regies do mundo, estimadas com o auxilio de
ferramentas biotecnologicas como os marcadores moleculares (Tabela 2.1).
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TABELA 2.1 - Estimativa da diversidade genética em Jatropha curcas L., em diferentes regides
do mundo, com o uso de marcadores moleculares.
Diversidade Diversidade Diversidade

Origem Técnica minima média maxima Referéncia
.......................... [CZ) R
Tailandia SSR 20,0 43,0 100,0 Na-ek et al.
(2011)
Brasil AFLP 7,0 38,5 70,0 Santos et al.
(2010)
Brasil RAPD 0 11,0 86,0 Rosado et al.
(2010)
india RAPD 44,0 73,0 92,0 Boora e
Dhillon (2010)
india RAPD e ISSR 30,0 57,5 85,0 Khurana-Kaul
et al. (2012)
india RAPD 44,0 68,0 88,0 Kumar et al.
(2013)
india RAPD 14,0 63,0 98,0 Gopale e
Zunjarrao
(2013)
México, Asia e ISSR 8,0 30,0 52,0 Basha et al.
Africa (2009)
india ISSR 73,0 84,0 95,0 Kumar et al.
(2011)
Malasia ISSR 72,0 86,0 100,0 Camellia et al.
(2012)
Brasil ISSR 6,0 28,0 52,0 Pestana-Caldas
et al (2016)
Brasil ISSR 47,0 58,4 69,0 Ribeiro et al.
(2017)
Brasil ISSR 55,0 59,0 86,0 Diaz et al.
(2017)

Fonte: Préprio autor.

2.2 Aspectos gerais de Jatropha curcas L.

O epiteto genérico Jatropha é derivado do grego iatros (doutor) e trophé (comida)
devido as suas propriedades medicinais. A espécie Jatropha curcas L., conhecida como pinhéo-
manso, € diploide com 22 cromossomos pequenos (1,71-1,24 um), dos quais cinco sdo
metacéntricos (1, 2, 5, 6 e 11) e seis sao submetacéntricos (3, 4, 7, 8, 9 e 10), com
comportamento meidtico normal. Seu genoma é considerado pequeno (C = 416 Mb) em
comparagdo com outras espécies da familia Euphorbiaceae, e sua composicdo de base ajustada
€ AT =61,3% e GC = 38,7% (CARVALHO et al., 2008; DAHMER et al., 2009; LAVIOLA et
al., 2017).

J. curcas tem origem provavel das Ameéricas e foi classificada por Karl von Linne no
ano de 1793, sendo que o centro de origem, o centro de domesticacdo e a existéncia de possiveis
centros secundarios de diversidade, ainda sdo questdes em aberto para esta espécie (DIAS et
al., 2012).

J. curcas € uma espécie resistente a seca, que pode atingir até 5 m de altura. A dorméncia
fenoldgica € induzida por flutuagdes na precipitagdo, temperatura e luminosidade. Possui folhas
com comprimento e largura de 6 a 15 cm, dispostas alternadamente e as inflorescéncias
terminais sdo formadas em ramos. A planta € monoica e as flores sdo unissexuais, podendo,
ocasionalmente, possuir flores hermafroditas. Dez estames sdo dispostos em dois espirais
distintos, de cinco cada um, em uma Unica coluna no estame, e em estreita proximidade uns dos
outros (HELLER, 1996).

As flores masculinas possuem aproximadamente 3.000 a 5.000 grdos de polen (266-647
por antera). As plantas se reproduzem por geitonogamia e xenogamia, embora a polinizacéo
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por insetos aumente significativamente a producdo e qualidade de frutos (RINCON-
RABANALES et al., 2016).

A espécie ndo apresenta problemas de autoincompatibilidade, resultando em elevados
indices de fecundacédo nos processos de geitonogamia, independente se a flor doadora de polen
pertence @ mesma inflorescéncia (80,8%) ou a outra inflorescéncia da mesma planta (90,5%).
Elevados indices de fecundacao (acima de 80%) séo apresentados também com a realizacéo de
xenogamia (polinizacdo cruzada) (PAIVA NETO et al., 2010). Em resultados semelhantes
foram observados 96 e 77% de fecundacéo e desenvolvimento de frutos ao realizarem processos
de xenogamia e geitonomia (SOLOMON RAJU e EZRADANAM, 2002).

O fruto de J. curcas é do tipo seco, trilocular, liso, coriaceo, capsular, ligeiramente rolico
com apice e base agudos e, entre os carpides, observa-se a presenca de sulcos. O endocarpo é
rijo e duro, com pequenos orificios nos pontos de unido dos carpelos, pelos quais passam
corddes fibrosos, que contornam 0s pontos de juncdo e se distribuem pelas partes dorsal e
ventral das cocas. O fruto seco apresenta deiscéncia, fazendo com que as cocas se fendam
longitudinalmente, expondo as sementes. O fruto apresenta superficie lisa e pericarpo com duas
zonas distintas: o exocarpo, pelicula mais fina, e 0 endocarpo, mais grosso. Proximo a
deiscéncia, o exocarpo desprende-se do fruto, dando-lhe um aspecto mais &spero. No interior
do fruto encontram-se geralmente trés sementes (NUNES et al., 2009).

A maturacdo é desuniforme, observando-se em um mesmo cacho frutos verdes,
amarelos, castanhos e marrons (quando maduros). No geral, 53 a 62% do peso dos frutos €
representado pelas sementes e 38 a 47% pela casca, com o peso do fruto maduro variando entre
1,5e 3,0 gramas (DIAS et al., 2007).

A semente de J. curcas é endospérmica e apresenta forma ovalada, dorso convexo,
envoltorio liso, coloracdo preta, marcada por suaves estrias. Possui rafe pouco evidente e
presenca de cardncula, situada proxima & micropila, presa na parte ventral. Quando a semente
esta seca, a cartncula tem a extremidade conica, com dois léculos pouco visiveis. Dentro da
semente encontram-se 0 embrido e o albimem ou endosperma (rico em 6leo), tenros e de
coloracdo branca (NUNES et al., 2009).

As sementes sdo toxicas para 0s seres humanos e para muitos animais (HELLER, 1996;
ARRUDA et al., 2004). Sementes maduras e secas sao relativamente uniformes, com forma
ovoide, dorso convexo levemente arredondado e face ventral convexa levemente triangulada
(PIMENTA etal., 2014) e contém, em média, 20 a 40% de teor de 6leo, com boas caracteristicas
para a producdo de biodiesel.

J. curcas possui ainda varios metabolitos secundarios de importancia medicinal, uma
vez que a folha, frutas, latex e casca contém glicosideos, taninos, fitoesterdis, flavonoides
(orientina, vitexina, isovitexina e rhoifolina) e sapogeninas esteroides que exibem amplas
propriedades medicinais. Além de produtos medicinais, a partir das sementes de J. curcas é
possivel produzir ainda inseticidas, sabdo, biodiesel (KAZEMBE e CHAIBVA, 2012) e
fertilizante (torta), enquanto que as folhas possuem substancias anti-inflamatérias (GUBITZ et
al., 1999) e biocidas (CANTRELL et al., 2011; TOMASS et al., 2011).

Na agricultura, as folhas e frutos de J. curcas podem ser usados no controle de
fitopatdgenos e pragas, tendo sido relatados, principalmente, trabalhos referentes as atividades
pesticida (ACDA, 2009; RATNADASS e WINK, 2012) e fungicida pelo 6leo (RAHMAM et
al., 2011; ALONSO e SANTOS, 2013) ou pelo extrato de folhas (RAHMAM et al., 2014).

Analises fitoquimicas revelam a presenca de compostos fenolicos (&cido galico e
pirogalol), isoflavonoides (daidzeina) e flavonoides (quercetina, rutina, miricetina, kaempferol
e naringina) como principais constituintes bioativos de extrato de folhas de J. curcas, com
efeitos antitumorais, antimicrobiano e inseticida (NAMULLI et al., 2011; OSKOUEIAN et al.,
2011).

Devido a estas caracteristicas, J. curcas € uma das principais espécies oleaginosas nao
comestiveis que pode ser utilizada para a producdo de biodiesel em varios paises, sendo
cultivada em diversas regides tropicais e subtropicais do mundo. Desenvolve-se em regides
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mais secas, com uma precipitacdo de 500-600 mm ao ano, podendo sobreviver por longos
periodos de seca (7 a 8 meses), dependendo da umidade do ar, e suportar geadas leves. Com
iSs0, 0 cultivo pode ser ndo s6 uma possibilidade real para a producao de combustiveis para uso
local, mas também uma fonte de renda adicional de outras atividades relacionadas a
comercializacdo de seus coprodutos (BASILI e FONTINI, 2012).

J. curcas, pelo emprego do seu 6leo e possibilidade de uso na producao do biodiesel,
grande rusticidade, boa adaptacdo as variagcdes do meio ambiente e pelo papel que pode exercer
na protecdo do solo, podendo ser cultivado, ainda, em consorcio com outras culturas de
importancia econémica; possui grande importancia para o melhor aproveitamento agricola em
diferentes condi¢des edafoclimaticas (ARRUDA et al., 2004). A faixa ideal de temperatura para
o crescimento e desenvolvimento do J. curcas é de 25 a 35 °C, porém, em algumas regiGes nos
tropicos, pode ser encontrada em altitudes elevadas (MAKKAR e BECKER, 2009).

Seu potencial de rendimento é de 5t ha™ de grdos, o que corresponde a 1,9 t ha! de
0leo, e o pico produtivo no Brasil inicia-se a partir do quarto ano apos o plantio (TOMINANGA
et al., 2007). Estas vantagens competitivas fazem de J. curcas uma oleaginosa promissora para
o cultivo comercial, especialmente para a agricultura familiar. Porém, apesar do entusiasmo, o
Brasil ainda ndo conta com cultivares melhoradas geneticamente, sementes certificadas e nem
com um sistema de producao definitivo para producdo comercial da especie (DIAS et al., 2012).
Com isso, a selecdo de gendtipos superiores para cruzamentos dialélicos pode auxiliar na
obtencdo de hibridos com caracteristicas agrondmicas desejaveis, ou mesmo contribuir para
informacdes adicionais para esta espécie.

2.3 Potencial do extrato de folhas de Jatropha curcas L. como inseticida natural

O uso excessivo de pesticidas sintéticos tem causado problemas ambientais e de salde,
de modo que os extratos de plantas conhecidos como inseticidas botanicos ou pesticidas
naturais podem ser uma boa fonte alternativa aos pesticidas sintéticos, devido as suas
propriedades seguras, ecoldgicas e mais compativeis. Desta forma, diferentes tipos de extrato
vegetais estdo sendo usados para o controle de pragas (RAHMAN et al., 2016).

Apesar de ser considerada uma das principais espécies oleaginosas nao comestiveis
utilizadas para a producéo de biodiesel em varios paises, o cultivo de J. curcas pode ser também
uma fonte de renda adicional relacionada & comercializagdo de seus subprodutos (BASILI e
FONTINI, 2012).

Além do potencial medicinal, os subprodutos de J. curcas podem ser usados para
diversos fins. A partir das sementes de J. curcas é possivel produzir inseticidas, sabao, biodiesel
(KAZEMBE e CHAIBVA, 2012), fertilizantes (torta), enquanto que as folhas possuem
substancias anti-inflamatoérias (GUBITZ et al., 1999) e biocidas (CANTRELL et al., 2011,
TOMASS et al., 2011).

O género Jatropha, constituido por 186 espécies, é uma importante fonte de metabdlitos
secundarios, porém, existem estudos fitoquimicos para apenas 20 destas espécies. Os
compostos reportados para as espécies deste género sdo considerados como biorecursos,
principalmente para o desenvolvimento de produtos de interesse para a industria farmacéutica.
Dentre as classes de metabdlitos secundarios obtidos estdo os flavonoides, os alcaloides,
cumarinas, ligano-cumarinas, antraquinonas, glucosideos ndo cianogénicos, ciclopeptideos,
fitoesterdis, terpenos, entre outros (CORDOVA-ALBORES, 2014). Ao realizar o screening
fitoquimico de folhas de J. curcas verificou-se a presenca de agucares redutores, alcaloides,
carotenoides, catequinas, depsidios e depsidonas, esteroides e triterpenoides, proteinas e
aminoacidos, saponina espumidica e taninos (TRINDADE et al., 2012).

As sementes da planta ndo sdo somente uma fonte de biodiesel, mas também contém
varios metabdlitos de importancia farmacéutica. A exploracdo comercial de produtos
biofarmacéuticos e producao de bioenergia sdo alguns dos potenciais desta espécie (DEBNATH
e BISEN, 2008).
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Diversos usos medicinais de partes de plantas de J. curcas foram relatados
(AREKEMASE et al., 2011; SALIM et al., 2018). A planta contém, tipicamente, misturas de
diferentes compostos quimicos que podem atuar individualmente, de forma aditiva ou sinérgica,
para a melhoria da salde. Numerosas substancias biologicamente ativas foram isoladas e
caracterizadas a partir de todas as partes da planta e os seus mecanismos de acdo tém sido
associados a um grande namero de aplicacdes na medicina tradicional em diversas regifes do
mundo (PRASAD et al., 2012).

Em estudos sobre atividade citotdxica de extratos desta espécie observou-se que extratos
da raiz reduziram o crescimento de células tumorais in vitro, e que a selecdo de diterpenoides
puros existentes nos extratos de espécies do género Jatropha e isolados a partir de J. curcas,
como por exemplo, curcusona C, D, multidiona curcusona, 15-epi-4Z-jatrogrossidentadiona,
4Z-jatrogrossidentadiona, 4E-jatrogrossidentadiona, 2-hydroxi isojatrogrossidiona, e 2-epi-
hydroxi isojatrogrossidiona, foram igualmente testados, e também apresentaram atividade
citotoxica (AIYELAAGBE et al., 2007).

O 6leo de J. curcas possui acdo purgante e é também amplamente utilizado contra
doencas de pele e problemas reumaticos. Uma decoccéo de folhas contra a tosse pode ser usada
como antisséptico. Em varias espécies do género Jatropha, utilizadas na medicina popular em
areas tropicais, o principio ativo é o diterpeno macrociclico jatrophona, que esta relacionado
aos diterpenoides inativos jatrofolona A e B (KAMAL et al., 2011).

Ao realizar uma triagem de inibidores da acetilcolinesterase dos extratos acetato de etila
e metanol de plantas medicinais brasileiras de usos tradicionais, que podem estar relacionadas
com a inibicdo da acetilcolinesterase, enzima associada ao mal de Alzheimer, observou-se que
as espécies mais ativas foram Ipomoea asarifolia (CI50 = 0,12 mg mL™), Jatropha curcas L.
(C150 = 0,25 mg mL1), Jatropha gossypiifolia (C150 = 0,05 mg mL™?), Kalanchoe brasiliensis
(CI50 = 0,16 mg mL™?) e Senna alata (C150 = 0,08 mg mL!) (FEITOSA et al., 2011).

Em outro estudo, o extrato de folhas de J. curcas (10-80 mg kg™) provocou inibigio
significativa na ovalbumina e a reducdo de &cido acético em camundongos. A triagem
fitoquimica realizada neste trabalho revelou a presenca de flavonoides, esteroides,
triterpenoides alcaloides, taninos e saponinas em extrato de folhas de J. curcas, podendo-se
afirmar que este extrato pode ser recomendado contra doencas inflamatorias agudas e doencas
associadas a dores (UCHE e APRIOKU, 2008).

Na agricultura, as folhas e frutos de J. curcas podem ser usados no controle de
fitopatdgenos e pragas, tendo sido relatados, principalmente, trabalhos referentes as atividades
pesticida, com acdo sobre térmitas e lagartas (ACDA, 2009; RATNADASS e WINK, 2012;
ALONSO e SANTQOS, 2013) e fungicida, com efeito sobre fungos da espécie Colletotrichum
gloeosporioides (RAHMAM et al., 2011) pelo 6leo das sementes ou pelo extrato das folhas
(RAHMAM et al., 2014).

Em estudos sobre proteinas e peptideos de J. curcas, suas aplicagdes nutricionais e
terapéuticas, assim como as qualidades nutricionais da semente e os concentrados ou isolados
de proteinas preparados a partir da torta de sementes, observou-se a presenca de proteinas
biologicamente ativas na protecdo de plantas, como a aquaporina, betaina aldeido
desidrogenase (fungdo na resisténcia a seca), B-glucanase (atividade antifingica), assim como
aquelas que possuem propriedades farmacéuticas e peptideos ciclicos com vérias atividades
bioldgicas, tais como antiproliferativo, imunomoduladores, além de atividade antifingica e
antimalarica (DEVAPPA et al., 2010).

A andlise do extrato vegetal para a caracterizagdo fitoquimica das folhas de J. curcas
geralmente é realizada pela técnica da cromatografia liquida com uso do equipamento
denominado Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

Resultados de pesquisa, obtidos por meio do uso de HPLC, demostram que o extrato de
folhas de J. curcas possui um conteudo significativo de metabdlitos secundarios, como
alcaloides, glicosideos cardiacos, glicosideos cianogénicos, flobataninos, taninos, flavonoides
e saponinas (EBUEHI e OKORIE, 2009; HIROTA et al., 2010), sendo que muitos destes
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possuem propriedades antioxidantes, que sdo de interesse devido aos seus usos potenciais,
especialmente como uma fonte rica de produtos biologicamente ativos (PAPALIA et al., 2017).

Outros estudos relatam o uso da técnica HPLC para a analise fitoquimica de extratos de
folhas de diferentes espécies vegetais (AHMAD et al., 2012; OBAFEMI et al., 2016). Estas
informagdes sdo importantes para identificacdo de metabdlitos secundarios e compostos de
importancia para a avaliacdo da bioatividade sobre diferentes organismos ou da viabilidade para
fins medicinais (DOSHI e UNE, 2015; JOLLY e SHETYE, 2017).

2.4 Qualidade de sementes de Jatropha curcas L.

A semente € um insumo basico para a produtividade agricola e a conservacdo do
germoplasma. A qualidade de sementes é considerada um fator fundamental para o incremento
de produtividade, sendo avaliada principalmente pelos niveis de germinacéo e vigor, essenciais
para 0 bom estabelecimento da planta (KUMAR et al., 2016).

O vigor das sementes afeta o crescimento vegetativo e esta relacionado com a producao
das culturas. Com isso, o decréscimo na producao pode estar relacionado ao baixo vigor de suas
sementes (TEKRONY e EGLI, 1991). Esta reducdo da produtividade geralmente esta associada
a utilizagdo de lotes de sementes de baixa germinacéo e reduzido vigor (KOBORI et al., 2012),
sendo necessaria a avaliacdo para melhorar a eficiéncia da reproducéo e a obtengédo de sementes
de melhor qualidade.

Para avaliacdo da qualidade de sementes podem ser utilizados uma série de testes
fisiolégicos, os quais, baseados em diferentes conceitos, podem resultar em interpretaces
divergentes dos resultados obtidos, especialmente quando hd comparacdes de lotes com
diferentes niveis de vigor (DIAS et al., 2014).

O potencial fisioloégico das sementes pode ser afetado pelas condi¢des de cultivo,
beneficiamento, contetido de dgua, temperatura ¢ umidade do local de armazenamento, além de
danos severos nas sementes (PINTO et al., 2009). Além dos danos, as diferengas de espacos
vazios entre as sementes dentro de cada lote podem ocorrer devido a desuniformidade de
maturacdao, comuns em espécies que ainda ndo sofreram intenso processo de melhoramento
genético e domesticagdo, e que possuem florescimento e produgdo de frutos e sementes muito
desuniformes (SILVA et al., 2013).

A presenca de espagos vazios no interior da semente pode prejudicar o potencial
germinativo, devido a menor quantidade de substancias de reservas armazenadas, essenciais
para o fornecimento de energia e para os processos iniciais de germinacdo, uma vez que, a
sintese de proteinas e a atividade respiratoria inicial envolvem componentes armazenados
durante a maturagdo das sementes (NONOGAKI et al., 2010).

Dessa forma, a determinacdo da qualidade das sementes depende de métodos de
avaliacdo que permitem detectar com eficiéncia e rapidez as variagdes entre lotes e as possiveis
causas da baixa qualidade (SOUZA et al., 2009), a exemplo do teste de condutividade elétrica
(SILVA et al., 2017) e do teste de tetrazdlio (ZAVALA-HERNANDEZ et al., 2015).

A integridade das membranas celulares, determinada por mudancas bioguimicas ou por
ruptura fisica, pode ser considerada a causa fundamental das diferencas no vigor de sementes,
sendo indiretamente determinadas pelo vazamento eletrolitico durante o teste de condutividade
elétrica. Com isso, quanto maior a velocidade com que a semente é capaz de restabelecer a
integridade da membrana, menor o vazamento de eletrdlito. Assim, o vazamento de eletrolitos
medido em sementes de alto vigor € inferior ao medido em sementes de baixo vigor
(MILOSEVIC et al., 2010).

Entretanto, deve-se ressaltar que além da sanidade, os valores de condutividade elétrica
dos exudados das sementes correlacionam-se com o estadio de maturagdo dos frutos de J.
curcas (SILVA et al., 2017). Altos valores obtidos em testes de condutividade elétrica
observados em frutos verdes de J. curcas evidenciam que estas sementes oriundas de frutos
imaturos ainda ndo apresentam uma organizacao ideal do sistema de membrana (VERONESI
etal., 2014).
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Os valores mais baixos de condutividade elétrica geralmente sdo encontrados em
sementes de frutos amarelos e marrons, indicando alto vigor, provavelmente devido a melhoria
da organizagdo da membrana ao longo do processo de maturacdo (SILVA et al., 2012). Neste
trabalho foram usados frutos completamente maduros.

Quando o processo de maturagdo fisioldgica é alcancado, ocorre uma reducdo nos
valores de condutividade elétrica, devido a melhor organizacéo do sistema de membranas das
células. Por outro lado, em sementes de frutos verdes (imaturas) ocorre grande vazamento de
solutos devido a organizacdo incompleta do sistema de membranas (VIDIGAL et al., 2011).
Desta forma, o potencial fisioldgico das sementes pode ser avaliado indiretamente pelos valores
de condutividade elétrica, sendo que quanto maior a condutividade elétrica menor serd o
potencial fisioldgico das sementes (VIEIRA et al., 1999).

O teste de 2,3,5 cloreto trifeniltetrazolio € um teste rapido de viabilidade de sementes,
baseado na atividade de desidrogenases que catalisam a respiragdo mitocondrial,
particularmente a desidrogenase do acido malico, que reduz o sal nos tecidos vivos da semente,
onde ions de hidrogénio sao transferidos para o referido sal. Este teste correlaciona a viabilidade
das sementes com a alteracdo da cor de tecidos vegetais viaveis, devido a uma reacdo de
oxidagdo-reducdo envolvendo o 2,3,5 cloreto trifeniltetrazolio adicionado que é reduzido ao
pigmento vermelho ndo difusivel estavel, conhecido como trifenilformazan, cuja presenca
indica respiragdo mitocondrial e permite diferenciacdo entre tecidos vidveis e ndo viaveis
(FRANCA NETO, 1999; MARCOS FILHO, 2005).

Apesar de também ser propagada por estaquia, a multiplicacdo de J. curcas por via
seminal € o método mais usado, devido a sua facilidade de transporte, germinacdo e
armazenamento, principalmente em ambientes controlados (ZONTA et al., 2014). Por nao
existir cultivares selecionadas e registradas, a propagacao de J. curcas pela via sexuada origina
plantas com alta variabilidade genética, porém com maior longevidade e mais vigorosas
(RESENDE et al., 2013).

Estudos sobre a existéncia de variabilidade para o rendimento de sementes entre familias
de meio-irmaos de J. curcas, revelou a possibilidade de obtencao de ganhos a partir da selecdo
de gendtipos superiores. Verificou-se que apesar da ocorréncia de variacdo na producdo de
sementes durante trés anos, o efeito da interacdo da familia e ano néo foi significativo (1 e 5%
de probabilidade), e que as familias mantiveram seu desempenho ao longo do tempo, o0 que
evidencia o potencial desta espécie para maiores ganhos de rendimento (SPINELLI et al.,
2014).

Ao avaliar a variabilidade entre caracteristicas de sementes de 24 fontes de sementes de
J. curcas oriundas da Asia, Africa e Oceania, observou-se diferencas acentuadas no
comprimento (15,9-19,0 mm), largura (10,2-11,7 mm), espessura (7,9-9,4 mm), peso de 100
sementes (42,67-80,20 g) e teor de 6leo na semente (18,1-37,9%). Em geral, sementes de Laos,
Mali, Papua Nova Guiné, Filipinas e Tailandia eram maiores e mais pesadas do que as sementes
da China e da india, porém, continham menor teor de 6leo. Observou-se ainda que 0 peso e 0
teor de 6leo nas sementes sdo caracteristicas Uteis para explicar o padrdo de variacdo entre as
diferentes origens das sementes (SHEN et al., 2013).

No Brasil, genotipos de J. curcas selecionados por programas de melhoramento
genético apresentam alta diversidade quanto as caracteristicas das sementes, permitindo a
exploracdo da variabilidade genética para classificacdo de gendtipos (CHRISTO et al., 2014).
Essas informacGes sdo essenciais para a tomada de decisdo em programas de melhoramento,
podendo ser usados como suplementos em estudos de germinagéo, vigor e viabilidade das
sementes.

2.5 Melhoramento genético de Jatropha curcas L.

O melhoramento de plantas é uma area dinamica da ciéncia aplicada e baseia-se na
variacdo genetica, usando a selecdo para melhorar as caracteristicas de interesse das plantas
para o agricultor, tais como produtividade, qualidade ou resisténcia as doencas (ASINS, 2002).
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O melhoramento genético de plantas tém sido objetivo basico e essencial, uma vez que
o cultivo de espécies de forma organizada iniciou-se ha milhares de anos. Nesta época, a selecédo
de espécies baseadas na aceitacdo para o consumo e o cultivo em pequenas areas resultou na
sobevivéncia das espécies escolhidas de acordo com a sua capacidade de resistir a nova
condicdo de desenvolvimento. Hoje, estresses abidticos como um todo sdo considerados como
os fatores cruciais que restringem o desenvolvimento, o potencial genético e a produtividade
das espécies de plantas.

O melhoramento de plantas na sua forma convencional baseia-se na selecdo fenotipica
de plantas superiores dentro de populagdes segregantes oriundas de cruzamentos. Nesta pratica,
existem indmeras dificuldades, especialmente em relacdo as interagdes gendtipo versus
ambiente. Além disso, os procedimentos de selecdo fenotipica sdo muitas vezes dispendiosos,
demorados e, em alguns casos, impossiveis, como algumas selecGes para a tolerancia ao estresse
abiotico (SCHUSTER, 2011).

As cultivares de alto rendimento e estaveis sdo o principal objetivo de qualquer
programa de melhoramento genético. Muitas cultivares de alto rendimento ndo s&o
comercialmente bem-sucedidas devido a baixa estabilidade, enquanto outras altamente estaveis
ndo fornecem retorno econdmico adequado. O desenvolvimento de cultivares estaveis e de alto
rendimento € um grande desafio para os melhoristas. O rendimento é essencialmente uma
complexa caracteristica quantitativa controlada por numerosos genes de pequenos efeitos
individuais que sdo altamente influenciados pelo meio ambiente (BOREM et al., 2002).

Em espécies florestais, de modo geral, as estratégias basicas de melhoramento podem
ser resumidas em selecdo de procedéncias e selecdo individual dentro das populacdes-base,
utilizando-se a variabilidade natural existente dentro das populacdes e entre os individuos. Para
recombinacdo do material genético selecionado, bem para continuacédo da selecdo recorrente,
utilizam-se locais conhecidos como &reas de coleta e producdo de sementes ou pomares de
sementes por mudas clonais. Testes de progénie convencionais sdo utilizados para a selecdo
dos individuos superiores (GOLLE et al., 2009).

Apesar de muitos aspectos especificos da espécie de natureza técnica, o0 melhoramento
de culturas perenes por técnicas tradicionais depende de uma série de etapas sucessivas de
campo que envolvem: (i) uma fase de pré-melhoramento, na qual as cole¢des de germoplasma
sdo caracterizadas para estabelecer populagdes melhoradas com base em informacGes genéticas
e desempenho individual; (ii) uma fase de melhoramento em que os melhores individuos da
populacdo melhorada sdo recombinados para formar progénies superiores, que séo avaliadas
em campo por uma série de caracteristicas de interesse para selecdo posterior dos melhores
individuos com base em seu valor reprodutivo ou valor genético; e (iii) uma fase de
desenvolvimento de variedades elite, em que os individuos previamente selecionados com base
no seu valor genético sdo propagados para o estabelecimento de ensaios clonais, de modo que
os clones elite sejam selecionados, de acordo com seu desempenho. Os individuos selecionados
durante a fase de melhoramento formardo uma nova populacdo melhorada, avangando o
esquema geral de reproducdo. No caso de culturas perenes, é provavel gque tal esquema abranja
varios anos (10 a 14 anos no caso J. curcas) (ALVES et al., 2015).

A engenharia genética permite o melhor entendimento da natureza complexa de
estresses abidticos e da estimativa da diversidade genética entre individuos ou populacdes,
visando a melhoria da produtividade da cultivar sob condi¢fes adversas, havendo grande
necessidade em acelerar os programas de melhoramento de culturas, pelo uso de ferramentas
biotecnoldgicas modernas (GILL et al., 2014).

Quando héa cruzamento de divergentes linhagens/genotipos parentais, podera ocorrer a
heterose. Também conhecida como vigor hibrido, na heterose a progénie exibe crescimento
robusto, resisténcia a doengas e pode atingir produtividades muito superiores aos parentais,
melhorando a rentabilidade do produtor e eliminando possiveis inconsisténcias indesejaveis.
Desta forma, a heterose € a expressao genética das diferencas de desenvolvimento entre hibridos
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e seus pais, sendo este vigor hibrido uma das maiores contribuicBes praticas da genética
(PATERNIANI, 2001).

Desta forma, a heterose ¢ um fendmeno natural pelo qual descendentes hibridos de
individuos geneticamente diversos exibem caracteristicas fisicas e funcionais melhoradas em
relacdo aos pais. A heterose tem sido cada vez mais aplicada na produgdo agricola, com o
objetivo de desenvolver cultivares mais vigorosas, de maior rendimento e de melhor
desempenho, sendo basicamente divididas em trés categorias de utilizagdo em programas de
prée-melhoramento e melhoramento: heterose intraespecifica, heterose intersubspecifica e
heterose de hibridacdo ampla, com foco especial em espécies poliploides (FU et al., 2014).

A heterose intersubespecifica € o resultado do cruzamento entre duas subespécies,
enquanto a heterose interespecifica resulta do cruzamento entre duas espécies diferentes. A
heterose intraespecifica é o fenémeno pelo qual a progénie do cruzamento de genitores da
mesma espécie apresenta desempenho agronémico aprimorado em relacdo as linhas parentais,
como na maioria das variedades al6gamas (RIBOU et al., 2013; FU et al., 2014).

Além da heterose, o vigor hibrido pode ser avaliado pela compara¢do com o genitor de
melhor desempenho, pela estimativa da heterobeltiose. Com isso, o potencial do hibrido pode
ser estimado em termos de porcentagem de aumento ou diminui¢do de seu desempenho em
relacdo ao meio-pai ou valor médio entre dois genitores (heterose) e ao melhor genitor
(heterobeltiose). A heterobeltiose é mais eficaz do que a heterose, cujo objetivo é a identificacdo
de hibridos superiores. No entanto, a selecdo de genitores promissores para obtencdo de
hibridos superiores depende da predominancia de genes com efeito aditivo (GOWDA et al.,
2010; BECHE et al., 2013).

Embora a base bioldgica da heterose permaneca desconhecida, os melhoristas fazem
uso desse fendbmeno e, geralmente, acredita-se que a compreensao de mecanismos subjacentes
a heterose aumentara a capacidade de gerar novos gen6tipos, que podem ser usados como
hibridos F1 ou como material genético para futuras selegdes em programas de melhoramento
genético vegetal (TSAFTARIS e KAFKA, 1997).

Apesar da relevancia para obtencdo de hibridos superiores, poucos estudos sobre as
estimativas da heterose e da heterobeltiose s&o relatadas para J. curcas (ISLAM te al., 2011,
TAR et al., 2011). De modo geral, 0 melhoramento de J. curcas visa a obtencdo de cultivares
com alta produtividade de sementes e 6leo, com auséncia ou baixa concentracéo de toxidez nas
sementes, tolerantes aos estresses bioticos e abioticos e adaptadas as diferentes condicdes de
cultivo JUHASZ et al., 2013).

J. curcas combina trés grandes vantagens em comparagdo com outras oleaginosas: é
uma espécie nao alimenticia, apresenta bom potencial de rendimento e o 6leo possui excelentes
propriedades para a producdo de biodiesel, com elevado teor de acido oleico (TURYNAYO et
al., 2015; KASSAHUN et al.,, 2016). Além disso, a espécie possui varios beneficios
secundarios, pois pode produzir frutos por até 40 anos e € tolerante a seca. Apesar destas
vantagens, J. curcas ainda é uma promessa, pois ainda ndo ha cultivares disponiveis, 0
conhecimento agrotecnoldgico é limitado e a domesticacdo desta cultura ainda esta em estagio
inicial (DIAS, 2011).

A identificacdo de progénies que mantém sua superioridade em diferentes regides
subsidia recomendacdes mais amplas de plantio. Como estas plantas nem sempre podem ser
encontradas nas populagdes de melhoramento, procura-se discriminar as progénies de
adaptabilidade geral e especifica daquelas de baixa adaptabilidade. Porém, o estudo dos padrdes
de heranga de caracteristicas de producdo indica que, para se obter maior eficiéncia de sele¢éo,
deve-se inicialmente selecionar plantas de maior potencial produtivo, para somente entéo,
avaliar a adaptabilidade e estabilidade em um niimero maior de ambientes (CRUZ et al., 2004;
ROCHA et al., 2016).

Neste sentido, a domesticacdo desta espécie pode representar uma poderosa forma de
gestdo socioecondmica envolvendo a geracdo de renda, mitigagdo das mudancas climaticas,
agricultura e desenvolvimento sustentavel. As estratégias de domesticacdo devem ser simples
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e desenvolvidas em cooperagdo com os agricultores. E necessario realizar o cruzamento e
melhoramento entre individuos superiores. Contudo, ainda sdo poucos 0s estudos sobre a
interacdo genotipo x ambiente, visando a obtengdo de materiais adaptados as diferentes
condicdes edafoclimaticas (ACHTEN et al., 2010).

Valores de producéo de sementes por planta variando entre 23,80 e 285,10 g, com média
de 81,26 g, foram obtidos em hibridos resultantes de cruzamentos interespecificos (J. curcas x
J. integerrima) entre gen6tipos da india (UMAMAHESWARI et al., 2010). Ao estimar 0s
parametros genéticos para obtencao de combinacdes hibridas superiores de J. curcas, verificou-
se que os valores de herdabilidade no sentido amplo foram elevados para altura da planta (76 a
95%), diametro do colo (55 a 89%) e numero de folhas (33 a 86%). Para estas caracteristicas,
foram observados também valores de heterose e de heterobeltiose negativos e positivos,
revelando que a existéncia de dominancia ou a¢6es genéticas ndo aditivas podem estar presentes
nos hibridos (BIABANI et al., 2012).

Em estudos sobre a avaliacdo da produtividade de onze hibridos e seus parentais em
diferentes regides secas da Indonésia foi verificado maior peso de sementes por hectare de 1.170
kg hal, com peso de 100 sementes de 62,33 g e teor de 6leo de 32,56%. A maior média de
producio dos locais de plantio avaliados foi de 658,75 kg ha (MAFTUCHAH et al., 2013).

Ao avaliar a produtividade de hibridos de J. curcas e de suas progénies oriundas de
cruzamentos entre genotipos do Equador e do Senegal, observou-se que as caracteristicas
biométricas dos frutos dos hibridos apresentaram os maiores valores de heterose. Quanto aos
dados qualitativos, os hibridos apresentaram a mesma cor da folha e do peciolo que o ecétipo
do Senegal e 0 mesmo tamanho de folha do ecétipo do Equador (AY1ZANNON et al., 2017).

2.5.1 Biotecnologia aplicada a Jatropha curcas L.

Para a cultura de J. curcas, existe uma grande diferenca entre o rendimento potencial e
o rendimento real, devido principalmente ao uso dos materiais genéticos disponiveis serem
considerados selvagens ou ndo domesticados, havendo a necessidade da criacdo de programas
de pré-melhoramento e melhoramento genético, visando a obtencdo de cultivares de alto
rendimento, sob diferentes condi¢Ges edafoclimaticas (GOHIL e PANDYA, 2008).

Programas desenvolvidos em varios paises tropicais para uso de J. curcas na producao
de biodiesel tiveram sucesso limitado devido a ma qualidade da semente e ao baixo rendimento
de 6leo. No Brasil, estudos com esta espécie também estdo sendo realizados e foram iniciados
de forma intensiva nos Gltimos anos. No entanto, ainda ndo existem cultivares melhoradas de
J. curcas registradas no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) para
atender a demanda para o plantio em escala comercial.

Devido a inexisténcia de cultivares ou variedades registradas de J. curcas para o cultivo
comercial no Registro Nacional de Cultivares, visando o fornecimento de 6leo para atender ao
Programa Nacional de Producdo e Uso de Biodiesel (PNPB), foi estabelecida a Instrucéo
Normativa n® 4, de 14 de janeiro de 2008, do MAPA (BRASIL, 2008), que trata da
comercializacdo de materiais de propagacao vegetal de J. curcas entre produtores sem o devido
registro no 6rgao competente.

As atividades antropicas exercem grande influéncia sobre a diversidade genética de J.
curcas (MAGHULY et al.,, 2015). Caracteres morfolégicos, teores de dleo e outros
componentes quimicos variam consideravelmente entre diferentes procedéncias de J. curcas.
Essa variagdo nesses constituintes € muito importante para as pesquisas sobre melhoramento
vegetal direcionadas para a exploragdo econdémica desta cultura (DRUMOND et al., 2009).

Nos mais diversos programas de melhoramento genético de plantas, o processo de
selecdo dos gendtipos que apresentam caracteristicas agronomicamente desejaveis é realizado
com base nas informacbes fenotipicas dos individuos. Este procedimento muitas vezes
apresenta-se dificultoso, sobretudo para os caracteres de baixa herdabilidade, pois como a
grande maioria dos caracteres de importancia agronémica séo de natureza quantitativa, ou seja,
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controlados por um grande numero de genes, esses sdo altamente influenciados pelas interacGes
ambientais na expressao do fenotipo (TOPPA e JADOSKY, 2013).

Dentre as estratégias adotadas em programas de melhoramento genético, a biotecnologia
tem sido um agente de grande importancia, principalmente com o uso de marcadores
moleculares. Os marcadores moleculares podem ser classificados em diferentes grupos, com
base no modo de transmisséo (heranca nuclear biparental, heranca maternal nuclear ou heranca
paterna), pelo modo de acéo do gene (marcadores dominantes ou codominantes) e pelo método
de analise (baseada em hibridacdo ou marcadores baseados em PCR) e pela regido do genoma
que é amostrada e analisada. As aplicacbes mais béasicas das técnicas de marcadores
moleculares na selecdo assistida incluem a analise de diversidade genética, a identificacdo de
variedade e o isolamento de marcadores intimamente ligados com genes especificos
(WASEEM et al., 2012).

Além disso, os marcadores moleculares podem ser utilizados em diferentes etapas de
um programa de melhoramento de plantas, como caracterizacdo de germoplasma, estudos de
pedigree e evolucdo, selecdo parental para cruzamento, teste de pureza genética de sementes,
protecdo de cultivares, estabelecimento de estratégias de melhoramento, construcdo de mapas
de ligacdo e mapeamento de genes, QTLs associados aos processos bioldgicos e teste de
confirmacéo hibrida F1 (SAKYIAMA et al., 2014).

A tecnologia de marcadores moleculares viabiliza a caracterizacdo genética de grande
namero de genotipos por procedimentos relativamente simples e rapidos. Com o auxilio destas
técnicas, sdo possiveis progressos na selecdo de genitores para a obtencdo de gendtipos
superiores em programas de melhoramento (BERED et al., 1997).

Os marcadores moleculares de DNA sdo os tipos mais utilizados devido a sua
abundancia. Eles surgem a partir de diferentes classes de mutacbes de DNA, tais como
mutacOes de substituicdo, rearranjos ou erros na replicagdo de DNA. Estes marcadores séo
seletivamente neutros, porque eles sdo, geralmente, localizados em regides de DNA néo
codificantes em um cromossomo e possuem um numero ilimitado, ndo sendo afetados por
fatores ambientais ou pela fase de desenvolvimento da planta (GOVINDARAJ et al., 2015).
Possuem inimeras aplicacbes no melhoramento de plantas, tais como: marcador de avaliagdo
de materiais de reproducdo assistida, estimativa da diversidade genética, selecdo parental,
avaliagdo da pureza de uma cultivar, estimativa da heterose e identificacdo de regides
genémicas (WINTER e KAHL, 1995).

Deve-se ressaltar também que em programas de melhoramento genético, o
conhecimento da diversidade genética entre espécies ou entre individuos de uma mesma espécie
se faz necessario, uma vez que afeta as potencialidades evolutivas da populacdo. Para a
estimativa da diversidade genética inter e intrapopulacional, varios tipos de marcadores
moleculares como Randon Amplified Polymorphic DNA (RAPD), Amplified Fragment Length
Polymorphism (AFLP), Simple Sequence Repeat (SSR) e Inter Simple Sequence Repeat (ISSR),
foram utilizados na avaliagcdo de germoplasma de J. curcas (CAl et al., 2010).

Gopale e Zunjarrao (2013) ao avaliarem a diversidade genética de J. curcas com 0 uso
do RAPD, observaram que os acessos de Maharashtra, india, constituem uma ampla e rica base
genética para selecdo de material genético de interesse em programas de melhoramento
genético desta espécie, podendo esta diferenca ser atribuida ao elevado nivel de polinizacao
cruzada e a natureza desta interacdo a partir de diferentes fontes genéticas.

Outro marcador molecular frequentemente usado em estudos sobre a variabilidade
genéticaem J. curcas é ISSR (Inter Simple Sequence Repeats). Os marcadores ISSR geralmente
apresentam alto polimorfismo, sendo uma técnica simples e rapida, onde a utilizacdo de
radioatividade ndo é necessaria (SEMAGN et al., 2006).

O potencial para a integracdo de ISSR-PCR em programas de melhoramento genético é
enorme. A técnica de marcadores ISSR envolve a amplificacdo de um segmento de DNA entre
duas regides microssatélite idénticas orientadas em direcGes opostas (IDREESS e IRSHAD,
2014).



15

Os produtos amplificados apresentam, frequentemente, 200-2.000 pb de comprimento
e podem, geralmente, ser detectados por gel de agarose ou gel poliacrilamida. Os marcadores
ISSR exibem a especificidade de marcadores microssatélites, mas ndo necessitam de
informacdes da sequéncia para a sintese de um primer, por serem marcadores aleatorios
(KESAWAT e DAS KUMAR, 2009).

Por serem altamente polimorficos, os marcadores ISSR sdo utilizados em estudos de
diversidade genética, marcacdo de gene, estudos filogenéticos, biologia evolutiva e estudos de
mapeamento do genoma (REDDY et al., 2002).

A andlise de variagdo genética determinada por marcadores ISSR, revelou a existéncia
de pelo menos seis grupos distintos de genotipos de J. curcas cultivados na Tailandia
(BOONVITTHYA et al., 2013). Recentemente, J. curcas tem recebido grande atencdo em
estudos bioldgicos, principalmente sobre genes envolvidos nas vias biossintéticas de lipidios e
acidos graxos (GOMES et al., 2010; CHEN et al., 2011).

Diversos outros estudos sobre a diversidade genética entre genotipos de J. curcas com
0 uso de marcadores ISSR foram reportados nas diferentes regides do mundo (VIJAYANAND
et al., 2009; MAGHULY et al., 2011; TANYA et al., 2011), evidenciando a relevancia e a
eficiéncia do uso desta técnica em programas de melhoramento genético desta espécie,
direcionados principalmente para producdo de sementes e de 6leo (SHEN et al., 2013).

2.5.2 Estimativa de parametros genéticos

O conhecimento dos componentes da variabilidade fenotipica é de grande importancia
para a escolha dos métodos de melhoramento e para a predicdo dos ganhos com selecdo. A
variabilidade fenotipica pode ser conhecida por meio das estimativas de herdabilidade, dos
coeficientes de correlacdo fenotipica, genotipica e ambiental, das variancias genotipicas e
fenotipicas, entre outros parametros genéticos, permitindo assim, a predicdo dos ganhos
decorrentes da selecdo e a definicdo das estratégias de melhoramento que devem ser adotadas
(ROSSMANN, 2001).

Informacdes sobre a varidncia genotipica, herdabilidade e indice de variacdo sdo
determinantes na escolha do método de melhoramento mais adequado a cultura e permitem
fazer inferéncias sobre a predicao de ganhos com a selecdo. Estimativas da herdabilidade ampla
de caracteristicas de plantas sdo importantes por terem relagdo com a sele¢do e quanto maior o
valor estimado desse parametro, maior sera a chance de sucesso com a sele¢cdo (CRUZ e
REGAZZI, 1994).

No sentido amplo, a herdabilidade (H ou h?) pode ser definida como a razio entre a
variancia genotipica e a fenotipica. No sentido restrito, a herdabilidade pode ser definida como
a razdo da variancia aditiva pela fenotipica. Sendo assim, a herdabilidade varia de acordo com
as diferentes caracteriscas agronémicas e as estimativas de herdabilidade e de componentes de
variancia, que podem orientar o melhorista durante as fases de criacao da variabilidade genética,
selecdo de individuos superiores na populacdo segregante e a utilizacdo dos individuos
selecionados no programa (BOREM e MIRANDA, 2013).

A informacdo sobre a magnitude de varios componentes da variagdo genética é
importante para a determinacdo da melhor selecdo e processo de reproducdo para um
determinado conjunto de materiais em circunstancias determinadas (SUBANDI e COMPTON,
1974). O grande numero de variacdo e os altos valores de herdabilidade, para algumas
caracteristicas, determinam o potencial de selegéo entre individuos de uma populagéo (HADINI
etal., 2015).

Em estudos envolvendo estimativas de parametros genéticos e variabilidade em
progénies de J. curcas, coletadas em diferentes regides do Brasil e Camboja, a partir da analise
das sementes de plantas-mée, observaram que o teor medio de 0leo ¢é de 31%, com contetdo
variando entre 16% a 45%. Além dessa caracteristica h4 grande variagdo também para peso de
100 sementes, comprimento e largura de sementes. Os maiores valores de herdabilidade em
sentido restrito foram encontrados para os caracteres comprimento de folha (0,35), largura da
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folha (0,34), didmetro do caule (0,24) e comprimento dos ramos (0,21). Essas informagdes
sobre a variabilidade sdo muito importantes para programas de melhoramento direcionados ao
aumento da produtividade e do teor de 6leo em sementes de J. curcas (FREITAS et al., 2011).

Ao estimar a diversidade genética entre oito genotipos de J. curcas oriundos de
diferentes regides da China, Laos e Tailandia, baseado em analise de caracteres
morfoagrondmicos (comprimento, largura, espessura e peso de 100 sementes), observou-se que
as caracteristicas de sementes podem ser usadas como um importante indicador para estimativa
da variabilidade fenotipica em programas de melhoramento em J. curcas (GUAN et al., 2013).

Estudos relatam ampla gama de variagdo de produtividade de sementes de J. curcas em
diferentes regides do mundo (ACHTEN et al., 2008). A grande variacao deve-se principalmente
as diferentes condi¢des edafoclimaticas e a diversidade genética entre os genétipos avaliados
(YANG et al., 2010). Diversos outros estudos sobre a estimativa de parametros fenotipicos
(VIJAYANAND et al., 2009; ZAPICO et al., 2011) corroboram com os resultados apresentados
acima. Entretanto, a alta variabilidade morfolégica nem sempre reflete uma grande
variabilidade genotipica, uma vez que a diversidade fenotipica pode estar associada a variagcdo
genotipica, onde as interacfes genotipo-ambiente exercem papéis predominantes em alteracdes
morfolégicas dos gendtipos de J. curcas (RAFII et al., 2012; XU et al., 2012).

Em estudo sobre a variabilidade genética entre genotipos de J. curcas, constatou-se altos
valores na estimativa de herdabilidade para o comprimento e largura de sementes (82,1 e
77,7%) (GALAPIA et al., 2012). A obtencdo de elevados valores durante a estimativa da
herdabilidade indicam que os tratamentos foram influenciados mais por fatores genéticos do
que por fatores ambientais. Altos valores de herdabilidade (69 a 94%) também foram
observados em estudo sobre os parametros genéticos quantitativos (producdo e teor de 6leo) e
qualitativos (florescimento) em sementes de 375 gendtipos de J. curcas oriundos da Argentina,
Paraguai, india e Camardes (MARTINS e MONTES, 2015).

O estudo da magnitude das estimativas de herdabilidade, dos coeficientes de correlacao
genética e fenotipica, das estimativas de ganhos esperados com a selecdo, e as implicagdes dos
efeitos ambientais sobre estas estimativas, refletidas na interacdo entre gendtipos e ambientes,
séo de fundamental importancia para a conducdo de um programa de melhoramento.

2.6 Andlise de trilha como critério de selecdo indireta para producéo

O estudo das correlacGes entre variaveis é aplicavel em quase todos os campos de
pesquisa. A correlacdo simples permite avaliar a magnitude e o sentido da associagéo entre duas
variaveis, mas ndo fornece as informacdes necessarias entre os efeitos diretos e indiretos de um
grupo de variaveis independentes em relacdo a uma variavel dependente. Desta forma, a analise
de trilha consiste no desdobramento das correlacdes em efeitos diretos e indiretos, permitindo
medir a influéncia direta de uma variavel, independente das demais, sobre a outra, onde as
estimativas (caminho ou trilha) que quantificam estes efeitos sdo obtidas por meio de equacdes
de regressdo, em que as variaveis sao previamente padronizadas (de SOUZA, 2013).

A execucdo da analise de trilha é geralmente realizada em duas etapas. A primeira € a
construcdo de um diagrama de caminho, muito Util para a exibi¢do do padrdo de hipoteses da
relacdo causa/efeito entre um conjunto de variaveis. A segunda parte refere-se a decomposicao
das correlacGes observadas em um conjunto de coeficientes, que indica o efeito direto de uma
variavel hipoteticamente tomada como causa sobre uma varidvel tratada como efeito (de
SOUZA, 2013).

Como o estudo das correlagdes entre caracteres ndo considera as relagdes causa/efeito
entre caracteres primarios e secundarios, determinantes de rendimento, a andlise de trilha
consiste em estudar os efeitos diretos e indiretos de tragcos em uma variavel basica. Com isso, a
analise do caminho fornece uma compreensao detalhada das influéncias dos tracos envolvidos
em um diagrama predeterminado e justifica a existéncia de correlagdes positivas e negativas, e
altas e baixas magnitudes entre os caracteres avaliados (CRUZ e CARNEIRO, 2006; SILVA et
al., 2016).
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Na cultura de J. curcas, a analise de trilha vem sendo utilizada como ferramenta valiosa
em programas de melhoramento genético (DAS et al., 2010; MAURYA et al., 2015). Ao avaliar
a influéncia de caracteres agronémicos sobre a produtividade de grdos de J. curcas cultivado
em Planaltina-DF verificou-se, pela analise de trilha, que 76% da variagdo em produtividade
foi determinada pelas varidveis explicativas, valor adequado para explorar os ganhos com a
selecdo direta e indireta em J. curcas. Os autores observaram que os caracteres diametro do
caule, massa de 100 sementes e projecdo da copa na entrelinha influenciam diretamente a
produtividade de gréos, sendo indicados para selecdo direta, assim como para a selecdo indireta
de progénies superiores de pinh&do-manso para produtividade de grdos (TEODORO et al.,
2016).

Em experimento conduzido com cultivo de J. curcas localizado no municipio de
Arquimedes, Rondbnia, verificou-se que a produtividade de grdos apresentou efeito direto e
positivo sobre o rendimento de dleo, e o volume de copa mostrou-se como um dos principais
componentes de efeito indireto e positivo sobre a variavel principal. Na populacdo de
melhoramento avaliada, as estimativas dos efeitos diretos e indiretos indicaram que a sele¢éo
de plantas de maior rendimento de 6leo deve considerar genotipos de maior produtividade de
grdos e maior volume de copa.

Desta forma, por meio do conhecimento dos efeitos diretos e indiretos que as variaveis
explicativas exercem sobre uma variavel principal, é possivel estabelecer as estratégias, que
serdo de forma mais eficiente, empregadas na selecdo de genotipos superiores em programas
de melhoramento genético.

2.7 Teor e Composic¢ado do 6leo de Jatropha curcas L.

J. curcas possui teor de 6leo de boa qualidade para a producdo, com rendimento médio
de 20 a 38% (NUNES et al., 2008; TAMBUNAN et al., 2012). O fato de ainda ndo ser
considerada uma espécie comestivel e poder ser cultivada sob condi¢bes adversas, torna o 6leo
de sementes de J. curcas uma matéria-prima potencial para producdo comercial de biodiesel,
sendo necessarios estudos direcionados a correlacdo entre os componentes de producdo e a
influéncia de caracteres de diferentes materiais genéticos sobre o rendimento do 6leo de
sementes.

O oleo das sementes de J. curcas € um produto muito valioso, pois pode ser convertido
em biodiesel, sendo o cultivo desta oleaginosa uma fonte promissora para a producdo de
biocombustiveis (PARAWIRA, 2010).

As principais propriedades do biodiesel, como o indice de cetano, o calor de combustéo,
o fluxo a frio, a estabilidade oxidativa, a viscosidade e a lubrificacdo, sdo influenciadas pelo
perfil de &cidos graxos (KNOTHE, 2005). Com isso, a estabilidade e a melhoria da composicéao
de &cidos graxos no 6leo de sementes sdo importantes para a selecdo de culturas oleaginosas,
principalmente para a producéo de biodiesel (WU et al., 2009).

A quantidade de 6leo extraido em sementes depende do método de extracdo. Os dois
principais métodos de extracao de 6leo sdo 0 mecanico (prensagem) e o quimico (extracdo por
solvente). Na extracdo por prensagem realiza-se 0 esmagamento das sementes para remocao do
6leo. Na extracdo quimica, o 6leo € extraido com solventes apolares por diferentes métodos de
extracao, dentre eles o Soxhlet (SOXHLET, 1879).

A extracdo por Soxhlet é uma ferramenta util, sendo uma das técnicas mais importantes
para extracdo de Oleos. Durante a extracdo, 0 sistema permanece a uma temperatura
relativamente alta, por efeito do calor aplicado ao baldo de destilagéo atingindo a cavidade de
extracao até certo ponto. A extracdo de Soxhlet € um método simples e pode extrair mais massa
de amostra do que a maioria dos outros métodos usados, como extragcdo assistida por micro-
ondas e a extracao de fluido supercritico. Além disso, existe uma grande variedade de métodos
oficiais envolvendo a preparacdo de uma amostra com base na extracdo de Soxhlet (de
CASTRO e PIEGO-CAPOTE, 2010).
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Em trabalhos realizados com sementes de J. curcas, pelo método Soxhlet, com o uso de
diferentes solventes (principalmente hexano, isopropanol e éter de petréleo), evidenciou-se a
variacdo no rendimento do 6leo das sementes (SHIVANI et al., 2011; ABDULHAMID et al.,
2013; CHANDRA et al., 2013). Esta variacao pode estar relacionada as caracteristicas genéticas
dos genotipos usados, as condi¢bes edafoclimaticas, a qualidade da semente, ao tipo de solvente
usado e ao método de extracdo adotado.

As propriedades do biodiesel de J. curcas diferem das do biodiesel obtido de
composicdes de acidos graxos de biomassa convencionais (SARKER, 2016), sendo o teor de
6leo de J. curcas semelhante ou superior aos relatados para outros 6leos vegetais (Tabela 2.2).

TABELA 2.2 - Rendimento e composic¢ao de &cidos graxos de 6leos de espécies oleaginosas.

. Acido  Acido Acido Acido Teor N
Espécie - A s o de Referéncias
oleico linoleico  esteérico palmitico 6leo
............................................... Ottt
J. curcas 34-52 21-44 4-11 14-18 20-55 Berchmans e Hirata (2008);
Nayak e Patel (2010); Ugbogu
et al. (2014); Albasha et al.
(2015)
Mamona 2-7 0,5-10 1-3 0,7-2 30-50  Salimon et al. (2010); Yusuf et
al. (2015); Huang et al. (2015);
Girassol Regitano Neto et al. (2016);
Angeloni et al. (2017); Sher et
al. (2018)
Algodéo 14-17 45-55 3-4 5-25 25-30  Khan et al. (2010); Oliveira et
al., (2016); Konuskan et al.
(2017)
Soja 4-35 10-53 10-20 9-13 12-27 Lee et al. (2007); Albrecht et

al. (2008); Jiao et al. (2012);
Peiretti et al. (2018)

Fonte: Proprio autor

Outro aspecto levado em consideracdo para avaliar a qualidade do 6leo esta relacionado
a sua composicdo quimica. Nesse caso, 0s &cidos graxos assumem importancia, pois a sua
proporcdo indica a qualidade para a producdo de biodiesel. Uma das propriedades mais
importantes relacionadas a qualidade do 6leo é o teor de acido graxo livre.

Os &cidos graxos séo classificados de acordo com a presenca ou auséncia de ligagdes
duplas como saturados (&cidos graxos sem liga¢fes duplas), monoinsaturadas (&cidos graxos
com uma dupla ligacdo) e poli-insaturados (acidos graxos com duas ou mais ligacdes duplas).
Além disso, podem ser classificados como cis ou trans, com base na configuracao das ligacdes
duplas e como acidos graxos poli-insaturados n-3 ou n-6, dependendo da posi¢do da primeira
dupla ligacdo do acido graxo final (ORSAVOVA et al., 2015).

Os monoenos mais comuns possuem um comprimento de cadeia de 16-22 e uma ligagao
dupla com a configuracdo cis. Isso significa que os &tomos de hidrogénio em ambos os lados
da dupla ligacéo estdo orientados na mesma direcdo. Os isdmeros trans podem ser produzidos
durante o processamento industrial (hidrogenacéo) de 6leos ndo saturados. Os acidos graxos cis
tém pontos de fusdo mais baixos do que os acidos graxos trans ou 0s seus equivalentes
saturados. Em &cidos graxos poli-insaturados, a primeira ligagdo dupla pode ser encontrada
entre o terceiro e o quarto &tomo de carbono (RUSTAN e DREVON, 2005).

O 6leo de J. curcas possui alto teor de acidos graxos insaturados (78 a 84%). Os acidos
graxos que compdem o 6leo de J. curcas sdo basicamente o &cido oleico (43,1%), acido
linoleico (34,3%), acido estearico (6,9%), acido palmitico (4,2%) e outros acidos (1,4%)
(BASILI e FONTINI, 2012). O &cido oleico é um &cido graxo, naturalmente encontrado em
muitas plantas e em alguns produtos de origem animal (KAZADI et al., 2014) e um dos
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principais acidos monoinsaturados de glicerolipidos de membrana em plantas e animais. E
também um componente importante do 6leo.

Os outros acidos encontrados em grande quantidade em 6leo de sementes de J. curcas
sdo o0s 4&cidos linoleico, estearico e palmitico. O acido linoleico é o acido
graxo insaturado 6mega-6 com 18 carbonos e duas insaturagoes.

O produto final da enzima sintetase do complexo multienzimético de &cidos graxos é o
acido palmitico (16:0), que pode ser elongado para acido estearico (18:0). Este &cido graxo com
18 atomos de carbono é muito importante para a sintese de acidos graxos insaturados. A
introdugdo de uma dupla ligacéo entre os atomos de carbonos 9 e 10 é catalisada pela enzima
A—9 dessaturase. Esta enzima esta presente em plantas e animais, e converte o acido estearico
para o acido oleico. Nas plantas, a enzima A—12 dessaturase converte o acido oleico em acido
linoleico ¢ a A—15 dessaturase converte o acido linoleico em 4cido a—linolénico
(TEITELBAUM e WALKER, 2001; MOREIRA et al., 2002). Nas plantas, a extensdo dos
acidos palmiticos e estearico presentes em acidos graxos de cadeia longa e ultralonga é usada,
principalmente, para a produc&o de componentes de cera alifatica (VELISEK e CEJPEK, 2006).

Em estudo sobre a viabilidade do 6leo de sementes de J. curcas de gendtipos cultivados
na Nigéria, verificou-se que o teor de acidos graxos foi superior aos observados em 06leos das
espeécies vegetais comestiveis analisadas (UMARU e ABERUAGBA, 2012). Em outro estudo
realizado na Nigéria, foi observado que os &cidos graxos presentes no 6leo das sementes sdo
compostos basicamente por &cido palmitico (13%), acido estearico (2,5%), acido oleico
(48,8%) e acido linoleico (34,6%) (MARTINEZ-HERRERA et al., 2006).

A qualidade do Gleo das sementes afeta o processo de transesterificacdo e as
propriedades de combustivel do biodiesel (ISLAM et al., 2012). O 6leo transesterificado de J.
curcas alcanca melhores resultados do que o uso do dleo puro de J. curcas (puro ou em mistura)
em motores ndo ajustados ao diesel. Porém, a durabilidade em longo prazo dos motores que
utilizam biodiesel de J. curcas como combustivel requer estudos adicionais (ACHTEN et al.,
2008).

O alto poder de separacdo alcancavel (nimero potencial de placas tedricas), combinado
com uma ampla gama de detectores, torna a cromatografia em fase gasosa (CG) uma ferramenta
importante, muitas vezes insubstituivel, na analise de elementos traco de componentes presente
em vegetais (HAJSLOVA e YAJKA, 2007).

Quando duas técnicas, como a cromatografia em fase gasosa (CG) e a espectrometria de
massa (EM) sdo combinadas com sucesso para formar o sistema denominado cromatografia
gasosa acoplada ao espectro de massas (CG-EM), as vantagens se tornam evidentes. O CG pode
separar muitos compostos volateis e semivolateis, mas nem sempre os detecta seletivamente,
enquanto a EM pode detectar seletivamente muitos compostos, mas nem sempre 0S separa.
Desta forma, em um sistema CG/EM, as amostras do cromatografo a gas sdo bombardeadas por
elétrons e sdo quebradas, gerando ions positivos, negativos e radicais onde, a partir da relacdo
massa/carga dos ions gerados, ird separa-los. Atualmente, para 0 CG-MS capilar, a coluna
capilar € inserida diretamente na fonte de ions (SNEDDON et al., 2007).

Os dados obtidos em CG-EM séo enviados para um computador para serem analisados.
O computador ligado ao CG-EM possui uma biblioteca de amostras para ajudar na analise
desses dados (AGILENT TECHNOLOGIES, 2012). Os dados para 0 CG-EM sé&o exibidos de
diferentes formas. Uma é um cromatograma de ions totais, que resume a abundéancia total de
ions em cada espectro e os traca em funcdo do tempo. A outra é 0 espectro de massa em um
momento especifico no cromatograma para identificar o componente particular que foi eluido
naquele momento. Também podem ser usados o0s espectros de massa de ions selecionados em
uma relagdo massa/carga especifica, chamado cromatograma em massa (HUSSAIN e
MAQBOOL, 2014).

A cromatografia gasosa € uma das principais técnicas utilizadas para a identificacéo e
quantificacdo de muitos grupos de substancias ndo polares e/ou semipolares (ou seus produtos
de derivacdo). A analise do perfil de acidos graxos do Oleo de sementes de J. curcas é
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frequentemente realizada com o auxlilio da técnica conhecida como cromatografia gasosa
acoplada ao espectro de massas (CG/EM) ou equipado com detector de ionizacdo em chama
(Tabela 2.3).

TABELA 2.3. Diferentes solventes e métodos de extracdo para obtencdo de acidos graxos em 6leo de
sementes de Jatropha curcas L.

Método de Solvente usado na Método de separagdo dos Principais acidos graxos Autor
Extracdo extracdo do 6leo acidos graxos encontrados
Soxhlet Eter de Petréleo Cromatografia gasosa Palmitico, E_stear_lco, Oleicoe  Nayak ¢ Patel
Linoleico (2010)
Cromatografia gasosa Palmitico, Esteérico, Oleico, Ovando-
Soxhlet Hexano acoplada a espectrometria Linoleico, Metilpalmitico, Medina et al.
de massa Gadoleico e Ricinoleico (2011)
) Palmitico, Estearico, Oleico, Cordova-
Soxhlet Eter de Petréleo HPLC Linoleico, Palmitoleico, Albores et al.
Miriastico e Laurico (2014)
Cromatografia gasosa Palmitico, Estearico, Oleico e Rodriguez-
Soxhlet Hexano acoplada a espectrometria o Acosta et al.
Linoleico
de massa (2010)
Palmitico, Esteérico, Oleico,
Lo . Linoleico, Palmitoleico, Albuquerque et
Soxhlet Dietil-éter Cromatografia gasosa Miriastico. Linol&nico, al. (2017)
Araquidico e Laurico
Palmitico, Palmitoleico, Barros et al
Soxhlet Hexano Cromatografia gasosa Estearico, Oleico, Cis- '
: L T (2015)
Vacenico e Linoleico
Cromatografia gasosa e Palm_ltlco,. Estearlgo,_ Oleico, Akbar et al.
Soxhlet Hexano Linoleico, Miristico e
HPLC - (2009)
Laurico
. Cromatografia gasosa Palmitico, Palmitoleico,
Mecénico e . o - . Fernandes et al.
Hexano equipado com detector de Esteérico, Oleico, Cis-
Soxhlet L . . - (2015)
ionizacdo em chama Vacenico e Linoleico
- . Cromatografia gasosa Oleico, Linoleico, Estearico, Albasha et al.
Soxhlet Eter de petrdleo acoplada a espectrometria o L
Palmitico e Ariquidico (2015)
de massa
Soxhlet Hexano Cromatoarafia qasosa Palmitico, Estearico, Oleico, Azhari et al.
9 g Linoleico e Miristico (2008)

Fonte: Préprio autor.

Com a técnica de cromatografia gasosa com detec¢do por ionizacdo em chama (CG-
DIC) que também ¢é utilizada para andlise do perfil de &cidos graxos do albumen e sementes de
Jatropha gossypifolia L., obteve-se alto contetdo de &cidos graxos no albimen, porém, com
baixo teor de acido oleico (7,40%) nas sementes (REIS et al., 2013), inferior ao teor (48,0%)
obtido em sementes de J. curcas oriundas de Nova Deli, india (HAYAT e MENDHULKAR,
2016).

Os principais ésteres metilicos da composi¢do de &cidos graxos do 6leo das sementes de
acessos de J. curcas provenientes da China, analisados por CG-EM, foram os acidos graxos
insaturados (71,93%) e os &cidos graxos saturados (27,59%). Para os acidos palmitico e
estearico observou-se uma taxa de 15,80% e 10,79%. Os acidos linoleicos (39,58%) e oleico
(30,41%) foram obtidos em maior concentracdo dentre os acidos graxos insaturados
identificados no 6leo (SENOU et al., 2016).

Estes resultados sdo semelhantes aos observados em trabalho realizado na China com o
uso da técnica de CG-EM, onde observou-se a presenca de 13,23% de &cido palmitico, 5,40%
de 4cido estearico, 41, 62% de acido oleico e 36,99% de &cido linoleico na composic¢ao do dleo
de sementes de J. curcas (WANG et al., 2011).
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4. ARTIGO 1 ]
PROSPECCAO TECNOLOGICA E POTENCIAL BIOATIVO DE EXTRATOS DE
Jatropha curcas L.

RESUMO

No Brasil, Jatropha curcas L. surge como alternativa para o fornecimento de matéria-prima,
por possuir alta produtividade de 6leo e ser resistente ao estresse hidrico, o que seria uma
vantagem significativa principalmente na regido semiarida do pais. Com o intuito de obter
informacdes sobre 0 uso do extrato de diferentes partes da planta, realizou-se uma prospecgéo
em bancos de dados de pesquisa cientifica, tecnologica e de patentes, bem como nos sites do
Ministério da Saude e no Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, e da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria. A partir dos dados obtidos verifica-se a necessidade de se
realizar novas pesquisas direcionadas aos multiusos que a espécie possui. Foi constatado grande
potencial para uso medicinal, na satde publica e na agricultura como agente fungicida, acaricida
e inseticida. Porém, o incentivo ao cultivo de J. curcas em extensas &reas causa grande
apreensdo com a pesquisa agricola no Brasil, devido a grande limitacdo do conhecimento
técnico sobre esta cultura. Com isso, torna-se necessaria a realizacdo de novas pesquisas
direcionadas aos multiplos usos que a espécie possui. Ha registros académicos sobre o uso de
extratos de diferentes partes de J. curcas, evidenciando a importancia desta espécie para a
formulacdo de produtos fitossanitarios. Porém, encontrou-se poucos registros de patentes
referentes ao uso do extrato de J. curcas na formulacdo de produtos bioativos nas diferentes
bases de dados pesquisadas, evidenciando a necessidade de se realizar novas pesquisas
direcionadas as diferentes utilidades que esta espécie possui.

Palavras-chave: Pinhdo-manso, bioinseticida, patentes.
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ABSTRACT

Title: Technological prospecting and the bioactive potential of extracts from Jatropha
curcas L.

In Brazil, the Jatropha curcas L. species is an alternative for the supply of raw material. This
IS because the species has a high oil content and it is resistant to water stress, which would be
a significant advantage, especially in the semiarid regions of the country. In order to obtain
information on the use of extracts from different parts of the plant, a survey was made on the
scientific, technological and patent research databases, as well as on the websites of the Ministry
of Health and the Ministry of Agriculture, Livestock and Supply, together with research on the
National Agency of Sanitary Surveillance (ANVISA) website. From the data that was obtained,
it became necessary to carry out new research that would be directed at the multi-uses that this
species displays. For instance, it was revealed that there was a great potential for its use in
medicine, in public health, as well as in agriculture as a fungicide, as an acaricide and as an
insecticide. However, the incentive to cultivate J. curcas in extensive areas causes a great
apprehension within agricultural research in Brazil, due to the significant limitations of
technical knowledge regarding this species. With this in mind, it was very necessary to carry
out new investigative research directed at the multiple functions that this species exhibits. There
were academic records on the use of extracts from different parts of the J. curcas plant,
evidencing the importance of this species in the formulation of phytosanitary products.
However, only a few patent registrations were found regarding the use of J. curcas extracts in
the formulation of bioactive products, when the different databases that were researched. This
evidenced the need to carry out further new research that would be directed at the different
utilities that this species possesses.

Keywords: Jatropha, bioinseticide, patents.

4.1 Introducéo

O género Jatropha pertence a tribo Joannesieae, familia Euphorbiaceae, e contém
aproximadamente 170 espécies conhecidas. A espécie Jatropha curcas L., € um arbusto
amplamente distribuido em areas selvagens ou semicultivadas nas Américas Central e do Sul,
na Africa e na Asia. O nome do género Jatropha deriva da palavra grega jatr'os (médico) e
troph'e (comida), o que implica uso medicinal (KAMAL et al., 2011).

J. curcas L., conhecido no Brasil como pinhdo-manso, é uma espécie vegetal oleaginosa
cujo 6leo, extraido de suas sementes, apresenta multiplas aplicacGes para pequenos produtores,
além da sua potencial aplicacdo em diferentes setores industriais, dentre os quais a industria de
biocombustivel, constituindo-se, assim, em mais uma fonte de matéria-prima dentro do elenco
de espécies oleaginosas uteis (VIRGENS et al., 2017).

Porém, ndo deve-se considerar apenas 0 aspecto industrial, econdmico, ambiental e
social de J. curcas como fonte de biodiesel, uma vez que a planta é utilizada para producao de
cosméticos (WARRA, 2012), na cultura popular para o tratamento de doencgas, com atividades
farmacoldgicas comprovadas em estudos laboratoriais (SANTOS et al., 2008; YUSSUF e
MAXUELL, 2010), além da atividade inseticida contra mosquitos (OLAYEMI et al., 2014)
transmissores de doencas como febre amarela, zika, chicungunya e dengue (BASSEM et al.,
2014; ALVAREZ et al., 2015).

J. curcas pode ainda ser usado na agricultura para diversos fins, pois as plantas do
género Jatropha sdo produtoras em potencial de metabdlitos secundarios bioativos como
terpenos, esteroides, alcaloides, saponinas, taninos, lignanas, flavonoides e peptideos
(BATISTA et al., 2014). Neste contexto, ha um significativo direcionamento para a utilizacéo
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de J. curcas ndo apenas como matéria-prima para biodiesel, mas também para a producao de
produtos bioativos no Brasil e no mundo (DURAES et al., 2009).

Através da prospeccdo tecnoldgica sdo levantadas todas as tecnologias existentes,
identificando o estddio de maturidade da tecnologia em questdo e como ela se insere na
sociedade, assim como as lacunas e demandas a serem preenchidas. Diante disso, realizou-se
uma revisao e uma prospeccao tecnoldgica sobre J. curcas visando apresentar as informacoes
tecnoldgicas e cientificas, assim como os depdsitos de patentes existentes sobre esta espécie.

4.2 Material e Métodos

A pesquisa foi realizada utilizando-se as palavras-chave ‘Jatropha’, ‘Jatropha curcas’,
‘Pinh@o-manso’, ‘Jatropha extract’, ‘Jatropha curcas extract’, ‘Jatropha larvicidal’,
‘Jatropha curcas larvicidal’, ‘Jatropha extract larvicidal’ e ‘Jatropha curcas extract
larvicidal’, ‘Jatropha extract inseticidal’, ‘Jatropha antifungal’, ‘Jatropha curcas antifungal’,
‘Jatropha extract antifungal’, ‘Jatropha curcas extract antifungal’, ‘Jatropha antimicrobial’,
‘Jatropha curcas antimicrobial’, ‘Jatropha extract antimicrobial’ e ‘Jatropha curcas extract
antimicrobial’, sendo as mesmas utilizadas para a busca de trabalhos académicos, técnico-
cientificos e para a busca de patentes, considerando todos 0s documentos que apresentaram
esses termos no titulo e/ou no resumo. Os dados foram prospectados em dezembro de 2017.

Para o levantamento de dados em bases cientificas e tecnologicas foram selecionados
os artigos presentes no Portal de Periddicos da Coordenacdo em Aperfeicoamento de Nivel
Superior (CAPES) e nas bases de dados do Scientific Electronic Library Online (SciELO).

A prospeccdo tecnologica foi realizada também nos sites do Ministério da Saude (MS),
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), Organizacdo Mundial de Propriedade Intelectual (WIPO),
Registro Europeu de Patentes (EPO), no Banco Americano de Marcas e Patentes (USPTO),
Patentes Internacionais em Portugués e Espanhol (LATIPAT) e no Instituto Nacional de
Propriedade Industrial (INPI). Foram analisados todos os depdsitos de patentes concedidos até
dezembro de 2017.

4.3 Bioatividade de Jatropha curcas L.

J. curcas € uma das principais espécies oleaginosas ndo comestiveis que podem ser
utilizadas para a producéo de biodiesel em vérios paises. O cultivo de J. curcas pode ser ndo so
uma possibilidade real para a producdo de combustiveis para uso local, mas também uma fonte
de renda adicional relacionadas a comercializacdo de seus subprodutos (BASILI e FONTINI,
2012).

Vaérias partes da planta de J. curcas podem ser usadas para fins medicinais em seres
humanos e animais domeésticos, além dos usos fitossanitarios na agricultura, exercendo grande
importancia etnofarmacoboténica, econémica e ecolégica (KUMAR e TEWARI, 2015).

O género Jatropha, constituido por mais de 170 espécies, € uma importante fonte de
metabdlitos secundarios, porém, existem estudos fitoquimico para apenas 20 destas espécies.
Os compostos reportados para as espécies deste género sao considerados como biorecursos para
o desenvolvimento de produtos de interesse para a inddstria farmacéutica, principalmente.
Existem registrados mais de 150 compostos (mais de 40 sdo terpenos), sendo Jatropha curcas
L. a mais estudada. Dentro das classes de metabdlitos secundérios ja identificados estdo os
flavonoides, os alcoldides, cumarinas, ligano-cumarinas, antraquinonas, glucosideos ndo
cianogéncios, ciclopeptideos, fitoesterois, terpenos, entre outros (CORDOBA-ALBORES,
2014).

Atividade antifingica por metabolitos secundarios de extrato etanolico da casca do caule
de J. curcas foi observada por Wakirwa et al. (2013), ao identificarem extratos de plantas e
oleos essenciais com possiveis efeitos sobre Phakopsora pachyrhizi (agente etiologico da
ferrugem-asiatica da soja).
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Resultados obtidos em diversos trabalhos indicam o potencial do uso de extratos de
diferentes partes da planta de J. curcas para a formulacdo de produtos farmacologicos e
fitossanitarios, devido & acdo dos metabolitos secundarios presentes nesta espécie (Tabela 4.1).

TABELA 4.1 - Bioatividade de extratos de diferentes partes de plantas de Jatropha curcas L.

Partes da planta Atividade

Referéncias

Antioxidante
Antimicrobiana
Antimicrobiana

Antibacteriana
Antibacteriana

Fu et al. (2014)
Goel et al. (2007)
Arekemase et al. (2011)
Sriprang et al. (2010)
Oskoueian et al. (2011)

Antifungica Saetae e Suntornsuk (2010)
Antifangica Makun et al. (2011)
Antiflngica Cordoba-Albores et al. (2014)
Sementes Antifingica Srivastrava et al. (2012)
Inseticida Devappa et al. (2010)
Antiflngica Bashir et al. (2013)
Antitumoral, moluscida, inseticida Liu etal. (1997)
Larvicida Rug e Ruppel (2000)
Larvicida Aina et al. (2009)
Inseticida Li et al. (2004)
Inseticida Silva et al. (2012)
Inseticida Ahuchaogu et al. (2014)
Inseticida Oliveira et al. (2013)
Antioxidante, antimicrobiana, inseticida Rampadarath et al. (2014)
Antimicrobiana Gupta et al. (2011)
Antiviral Patil et al. (2013)
Antiviral Dahake et al. (2012)
Antibacteriana Akinpelu et al. (2009)
Antimicrobiana Ekundayo et al. (2011)
Antimicrobiana Kalimuthu et al. (2010)
Antibacteriana Setha et al. (2014)
Antibacteriana Dada et al. (2014)
Antiflngica Onuh et al. (2008)
Folhas Antiflngica Silva et al. (2008)
Antifungica Ayanbimpe et al. (2009)
Inseticida Jide-Ojo e Ojo (2011)
Inseticida Chauhan et al. (2015)
Acaricida Juliet et al. (2012)
Larvicida Kamergam et al. (1997)
Larvicida Rahuman et al. (2008)
Larvicida Kovendan et al. (2011)
Antiflngica Rahman et al. (2014)
Inseticida Ribeiro et al. (2012)
Citotdxica Ribeiro et al. (2012)
Antioxidante, citotoxidade, antimalarica Altei et al. (2014)
Caule Antimicrobiana Ighinosa et al. (2009)
Antibacteriana, antifungica e citotoxidade Gupta et al. (2010)
Antibacteriana e antifingica Wakirwa et al. (2013)
Antiflngica Akanmu et al. (2014)
Antimicrobiana Ayelaagbe et al. (2007)
Raiz Antioxidante El Diwani et al. (2009)

Citotoxidade
Citotoxidade

Liu et al. (2015)
Zhang et al. (2013)

Fungicida, moluscida e inseticida

Rahmam et al. (2011)
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Antibacteriana Namuli et al. (2011)
Folhas, caule e raiz Antibacteriana Aidah et al. (2014)
Antimicrobiana Gaikward et al. (2012)
Antimicrobiana Lasalita-Zapico et al. (2012)
Antifungal Ayanbimpe e Fagbemi (2005)

Fonte: Préprio autor.

Bashir et al. (2013) observaram que o crescimento de Aspergillus niger van Tieghem
foi fortemente inibido pelo extrato aquoso e pelo extrato etanolico de folhas e sementes de J.
curcas (65,7 e 57,0% com 160 mg mL™1). Baixas concentragdes dos extratos aquoso e etanélico
de folhas ndo apresentaram atividade consideravel contra o fungo, exceto o extrato etandlico de
folha com 53,3% a 40 mg mL*. Em estudos in vivo observou-se que extratos aquosos de
sementes e folhas reduziram a podridao (59,4 e 54,4%) em bulbos de cebola.

A atividade antimicrobiana contra fungos Candida albicans, Aspergillus niger,
Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus, Rhizopus sp., e Mucor sp. foi obervada por Sundari
e Selvaraj (2011), podendo-se inferir que o extrato de sementes de J. curcas serve como
fitoquimico natural contra fitopatdgenos (bactérias e fungos) para aplicacfes agricolas.

Com o objetivo de otimizar o método de extracdo de triterpenoides (metabdlitos
multifuncionais nas plantas), Wei et al. (2015) reportaram que os triterpenoides extraidos de
folhas de J. curcas apresentaram forte atividade antibacteriana e moderada atividade
antifungica. O extrato etandlico da torta de sementes de J. curcas apresentou atividade
antifngica contra fitopatdgenos fungicos importantes como Fusarium oxysporum, Pythium
aphanidermatum, Lasiodiplodia theobromae, Curvularia lunata, Fusarium semitectum,
Colletotrichum capsici e Colletotrichum gloeosporioides. Os ésteres de forbol contidos no
extrato foram os principais responsaveis pelas atividades antifngicas, concluindo-se que o
extrato poderia ser usado como um agente antifingico para aplicagdes agricolas
(DONLAPORN e SUNTORNSUK, 2011).

Estudos in vitro foram realizados para testar a atividade antifungica do extrato de folhas
de J. curcas sobre os fitopatdgenos Fusarium oxysporum, Alternaria e Aspergillus flavus e os
resultados revelaram inibicdo significativa no crescimento de todos os fungos testados (EL-
GANY etal., 2015).

Extratos de folhas de J. curcas apresentaram efeito inibit6rio sobre o crescimento de
Colletotrichum gloeosporioides, fitopatogeno responsavel pela antracnose na cultura do
mamoeiro, sendo observada uma significativa atividade antifungica com zona de inibicao
equivalente a 78,9% (RAHMAN et al., 2011). Atividade antifungica de extratos de folhas,
caules e raizes de J. curcas foi apresentada por Sharma et al. (2012), que observaram a presenca
de alcaloides, saponinas, taninos, esteroides, terpenoides, glicosideos, flavonoides e fenol
durante a caracterizacdo fitoquimica destes extratos.

4.4 Atividade inseticida de folhas de Jatropha curcas L.

Estudos reportam a atividade inseticida de diferentes partes da planta de J. curcas,
principalmente sob a forma de extratos vegetais (HABOU et al., 2011; JIDE-OJO, 2013;
INGLE et al.,, 2017). A partir das sementes € possivel produzir inseticidas, biodiesel
(KAZEMBE e CHAIBVA, 2012), fertilizantes (torta), enquanto as folhas possuem substancias
bioativas (CANTRELL et al., 2011; TOMASS et al., 2011).

Estudo sobre o potencial carrapaticida de extrato etanolico de folhas de J. curcas,
revelou eficiente atividade inibitdria do extrato sobre Rhipicefalus (Boophilus) annulatus, com
a inibicdo significativa da postura de ovos, podendo ser considerado como uma possivel
alternativa para controle de populagdes de carrapatos (JULLIET et al., 2012).

Efeito larvicida do extrato metanolico de folhas de J. curcas foi observado sobre larvas
do primeiro e quarto instar de Culex quinquefasciatus Say (KALIMUTHU et al., 2011). Ao
avaliar a eficacia dos extratos aquosos e etandlicos de frutos de J. curcas sobre larvas do
segundo instar de Anopheles gambiae L. em concentra¢des variaveis, verificou-se que apesar
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da baixa mortalidade dos dois tipos de extratos avaliados, o extrato etanolico (33,06%) foi mais
efetivo do que o extrato aquoso (20,56%) (AINA et al., 2009).

Em outro estudo, o extrato de folhas de J. curcas, preparados com acetona, extendeu a
duracdo dos varios estadios larvais e de pupas de A. aegypti, mesmo em concentracfes muito
baixas, apresentando toxicidade em concentracdes mais elevadas (JOISH et al., 2009).

Diversos estudos reportam o efeito inseticida (AZOKOU et al., 2013;
KRISHINANANDA et al., 2017) do extrato de folhas de J. curcas sobre diferentes familias de
mosquitos, incluindo o A. aegypti (Tabela 4.2).

TABELA 4.2 - Bioatividade inseticida de extratos de folhas de Jatropha curcas L.

Solvente Atividade Referéncias
) Larvicida Aina et al. (2009)
Agua Larvicida Bassem et al. (2014)
Larvicida Kovendan et al. (2011)
Inseticida Ratnadass e Wink (2012)
Larvicida Beserra et al. (2014)
Larvicida Alvarez et al. (2015)
Etanol Larvicida Sharma et al. (2016)
Larvicida Kovedan et al. (2011)
Larvicida Gutierrez et al. (2014)
Larvicida Olayemi et al. (2014)
Acetona Larvicida Murthy e Rani (2009)
Larvicida Rahumann et al. (2008)

Eter de Petroleo . . .
Larvicida Sakthivadivel e Daniel (2008)

Fonte: Préprio autor.

4.5 Prospeccao tecnoldgica
Os dados foram organizados para melhor explorar as informacdes fornecidas por cada
base de dados (Tabela 4.3).

TABELA 4.3 - Numero de publicagdes por palavra-chave nas bases de dados Periddicos
CAPES e SciELO.

Palavras-chave Periddicos CAPES SciELO

Jatropha 14.530 396

Jatropha extract 3.466 34

Jatropha curcas 7.966 315

Jatropha curcas extract 2.129 15
Jatropha curcas insecticide 246 4
Jatropha curcas extract insecticide 38 1
Jatropha curcas antifungal 386 2
Jatropha curcas extract antifungal 330 0
Jatropha curcas acaricide 24 0
Jatropha curcas extract acaricide 38 0
Jatropha curcas antimicrobial 617 2
Jatropha curcas extract antimicrobial 518 0

Fonte: Proprio autor.



44

Quando se empregou o epiteto genérico (Jatropha), o epiteto especifico (curcas) e a
palavra extrato, houve menor nimero de artigos e, consequentemente, com a retirada do epiteto
especifico houve um maior nimero de dados na busca (Figura 4.1).

CAPES SciELO

a a curcas Jatropha curcas
1) M oand -

yor
20f
INS& e

Jaropha curcas atropha Qurcas Jatropha curcas ! Jaropha ourcas

aImicrotia antimicrobial \ nsecticide

FIGURA 4.1 Publicacdes nas bases de dados da CAPES (A) e da SciElo (B).

No site do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) ndo foram
encontrados registros de cultivares para a espécie J. curcas L. No site do Ministério da Saude,
foram encontradas informac@es sobre J. curcas apenas na Resolugédo da Diretoria Colegiada —
RDC N° 26, de 13 de maio de 2014, que dispde sobre o registro de medicamentos fitoterapicos
e 0 registro e a notificacdo de produtos tradicionais fitoterapicos. De acordo com o anexo | desta
resolucdo, J. curcas encontra-se na lista das espécies que ndao podem ser utilizadas na
composicdo de produtos tradicionais fitoterapicos. Quanto ao género Jatropha, encontrou-se
apenas uma matéria datada de 2009 sobre a elaboracao da “Relac¢do de Plantas Medicinais de
Interesse ao SUS” e outra sobre a relagdo de monografias relacionadas a projetos de pesquisa.

De acordo com as informacdes obtidas na base de dados da CAPES, os autores que
apresentaram o maior numero de trabalhos publicados com a palavra-chave ‘Jatropha curcas
extract’ foram M. Kadarkarai e K. Kalimuthu. Para a palavras-chave ‘Jatropha curcas extract
inseticide’, 0S autores que apresentaram a maior quantidade de trabalhos publicados foram H.
Manish e K. Kisan. Ja para a palavras-chave ‘Jatropha curcas extract antifungal’, os autores
que apresentaram a maior quantidade de trabalhos publicados foram M. Kardakarai (3),
Kamaraj C. (3) e Mayur, D. (3).

4.6 Descricdo de resultados para a espécie Jatropha curcas L. nos bancos de dados

4.6.1 Portal de periddicos Capes

A pesquisa expandida para o termo ‘Jatropha curcas’ constatou a existéncia de 11.646
publicacdes de recursos online e 8.053 periddicos cientificos revisados por pares. Os tdpicos
mais encontrados foram o nome cientifico da espécie ‘Jatropha curcas’ (2128), ‘Biodiesel’
(1488), ‘Biofuels’ (1256) e ‘Engineering’ (1200). As colegdes que mais publicaram sobre a
espécie foram Materials Science & Engineering Database (811) e Elsevier (CrossRef) (450).

Analisou-se também o tipo de publicagdo, com o registro de 9.178 artigos, 1.741 artigos
de cientificos, 193 teses, 154 anais de congressos e 99 livros. Destas informagdes 10.999 foram
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apresentados no idioma inglés, 335 no portugués, 231 no espanhol e 111 no chinés. O periddico
gue mais se destacou em numero de publicacGes foi 0 Biomass & Bioenergy (241).

4.6.2 Resultados do banco de dados ScCiIELO

Na base de dados SciELO o maior numero de artigos publicados contendo as palavras
‘Jatropha curcas’ foi encontrado nas areas de Ciéncias Agrarias (213), seguida pelas areas de
Ciéncias Bioldgicas (51), Multidisciplinar (22), Engenharias (21), Ciéncias da Saude (11),
Ciéncias Exatas e da Terra (5) e Ciéncias Sociais Aplicadas (3), com 121 artigos publicados em
portugués, 121 em inglés e 59 em espanhol. Quando utilizaram-se as palavras ‘Jatropha curcas
antifungal’, apenas 2 artigos foram apresentados, na area de Ciéncias Bioldgicas ¢ publicados
no periodico ‘Electronic Journal of Biotechnology’, no idioma inglés. Porém ao utilizar as
palavras ‘Jatropha curcas inseticide’, nenhum artigo foi apresentado.

O maior numero de publicagdes em Ciéncias Agrérias e Ciéncias Bioldgicas deve-se
principalmente aos processos e metodologias ligadas a biotecnologia e a interagédo bidtica.

4.6.3 Resultados das bases de patentes

Ao realizar uma comparacgdo entre as diferentes bases de dados usadas durante a
prospeccdo tecnoldgica, observou-se que o INPI possui 0 menor nimero de registros para as
palavras-chave utilizadas na pesquisa (Tabela 4.4). Menor quantidade de registros de patentes
foi observada também por Mendonca et al. (2014), que ao avaliarem os documentos patentarios
depositados por base de dados constaram que a instituicdo brasileira INPI foi a que menos se
destacou em numeros de patentes da espécie Schinus terebinthifolius, relacionada ao uso do
6leo essencial da mesma.

Né&o foram encontradas, nos bancos de dados, patentes depositadas com a presenca das
palavras-chave ‘Jatropha curcas inseticide’, Jatropha curcas extract inseticide, Jatropha curcas
extract antifungal, Jatropha curcas extract acaricide, Jatropha curcas extract antimicrobial.

TABELA 4.4 - Patentes depositadas por base de dados e palavras-chaves até dezembro de 2017
relacionadas a espécie Jatropha curcas L.

INPI WIPO EPO USPTO LATIPAT
. (Banco de
(Instituto (World (United Dados de

(European States

Palavras-chave Nacional da Intellectual Patentes da
: Patent Patent and
Propriedade Property : Espanha e da
. L Office)  Trademark (o
Industrial) Organization) : América
Office) ;
Latina)

Jatropha 16 610 373 1339 373
Jatropha extract 0 23 4 586 4
Pinh&o-manso 4 17 1 0 1

Jatropha curcas 11 387 253 231 224
Jatropha curcas extract 0 16 1 118 1
Jatropha curcas antifungal 0 0 0 20 0
Jatropha curcas acaricide 0 0 0 13 0
Jatropha curcas 0 0 0 24 0

antimicrobial

Fonte: Préprio autor.

O Brasil ocupa posicdo inferior aos paises que visam colocar a producdo de
conhecimento no centro do desenvolvimento econémico e social, uma vez que 0S recursos
aplicados em ciéncia, pesquisa e fomento tecnologico representam 1% do PIB, muito distante
das maiores economias, como os Estados Unidos (2,7%) e Japdo (3%), ou dos tigres asiaticos,
como a Coreia do Sul (2,5%). Porém, nestes paises a iniciativa privada, em especial a industria,
responde por 63% dos investimentos em pesquisa e tecnologia, enquanto nas nagdes
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intermediarias o0 governo assume cerca de 60% dessas inversdes no setor (MATIAS-PEREIRA,
2011). Para a palavra ‘Jatropha’, o maior nimero de documentos foi extraido da base de dados
USPTO (928), seguido por EPO (480), WIPO (480) e LATIPAT (34). Estes valores
discrepantes estdo provavelmente relacionados a diferenca de investimentos em pesquisa e
tecnologia entre os paises pertencentes aos bancos de dados estudados.

A biotecnologia possui grande importancia para o uso de espécies do género Jatropha,
principalmente no que diz respeito ao melhoramento desta espécie. Porém, como observado no
presente trabalho, a prospeccdo cientifica e tecnologica sobre o género Jatropha, com foco na
biotecnologia (importante para a geracdo de novas variedades e processos) como agente
agregador na agricultura, concentra-se na publicacdo de artigos cientificos sobre pesquisas e
muito pouco na produgdo de patentes (PEREIRA et al., 2014), destacando-se a auséncia de
patentes relacionadas a producéo de inseticidas oriundos de extratos de folhas de J. curcas.

O melhoramento de J. curcas é uma poderosa ferramenta de gestdo socioecondmica,
sendo necessarios estudos sobre processos biotecnoldgicos associados ao melhoramento desta
espécie, uma vez que além do conhecido potencial para producdo de biodiesel, J. curcas possui
grande potencial para diversas atividades medicinais e agricolas.

4.7 Conclusotes

Trabalhos cientificos revelam potencial medicinal, antifungico, antimicrobiano e
inseticida que o extrato de folhas de J. curcas apresenta.

Maior quantidade de pedidos de depositos de patentes esta relacionada ao uso do 6leo
de sementes para producéo de biodiesel.
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5. ARTIGO 2
VARIABILIDADE GENETICA EM Jatropha curcas L. ORIUNDO DE
CRUZAMENTOS DIALELICOS

Periddico publicado: Genetics and Molecular Research (GMR) - 16 (2), em marco de 2017
- http://www.funpecrp.com.br/gmr/year2017/vol16-2/pdf/gmr-16-02-gmr.16029651.pdf

RESUMO

Jatropha curcas L. apresenta alta producdo de 6leo em sua semente a um baixo custo de
producdo. Entretanto, os conhecimentos técnico-cientificos sobre esta cultura ainda sdo
limitados. Este estudo teve como objetivo avaliar e estimar a variabilidade genética entre
hibridos obtidos por cruzamentos dialélicos. A variabilidade genética foi realizada usando
marcadores moleculares ISSR. Para a avaliagao da variabilidade genética foram ustilizados
nove primers ¢ seis foram selecionados, com 80,7% de polimorfismo. A similaridade genética
foi obtida utilizando o NTSYS p.c. 2.1, e a analise de agrupamento foi obtida pelo método
UPGMA. A similaridade genética média foi de 58,4% entre hibridos. O par mais divergente foi
o H1 e H10 e o par mais semelhante foi 0 H9 e H10. Os marcadores ISSR PCR forneceram um
sistema rapido e informativa para a identificagdo de DNA e permitiram estabelecer as relagdes
genéticas entre os hibridos de J. curcas.

Palavras-chave: Pinhdo-manso, ISSR, hibridos.
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ABSTRACT

Titulo: Genetic variability in Jatropha curcas L. from diallel crossing

Jatropha curcas L. presents a high production of oil in its seed and at a low cost of production.
However, the technical-scientific knowledge about this specific plant is still limited. This study
has aimed at evaluating and estimating the genetic variabilities among the hybrids that were
obtained from diallel crosses. The genetic variabilities were performed by using ISSR
molecular markers. For the evaluations of the genetic variabilities, nine primers were used and
six were selected with an 80.7% polymorphism. The genetic similarities were obtained by using
NTSYSpc 2.1 Software and cluster analyzes were obtained by the UPGMA method. The
average genetic similarity was 58.4% among the hybrids. The most divergent pairs were H1
and H10 and the most similar pairs were H9 and H10. The ISSR PCR markers provided a rapid
and informative system for their DNA identification and they allowed for establishing the
genetic relationships among the hybrids of J. curcas species.

Keywords: Physic nut, ISSR, hybrids.

5.1 Introducao

J. curcas é de origem mexicana e centro-americana ¢ ¢ cultivado em muitos outros
paises da América Latina, Asia e Africa como cerca viva. O J. curcas foi usado para fins
medicinais e amplamente cultivado nos tropicos muito antes dos primeiros registros historicos.
E considerada como uma das espécies de plantas oleaginosas com boas caracteristicas de
rendimento de dleo para producdo de biodiesel, com cerca de 38% de teor de o6leo. Estas
vantagens competitivas qualificam o J. curcas como uma cultura oleaginosa promissora para o
uso comercial (BRASILEIRO et al., 2013).

Quando se compara com outras espécies oleaginosas, o J. curcas destaca-se por sua
viabilidade econdmica e social para a producao de biodiesel. Apesar de ser uma espécie perene,
pode atingir a fase produtiva a partir do segundo ano ap6s o crescimento (DIAS et al., 2012).

Muitos estudos sobre a classificacdo botanica (PESSOA et al., 2011; PIMENTA et al.,
2014) e os multiplos usos de J. curcas tém sido relatados. De suas sementes, € possivel produzir
inseticidas, larvicidas (SAKTHIVADIVEL e DANIEL, 2008), fungicidas (CORDOVA-
ALBORES et al., 2014), sabao, fertilizantes (da torta resultante da prensagem) e biodiesel
(KAZEMBE e CHAIBVA, 2012). As folhas, caule e raiz também possuem atividades biocidas
(RIBEIRO et al., 2012; RAHMAN et al., 2014). Vérios tipos de substancias ativas presentes
em diferentes partes da planta e os seus mecanismos de agdo tém sido associados também a
varias utilizagdes (PRASAD et al., 2012), tais como a reducdo do crescimento de células
tumorais in vitro.

Devido a demanda por material de propagacdo para o estabelecimento de cultivos
comerciais de J. curcas, de ndo existir nenhum programa de melhoramento genético que tenha
resultado em ao menos uma cultivar e de ndo possuir um sistema de produgdo minimamente
validado a campo, para que se possa recomendar a forma de propagacao e conducéo, cultivares
de J. curcas podem ser inscritas no Registro Nacional de Cultivares (RNC), sem a exigéncia de
mantenedor (BRASIL, 2008).

J. curcas ¢ uma espécie ndo domesticada que se destaca pela utilizagdo como
biocombustivel e fins medicinais. O conhecimento da diversidade genética associada aos
marcadores moleculares € necessario para o planejamento de estratégias de selecdo e de
melhoramento (KAUSHIK et al., 2007; MONTES et al., 2014). A tecnologia de marcadores
moleculares para a caracterizagdo de germoplasma ¢ uma ferramenta relativamente simples,
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rapida e muito importante, utilizada de muitas maneiras diferentes, como mapeamento do
genoma, marcacgao genética, analise filogenética, investigagdes forenses e diversidade genética
(BERED et al., 1997; GROVER ¢ SHARMA, 2014).

O Inter Simple Sequence Repeats (ISSR) ¢ uma classe de marcadores que amplifica as
regides do genoma e ndo necessita de qualquer informagdo gendmica prévia sobre a espécie-
alvo. E uma técnica relativamente barata, simples e precisa, e requer pequenas quantidades de
DNA para amplificagdes por PCR, além de poder ser realizada rapidamente de forma eficaz na
deteccdo de diversidade genética dentro de um curto periodo de tempo (JINGURA e
KAMUSOKO, 2015). O ISSR tem sido frequentemente utilizado para a identificacdo de
diversidade genética de J. curcas (SEMAGN et al., 2006; KUMAR et al., 2011; PECINA-
QUINTERO et al., 2014), gerando informagdes uteis para o melhoramento vegetal desta
espécie (SOONTHORNYATARA et al., 2015).

Em programas de melhorameto genético, a hibridacdo e os cruzamentos entre hibridos
sdo recursos que aumentam a variabilidade genética e agregam caracteristicas desejaveis em
diferentes gendtipos, visando ganhos genéticos e eficiéncia de sele¢do (HAUSSMAN et al.,
2004).

Poucas pesquisas sobre hibridos de J. curcas foram relatadas na literatura. No entanto,
muitos estudos tém sido realizados visando a selec¢do fenotipica de individuos para o programa
de melhoramento seletivo visando sementes hibridas (MAT et al., 2015). Estudos sobre o
desenvolvimento de hibridos interespecificos e intergenéricos (J. intergerrima e J. multifida, J.
podagrica e Ricinus communis) reportam a hibridizagdo como ferramenta adequada para
sele¢ao de hibridos-elite, evidenciando o seu sucesso na producgdo de hibridos entre J. curcas e
espécies estreitamente relacionadas (LAOSATIT et al., 2014).

Embora poucos trabalhos de pesquisa tenham sido realizados utilizando hibridos de J.
curcas, sa0 necessarios mais estudos para compreender os ganhos genéticos que podem existir
com hibridizagdes. Santana et al. (2013) testaram as capacidades gerais e especificas de
combinagdo, parametros genéticos e a correlacdo entre os caracteres morfologicos. A
capacidade geral de combinacdo foi predominante para a maioria das caracteristicas avaliadas.
A herdabilidade estimada foi superior a 70% para o nimero de ramos secundarios, nimero de
flores femininas, didmetro do caule e altura do ramo. O niimero de flores femininas representou
mais de 50% da variagdo dos hibridos estudados. Entretanto, a diversidade genética entre os
hibridos oriundos dos cruzamentos dialélicos ndo foi avaliada. Desta forma, o objetivo deste
estudo foi avaliar, com o uso de marcadores ISSR, a variabilidade genética dos dez hibridos de
J. curcas obtidos por Santana et al. (2013).

5.2. Material e Métodos

5.2.1 Area e material vegetal

No campo experimental, os hibridos foram cultivados sob o delineamento de blocos ao
acaso, com trés repetigdes. Cada parcela experimental ¢ composta por seis plantas, sob o
espagamento 2 x 2 m, totalizando 24 m?. Os dez hibridos s3o oriundos de cruzamento dialélicos
envolvendo sete gendtipos de J. curcas (JCUFS-01, JCUFS-08, JCUFS-13, JCUFS-05, JCUFS-
03, JCUFS-04 e JCUFS-15) (Tabela 5.1). Os hibridos foram cultivados na fazenda experimental
do Campus Rural da Universidade Federal de Sergipe (UFS), Sao Cristovao, SE, Brasil (latitude
10°55°26’S, longitude 37°11°57W), sob condi¢des de sequeiro.

O solo da area experimental ¢ classificado como Argissolo Vermelho-Amarelo,
caracterizado de acordo com o Sistema Brasileiro de Classificacio de Solos (EMBRAPA,
2013). De acordo com a classificacio de Koppen, o clima é do tipo tropical imido, com
temperatura média anual de 25,5°C, e precipitagao média anual de 1300 mm.
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Tabela 5.1 Hibridos de Jatropha curcas L. usados na andlise de diversidade genética, Sao
Cristovao, Sergipe. UFS, Sao Cristovao-SE, 2018.

Denominagéo Hibrido
H1 1x8
H2 1x13
H3 4x8
H4 3x5
H5 4x5
H6 4x13
H7 3x8
H8 4x15
H9 3x13

H10 1x5

5.2.2. PCR

Amostras de DNA foram isoladas de folhas jovens, como descrito por Nienhuis et al.
(1995). A selecdo inicial de primers resultou em nove primers ISSR informativos (UBC 808,
UBC 809, UBC 811, UBC 813, UBC 834, GOOFY, OMAR, MAO, and JOHN) do IDT
(Integrated DNA Technologies). Reagdes em PCR foram realizadas com 94°C por 5 minutos,
seguido por 35 ciclos a 94°C por 45 segundos, temperatura de anelamento indicada para cada
primer especifico, e 72°C por 90 segundos, com uma extensao final em 72°C por 5 minutos,
usando o termociclador TPersonal. Em seguida, os produtos amplificados foram separados por
eletroforese em gel de agarose horizontal 1,5% (1X TBE - 89 mM Tris, 89 mM 4&cido borico,
2,5 mM EDTA, pH 8,3) (Loccus Biotecnologia LCH 20X25), e voltagem constante de 120 V
por 2 horas e 30 minutos. O gel foi coradopor GelRed-Biotium® (Biotium Inc., Hayward, CA,
USA). Os produtos amplificados foram visualizados sob luz UV.

5.2.3 Analise de dados

Fragmentos intensamente amplificados foram usados durante a andlise. O perfil
eletroforético de cada gel foi visualmente examinado e definida a auséncia (0) ou presenca (1)
de fragmentos para a constru¢do da matriz bindria.

Para a determinagdo do ntimero ideal de fragmentos amplificados, foram obtidas as
estimativas de correlacdo e de valor de estresse entre as similaridades. As similiaridades foram
estimadas pelo coeficiente de Jaccard (JACCARD, 1908). O nimero 6timo de fragmentos foi
estimado com o uso do software Genes (CRUZ, 2006). O ntimero de diferentes alelos
observados, o numero de alelos efetivos, a percentagem de locos polimdrficos, o indice de
diversidade de Shannon, e a diferenciagdo de Nei foram estimados usando o sofiware
POPGENE 1.32 (PEAKALL e SMOUSE, 2006).

O agrupamennto da similaridade genética entre os hibridos foi feito usando o software
NTSYSpc 2.1 (ROHLF 2001).

5.3 Resultados

Sequéncias de nove primers IRSS foram analisadas e as amplificagdes produzidas foram
testadas, resultando em seis primers informativos (Figure 5.1). Na tabela 5.2 sdo apresentadas
as sequéncias dos primers, a temperatura de anelamento, o nimero total de locos polimorficos
e o polimorfismo para cada primer ISSR usado em hibridos de J. curcas.
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FIGURA 5.1 Fragmentos produzidos por primers padrao (A) OMAR, (B) UBC 809 e (C)
UBC 811. UFS, Sao Cristévao-SE, 2018.

TABELA 5.2 Sequéncia dos primers, temperatura de anelamento (Ta), nimero total de locos
(N), numero de locos polimérficos, e porcentagem de cada primer ISSR em hibridos de
Jatropha curcas L. UFS, Sdo Cristovao-SE, 2018.

Primer Sequéncias Ta (°C) N Locos poliméficos (%)
UBC 808 (AG) 8-C 47 27 25 92,59
UBC 809 (AG) 8-G 48 19 18 94,74
UBC 811 (GA) 8-C 45 12 11 91,67
UBC 834 (AG) 8-YT 47 12 7 58,33
GOOFY (GT) 7-YG 48 10 8 80,0

OMAR (GAG) 4-RC 47 24 18 66,67

Mean - - 17,3 14,5 80,7
Total - - 104 87 -

D, Y, e V significam os oligonucleotideos degenerados: D = (A, G, T); Y=(C, T); and V = (A, C, G).

Dos 104 locos, 87 foram polimdrficos, correspondendo a 80,7%, com uma média de
polimorfismo de 17,3 locos por primer. As percentagens maxima e¢ minima de locos
polimorficos foram 94,74% (UBC 809) e 58,33% (UBC 834). Dentre os seis primers usados,
apenas o UBC 834 apresentou polimorfismo abaixo de 60%. Os hibridos de J. curcas
apresentaram similaridade genética de 58,4% (Tabela 5.3).

TABELA 5.3 Similaridade genética entre 10 hibridos de Jatropha curcas L. UFS, Sao

Cristovao-SE, 2018.
Hibridos H1 H2 H3 H4 HS5 H6 H7 HS8 H9 H10

H1 1,00
H2 0,66 1,00

H3 063 0,64 1,00

H4 0,60 0,67 065 1,00

H5 062 0,59 068 060 1,00

H6 059 061 064 056 0,65 1,00

H7 063 059 058 060 049 048 1,00

HS 059 0,65 056 060 0,65 055 057 1,00

HO 057 061 054 052 049 057 068 051 1,00
H10 047 051 052 050 051 055 055 055 069 1,00

Resultados similares encontrados neste estudo usando o primer UBC 834 foram obtidos
em estudo sobre a estimativa de diversidade genética entre 16 acessos de J. curcas com
marcadores ISSR, com porcentagem de polimorfismo igual a 57% (CAMELLIA et al., 2012).
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Entretanto, em um estudo sobre a correlacdo de diversidade genotipica e fenotipica, 35,7% de
polimorfismo foi obtido usando o primer UBC 809 (SUNIL et al., 2011), inferior ao observado
neste estudo.

O numero total de locos do marcador do genotipo é 104, e varia de 10 (GOOFY) a 27
(UBC 808). Um estudo com 224 gendtipos de J. curcas de diferentes regides da China, avaliado
por marcadores ISSR, selecionou 15 primers com boa confiabilidade e reprodutibilidade. Os
primers UBC 808, 809 e 834 foram definidos como mais informativos. Um total de 169
fragmentos amplificados foram obtidos, variando de 160 pb a 2,4 kb (CAl et al., 2010).

A maior divergéncia entre os hibridos de J. curcas entre o HI e H10 (Figura 5.2). A
maior similaridade (68,7%) foi observada entre os hibridos H9 e H10 (Tabela 5.3).
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Coeficiente de similaridade de Jaccard

FIGURA 5.2 Dendrograma da estimativa de similaridade genética estimada pelo coeficiente de
Jaccard por UPGMA para 10 hibridos de Jatropha curcas L. H1. 1x8; H2. 1x13; H3. 4x8; H4.
3x5; H5. 4x5; H6. 4x13; H7. 3x8; H8. 4x15; H9. 3x13; H10. 1x5. UFS, Sao Cristovéo-SE,
2018.

Os padrdes de ramificacdo no dendrograma resultaram em trés grupos principais. Grupo
I, formado pelos hibridos H1, H2, H4 e H8; grupo Il, formado pelos hibridos H3, H5 e H6; e
grupo I, formado pelos hibridos H7, H9 e H10.

Na Malasia, a caracterizacdo molecular de 48 acessos de J. curcas de trés regiGes
diferentes foi realizada utilizando 10 primers ISSR. A porcentagem de polimorfismo observada
entre as populagdes variou de 90,75 a 100%, e 94% da variacdo total foi observada dentro das
populacBes com 11 grupos distintos. A estimativa do indice de Shannon, o numero efetivo de
alelos e o nimero de alelos diferentes sdo 0,556, 1,690 e 1,926, respectivamente (AROLU et
al., 2012).

No presente estudo, o nimero médio de alelos efetivos foi de 1,542; enquanto o nimero
de alelos diferentes foi 1,817 e o indice de Shannon 0,450.

Os hibridos foram analisados com base em 104 locos obtidos com seis primers. O ISSR
mostrou-se adequado e eficiente para deteccdo do polimorfismo entre hibridos de J. curcas.
Uma porcentagem menor de polimorfismo foi obtida por He et al. (2007) e Cai et al. (2010)
usando ISSR. No entanto, foi superior ao relatado por Machua et al. (2011), com 55,33%,
utilizando RAPD. Informacgdes adicionais foram relatadas por Mastan et al. (2012), que
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obtiveram polimorfismo de 56,43, 57,90 e 36,84, utilizando RAPD, AFLP e SSR,
respectivamente. O numero 6timo de locos para a obtencdo da precisdo da estimagéo genética
é de 103 fragmentos polimdrficos para um estresse de 0,0097 e a correlagdo 6tima (r) é de
0,9962.

5.4 Discussao

Baixa variabilidade genética tem sido observada em J. curcas por marcadores
moleculares, como AFLP, SSR, RAPD e ISSR em vérios estudos realizados no Brasil e no
mundo (SUN et al., 2008; ROSADO et al., 2010; SALVADOR-FIGUEIROA et al., 2015). A
alta variabilide genética ¢ essencial para a obtengdo de ganhos genéticos por métodos de
hibridizag¢ao. Os resultados obtidos neste estudo, como a alta taxa de polimorfismo entre os
hibridos estudados, podem contribuir para futuros programas de reproducgdo dessa espécie.

Os resultados obtidos apresentaram alta porcentagem de polimorfsmo (80,7%), com
excegdo do primer UBC UBC 834. Altas taxas de polimorfismo entre acessos de J. curcas
também foram encontrados em estudos conduzidos por Arolu et al. (2012) e Sentil Kumar et al.
(2009), com destaque para a ampla gama de polimorfismo intrapopulacional.

As altas taxas de polimorfismo (81,1%) e alta diversidade genética foram relatadas com
134 acessos de J. curcas coletados em Chiapas (México) usando marcadores AFLP. O numero
de alelos efetivos, o indice de Shannon ¢ de diversidade de Nei foram 1.303, 0.306 ¢ 0.192,
respectivamente (OVANDO-MEDINA et al., 2011).

Os resultados deste estudo sdo semelhantes aos estimados para acessos de J. curcas
coletados no estado de S&o Paulo (Brasil), utilizando AFLP, em que o nimero médio de alelos
diferentes foi de 1,809 e o indice de Shannon foi de 0,386 (PIOTO et al., 2015).

Estes resultados corroboram os valores médios encontrados neste estudo, onde obteve-
se um numero médio de alelos efetivos de 1,542, nimero médio de alelos diferentes de 1,817 e
indice de Shannon de 0,450. Estudos com marcadores ISSR em 158 individuos de diferentes
populacdes de Yunnan (China) obtiveram valores médios para o numero de alelos efetivos de
1,382, indice de Shannon de 0,317 e taxa de polimorfismo de 55,05% (XIANG et al., 2007).

A distancia genética forneceu uma ampla base genética (0,47 a 0,69), que pode ser usada
para selecdo de hibridos elite. No entanto, considerando que quanto menor o indice de Shannon,
menor é o grau de incerteza e diversidade dos individuos, e quanto maior o indice de Shannon,
maior € a diversidade, os resultados mostram niveis baixos a moderados de diversidade genética
entre os hibridos. Sugerindo, de uma forma geral, uma baixa variabilidade dentro dos grupos.

Valores semelhantes foram encontrados para o niamero total de locos. Os primers UBC
808, UBC 809 e UBC 811 confirmam os resultados obtidos por Tanya et al. (2011), que também
relataram maiores taxas de polimorfismo com esses primers.

Em contraste aos resultados obtidos neste estudo, baixa porcentagem de polimorfismo
(19,9%) fo1 observada usando 13 primers, com 2,8 bandas polimérficas por primer. O primer
UBC 834 gerou o maior numero de fragmentos polimoérficos (ALKIMIN et al., 2013),
semelhante ao valor obtido neste estudo.

Baixa porcentagem de polimorfismo (35,5%) também foi observada entre gendtipos de
diferentes paises, com o uso de marcadores ISSR. Os resultados estdo relacionados ao nimero
limitado de germoplasma nesses paises (BASHA et al., 2009). Os resultados encontrados por
esses autores corroboram os reportados por Basha e Sujatha (2007), que detectaram baixa
variabilidade (33,5%) em um grupo formado por 42 gendtipos oriundos da india. No entanto,
seus resultados diferem dos encontrados por Gravitol et al. (2011), que testaram 322 acessos de
diferentes regides do Brasil. Os resultados indicam alto polimorfismo (91%) entre acessos € sao
semelhantes aos valores obtidos no presente estudo.

Estudos sobre marcadores foram relatados para véarias espécies, como Ricinus communis
L., Manihot esculenta (VIDAL et al., 2015), Hevea brasiliensis (MANTELO et al., 2012) e
Jatropha curcas L. (CAMMELLIA et al., 2012). Nestes estudos, 0 nimero minimo de locos
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marcadores foi determinado, o que resulta em uma boa preciséo e otimiza o tempo e 0s recursos
para a caracterizacao genetica. Durante a analise da diversidade genética entre os genotipos de
J. curcas, a sele¢cdo prévia dos primers mais sensiveis para detecgdo de amplificacdo e
polimorfismo deve ser realizada.

Neste estudo, os marcadores ISSR mostraram varias bandas informativas em uma tinica
amplificacdo. Resultados semelhantes foram obtidos em gendtipos do género Jatropha,
revelando 100% de polimorfismo (KUMAR et al., 2009). Mavuso et al. (2015) observaram um
polimorfismo de 85,19%. Estes resultados destacam a eficdcia dos marcadores ISSR na
detecgdo de polimorfismo em J. curcas, quando comparados com outros marcadores
moleculares. Os hibridos testados neste estudo estdo agrupados em trés grupos (Figura 5.2).

Proporcionalmente, este estudo discrimina melhor a diversidade genética entre os
hibridos quando comparado com os resultados relatados por Soonthornyatara et al. (2015), que
avaliaram 138 acessos de J. curcas de diferentes paises. Esses autores usaram marcadores ISSR
e AFLP e obtiveram dois grupos, enquanto Kole et al. (2015) (com 182 gendtipos) e Verma et
al. (2013) (com 30 acessos) usaram marcadores RAPD e encontraram dois e sete grupos,
respectivamente.

Com base no dendrograma, foram avaliadas a homogeneidade maxima e
heterogeneidade de hibridos dentro e entre grupos, respectivamente. A informagdo sobre a
diversidade genética observada entre os hibridos pode ajudar a obter ganhos genéticos
associados ao potencial produtivo dos futuros hibridos.

O grupo I inclui os hibridos obtidos dos genitores JCUFS-01, JCUFS-03, JCUFS-04,
JCUFS-05, JCUFS-08, JCUFS-13 e JCUFS-15; o grupo II apresenta hibridos com os genitores
JCUFS-04, JCUFS-05, JCUFS-08 e JCUFS-13. Os hibridos H3 (4 x 8), H5 (4x5) e H6 (4x13)
apresentaram alta similaridade (65,7%) e pertencem ao mesmo grupo (grupo II), e apresenta
JCUFS-04 como genitor comum.

O hibrido H8 (4x15), apesar de pertencer ao grupo I, também apresentou nivel de
similaridade moderada (58,7%) com hibridos H3, H5 e H6. O genitor JCUFS-04 esta presente
apenas nos grupos I e II. Este genitor comum concentra alelos favoraveis para a producao de
sementes, massa de 100 sementes, didmetro do caule, nimero de ramo, ramo de altura e
diametro da coroa. O JCUFS-05 apresenta alelos favordveis para a producdo de sementes,
diametro do caule e altura das plantas e ramo. Além de JCUFS-04 e JCUFS-05, o genitor
JCUFS-13 também se destacou devido a alelos favoraveis para massa de 100 sementes, numero
de ramos secundarios e didmetro do dossel (SANTANA et al.,, 2013). Os grupos I e II
compreendem hibridos derivados de cruzamentos entre esses pais, evidenciando o potencial
desses grupos para melhorar os ganhos genéticos em J. curcas.

O grupo III consiste em hibridos H7 (3x8), H9 (3x13) e H10 (1x5). O genitor JCUFS-
01 pai esta presente nos cruzamentos dos grupos I e IIl. Os genitores JCUFS-13 podem ser
distinguidos pelo maior teor de 6leo de semente, possui estadio vegetativo curto, baixa
proporcao de flores estaminais para pistilar em uma inflorescéncia e alto desempenho da
producdo de sementes (PESSOA et al., 2011).

Os hibridos H1 e H10 foram os mais divergentes. No entanto, mostraram um nivel
moderado de diversidade genética (47,0%). Os hibridos H9 (3x13) e H10 (1x5) apresentaram
alta similaridade genética (69,0%) (Figura 5.1 e Tabela 5.3). Esses hibridos sao distinguidos
pela existéncia de interagdo positiva entre os genitores, ou seja, habilidade de combinagao
especifica (SANTANA et al., 2013).

Grupos heterdticos sdo fundamentais em programas de melhoramento, devido as
possibilidades de obten¢do de hibridos de elite. A informacao gerada pelos marcadores ISSR
neste estudo poderia ser util para planejar cruzamentos visando a heterose em futuras
combinagdes hibridas, a fim de obter material genético com superioridade consistente.

Estudos mostram a alta semelhanga genética entre acessos de J. curcas em varios paises,
obtidos por diferentes marcadores moleculares (PAMIDIAMARRLI, et al., 2009; SINGH et al.,
2010; KHURANA-KAUL et al., 2012). O germoplasma de J. curcas das ilhas do Oceano
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Pacifico e continentes do Brasil, Mogambique e Senegal possui alto nivel de similaridade
genética dentro das populagdes (RICCI et al., 2012), reforgando a hipotese de que as populagdes
de J. curcas podem apresentar alta homozigozidade (BASHA et al., 2009).

Como uma espécie monoica, ¢ esperado loco heterozigotico, com predisposi¢ao para
cruzamento. No entanto, o J. curcas é capaz de produzir frutos por autopolinizagdo e
polinizacao cruzada (DIVAKARA et al., 2009; WANG e DING, 2012). Esta espécie nao
apresenta problemas de autocompatibilidade, resultando em altas taxas de fertilizacdo em
processos de geitonogamia (acima de 80%), independentemente da flor doadora de podlen
pertencer ou ndo a mesma inflorescéncia da mesma planta (PAIVA NETO et al., 2010).

A baixa diversidade genética detectada entre os acessos de J. curcas em diferentes
regides do mundo pode resultar da introducdo de sementes de um pequeno numero de plantas
em paises com pouca diversidade ou sementes de fontes geograficas que nao possuem alta
diversidade genética desta espécie, ou ambas. Poucos eventos podem ter ocorrido no passado
para a introducao do material genético de J. curcas, o que aumentou o nivel de endogamia
devido a estreita diversidade genética, resultando em aumento da homozigozidade nas geragdes
subsequentes (PRATIMA et al., 2013).

Os acessos de J. curcas de diferentes regides do Brasil apresentam uma base genética
estreita, provavelmente devido a uma ancestral comum e a reproducao desses materiais
genéticos, de preferéncia por geitonogamia. Esses fendmenos contribuiram para a ocorréncia
do isolamento de plantas no pais. Apesar da base genética estreita, a alta plasticidade fenotipica
possibilita uma ampla adaptacao em diferentes ambientes (ROSADO et al., 2010).

Esta informagdo corrobora com niveis moderados a altos de similaridade genética
obtidos neste estudo. Isso provavelmente deve-se ao fato dos hibridos oriundos de cruzamentos
entre genitores da mesma regido do Brasil (Minas Gerais), com excecdo dos pais JCUFS-13 e
JCUFS-15 (Goiés). Assim, a variabilidade genética entre acessos ¢ geneticamente dependente
de sua origem (SANTOS et al., 2010). O isolamento genético e geografico afeta o nivel de
diversidade genética entre espécies (TRIPATHI et al., 2007).

As atividades humanas s@o cruciais para a diversidade genética de J. curcas e o baixo
nivel de variabilidade pode ser explicado por essas atividades, resultando em alta frequéncia de
homozigotos. No entanto, a maior parte da variabilidade genética pode ser essencialmente
epigenética, o que poderia explicar a variacdo fenotipica sem a necessidade de mudangas nas
sequéncias de DNA (MAGHULY et al., 2015).

Para obter ganhos genéticos e fenotipicos para o sucesso do programa de melhoramento
de J. curcas, a introdugdo de acessos dos centros de origem € crucial, devido a alta diversidade
encontrada nesses locais. Foi observada alta homozigoticidade e uniformidade genética entre
acessos de J. curcas cultivados em varios paises da América do Sul, Africa e Asia, apoiando a
ideia geral de que a regido da América Central ¢ o centro de origem e apresentam ampla
variabilidade genética e niveis de heterozigosidade (TREBBI et al., 2015).

Apesar de varias informacdes sobre a variabilidade genética entre acessos de J. curcas
de diferentes regides do mundo, poucos estudos (BASHA e SUJATHA, 2009; PARTHIBAN et
al., 2009) foram realizados em hibridos e, portanto, estudos sobre a associacdo baseada na
cosegregacdo entre genotipos potenciais para os caracteres de interesse, com o uso de
marcadores moleculares, como SSR, AFLP e ISSR, sdao necessarios (ACHTEN et al., 2010).

Portanto, o desenvolvimento de novos hibridos e cultivares ¢ um requisito essencial para
aumentar o rendimento. A exploracdo da diversidade genética e a maior caracterizagdo dos
recursos genéticos sdo critérios primordiais para o cultivo de J. curcas. Além do uso de
informacdes sobre parametros moleculares e similaridade genética, os caracteres fenotipicos
também sdo importantes para a obtencao de hibridos com desempenho agronémico superior,
como produgdo, contetido e qualidade do 6leo. A hibridagdo ¢ um método usado em programas
de melhoramento genético de plantas, bem como a obten¢do de caracteristicas desejaveis de
diferentes genitores em um uUnico individuo. Estudos sobre hibridiza¢do intraspecifica
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revelaram altas associagdes entre caracteres agrondmicos e componentes de rendimento em seis
hibridos de J. curcas (TAR et al., 2011).

A geragdo de hibridos visa aumentar gradualmente a frequéncia de alelos favoraveis e
obter individuos superiores em suas populacdes. Ao avaliar o rendimento das sementes, podem
ser obtidos hibridos superiores com base em informagdes sobre heterose (ISLAM et al., 2011)
e variabilidade genética. Assim, a comercializacao de hibridos de J. curcas pode ser considerada
com base na heterose para varios tragos de producao.

5.5 Conclusdes

Os primers ISSR utilizados neste estudo sdo importantes para a deteccdo de
polimorfismos. Eles também sdo eficientes em estudos de variabilidade genética entre os
hibridos de J. curcas oriundos de cruzamentos dialélicos. Além disso, uma boa discriminagao
¢ encontrada para o agrupamento quando comparado com varios estudos sobre variabilidade
genética entre individuos cultivados em diferentes regides do mundo.

Por conseguinte, mais estudos sdo importantes para a constituicdo de colegdes centrais
visando a diversidade genética para a obtencao de genotipos superiores, uma vez que o0 SuUcesso
desses hibridos resultard do efeito heterdtico obtido com gendtipos de capacidade especifica e
geral de combinacao.
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6. ARTIGO 3
DESCRITORES MORFOAGBONC)MICOS E PRODUCAO DE HIBRIDOS DE
Jatropha curcas L. EM DUAS EPOCAS DE PLANTIO

RESUMO

Novas variedades de plantas sdo necessarias para promover a associacdo de caracteristicas
morfo-agrondmicas para 0 melhoramento de plantas ndo estabelecidas que exijam o exame de
distingdo, homogeneidade e estabilidade (DHE), visando a obtencdo de descritores
harmonizados de cultivares. Jatropha curcas L. surge como cultura potencial devido ao
rendimento de 6leo, baixo custo de producéo e tolerancia ao estresse hidrico. O estudo teve por
objetivo avaliar a morfometria de sementes e frutos e a producao de hibridos de Jatropha curcas
L. em dois anos agricolas (2016 e 2017). Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado,
no esquema fatorial 2x10 (2 anos x 10 hibridos), disposto em parcela subdividida no tempo,
com 3 repeticdes, sendo utilizados 25 frutos e 100 sementes para cada repeti¢do. Estimou-se 0s
pardmetros genéticos, a contribuicédo relativa dos caracteres e o desdobramento das correlacGes
entre os caracteres morfométricos pela analise de trilha. Observou-se diferenca significativa
entre hibridos para os caracteres biométricos e de produgdo avaliados. Os valores de
herdabilidade (h?) no sentido amplo foram relativamente altos para a maioria dos caracteres
morfoagrondmicos avaliados, tanto nos frutos quanto nas sementes. Os maiores valores foram
observados para comprimento (92,50) e largura (93,24). Em relacdo a producdo de sementes,
destaca-se os hibridos 1x5, 3x13, 4x5, 4x8 e 1x15.

Palavras-chave: Pinhdo-manso, produtividade, estimativa de parametros genéticos.
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ABSTRACT

Title: Morphoagronomical descriptors and the production of Jatropha curcas L. hybrids
in two planting seasons

New plant varieties are necessary in order to promote the association of morphological and
agronomical characteristics in the improvement of non-established plants. These plant varieties
require an examination of distinction, homogeneity and stability (DHS), in order to obtain
harmonized descriptors of the cultivars. The Jatropha curcas L. species appears to be such a
potential crop, due to its high oil yield, low production costs and water stress tolerances. The
objective of this study was to evaluate the morphometrics of the seeds and fruits and the
production of Jatropha curcas L. hybrids during two agricultural years (2016 and 2017). The
genetic parameters, the relative contribution of their characteristics, as well as the unfolding of
the correlations among the morphometrical characters by track analyzes, were all estimated.
Significant differences were observed between the hybrids in their evaluated biometric and
production characteristics. Their heritability values (H2), in a broad sense, were relatively high
for most of the evaluated morphoagronomical characters, both in their fruits and in their seeds.
The highest values were observed for their lengths (92.50) and widths (93.24). In relation to the
production of the seeds, the 1x5, 3x13, 4x5, 4x8 and 1x15 hybrids stood out.

Keywords: Jatropha, seed production, fruit morphology, estimation of genetic parameters.
6.1 Introducao

Jatropha curcas L. é uma espécie nativa perene (til para bioengenharia do solo
(PETRONE e PRETI, 2008), fitorremediacdo de solos contaminados com mercurio
(MARRUGO-NEGRETE et al., 2015) e como cultura promissora para a producao de biodiesel
e coprodutos de valor agregado (MAKKAR e BECKER, 2009).

A cultura é indicada como potencial por sua facilidade em se adaptar as mudancas
climaticas (TRABUCCO et al., 2010). O grande desafio é superar o periodo de pré-
melhoramento para uso efetivo de recursos genéticos vegetais. O foco de novas perspectivas
para novas variedades de plantas é a associacdo de caracteristicas morfo-agrondémicas para o
melhoramento de plantas ndo adaptadas, que requerem precisamente o exame de distingéo,
homogeneidade e estabilidade (DHE), visando descri¢bes de variedades harmonizadas. No
Brasil, ndo ha variedades de Jatropha curcas L. cultivadas registradas no Ministério da
Agricultura de Pecuaria e Abastecimento de alimentos para uso comercial, fazendo-se
necessario estudos para o desenvolvimento de cultivares e indicagdes de cultivo.

Plantas de J. curcas podem atingir a idade produtiva a partir do segundo ano,
caracteristica favoravel devido a precocidade de producdo. Esta espécie tem sido o foco de
estudos devido ao seu potencial como matéria-prima para a producéo de biodiesel, podendo ser
cultivada sob diferentes condicGes edafoclimaticas (DUBEY etal., 2016, KUMAR et al., 2017).
No entanto, houve uma desaceleracdo na implantacdo de lavouras, devido a falta de
conhecimentos basicos sobre a cultura, principalmente a falta de sincronismo na maturacao de
frutos (BRESSAN, 2011).

Estudos envolvendo a analise morfoldgica de frutos e sementes podem auxiliar no
entendimento do processo de germinacdo, vigor, armazenamento, viabilidade e métodos de
propagacao das especies. Além disso, a caracterizacdo morfoldgica de frutos e sementes fornece
subsidios para diferenciar espécies e contribui para a melhoria do conhecimento do processo
reprodutivo, auxiliando na producdo de mudas (por sementes ou por estaquia), além de ser
fundamental para melhor compreenséo do processo de estabelecimento da planta em condigdes
naturais (GUERRA et al., 2006).
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Considerando-se a importancia da espécie para exploragdo comercial, o trabalho tem
por objetivo realizar a caracterizacdo morfoagronémica, estimar os parametros geneticos, a
producdo e a contribuicdo relativa de carcteres de frutos e sementes de hibridos de J. curcas
oriundos de cruzamentos dialélicos.

6.2 Material e Métodos

6.2.1 Material vegetal e area de estudo

As sementes foram coletadas de 10 hibridos (1x5, 1x8, 1x13, 3x5, 3x8, 3x13, 4x5, 4x8,
4x13 e 4x15) oriundos de cruzamentos dialélicos entre sete genitores, escolhidos com base em
caracteristicas morfoldgicas, florais e de diversidade genética por marcadores RAPD
(SANTANA et al., 2013).

As plantas foram cultivadas em condi¢cbes de sequeiro (sem irrigagcdo) sob o
delineamento de blocos ao acaso, usando trés repeticbes, com seis plantas por parcela, no
espacamento 2x2 m. Os frutos foram colhidos entre os meses de janeiro a julho, nos anos de
2016 e 2017.

O solo da &rea experimental é classificado como Argissolo Vermelho-Amarelo, com
relevo plano a suavemente ondulado, caracterizado pela unidade de paisagem dos Tabuleiros
Costeiros (Embrapa, 2013). De acordo com o sistema de classificacdo de Kéeppen, o clima da
regido € do tipo tropical chuvoso, com temperatura media anual de 25,5°C e com precipitacao
pluviométrica média anual de 1.300 mm.

6.2.2 Morfologia de frutos e sementes

A morfometria de frutos e sementes (comprimento, largura e espessura) foi realizada
com paquimetro digital (Modelo ZAAS), com precisdo de 0,01 mm. Foi utilizado o
delineamento inteiramente casualizado (DIC), no esquema fatorial 2x10 (2 anos x 10 hibridos),
disposto em parcela subdividida no tempo, com 3 repeti¢cdes, sendo utilizados 25 frutos e 100
sementes para cada repeticdo. O peso do fruto e a massa de 100 amostras foram obtidos em
balanca analitica de preciséo.

6.2.3 Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a testes de normalidade dos residuos de Shapiro-Wilk e
homocedasticidade das variancias que indicaram a ndo necessidade de transformacao. Os dados
foram submetidos a analise de variancia pelo teste F e o agrupamento de médias realizado pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade (FERREIRA, 2008). As andlises conjuntas, as
analises de parcelas subdivididas, a analise de trilha, a quantificacdo da contribuicdo relativa
(SINGH, 1981) e as estimativas de pardmetros genéticos, como a herdabilidade (h2),
coeficiente de variacdo (CV%), correlacGes fenotipicas e genotipicas foram realizadas
utilizando o pacote estatistico Genes (CRUZ, 2014).

A contribuicdo relativa dos caracteres para a divergéncia foi avaliada de acordo com
Singh (1981), aplicada as estimativas de distancia generalizada de Mahalanobis, e pela
estimativa dos autovetores associados as variaveis canonicas.

A partir das esperancas dos quadrados médios foram estimados 0s componentes da
variancia genética (o4°) e ambiental (o.%) para as principais caracteristicas avaliadas. Foram
também estimados os parametros genéticos como coeficientes de herdabilidade (h2) e a razdo
CVg/CVe. Essas correlagfes foram desdobradas, por meio da andlise de trilha, em efeitos
diretos e indiretos, de acordo comomodelo Y =p1 X1+ p2 Xo+ ... + pn Xn + ps U, emque Y é
a variavel dependente principal produtividade de sementes; Xi, Xa,..., Xn S80 as variaveis
independentes explicativas; p1, p2 ,..., pn 580 0s coeficientes da analise de trilha. O coeficiente
de determinacdo foi calculado pela expressdo R? = piy? + pay? +... 2pzypanron (WRIGHT,
1921), onde r € o valor do coeficiente de correlacdo fenotipica das variaveis independentes
explicativas.
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6.3 Resultados e Discussao

6.3.1 Biometria de frutos

O apice e a base dos frutos sdo agudos (1x5; 1x8; 1x13) ou achatados (3x5; 3x8; 4x5;
4x8; 4x13 e 4x15), com endocarpo lenhoso. Os frutos secos apresentaram deiscéncia, expondo
as sementes. Em média, observou-se trés sementes por fruto, variando entre duas a quatro
sementes. A cor do fruto variou de acordo com o estadio de maturacao, sendo classificados em
verde (fruto jovem) ao amarelo (coloracdo intermediéria entre amarelo e marrom) e marrom-
escuro (maduro) (Figura 6.1).

FIGURA 6.1 Cor de frutos de Jatropha curcas L., de acordo com o estadio de desenvolvimento: (A) Fruto verde
(imaturo); (B) Fruto amarelo (maduro); (C) Fruto de coloragdo intrermediaria entre amarelo e marrom (maduro) e
(D) Fruto marrom e seco (maduro). UFS, S8o Cristdvao-SE, 2018. Fonte: Prdprio autor.

Nos dois anos agricolas avaliados, os valores médios da biometria de frutos variaram
entre 23,33 a 25,35 mm para o comprimento; 20,49 a 22,54 mm para largura e de 19,53 a 21,58
mm para espessura. Observou-se varia¢ao de 0,55 a 0,91 para peso da casca, de 0,95 a 1,55 para
peso de sementes e de 1,51 a 2,36 para peso dos frutos (Tabela 6.1).

TABELA 6.1 Caracterizacdo morfoagronémica de frutos de hibridos de Jatropha curcas L.
UFS, Sdo Cristovao-SE, 2018.

Hibrido CF (mm) LF (mm) EF (mm) PC (9) PS (9) PF (9)
............................................................................ 2016
1x5 23,75b 20,72 b 19,62 b 0,8la 111a 195a
1x8 23,90 b 20,49 b 19,63 b 091a 1,13 a 2,04 a
1x13 2494 a 21,60a 20,59 a 0,83 a 1,04 a 191a
3x5 24,89 a 22,54 a 21,58a 0,56 ¢ 0,95a 151c
3x8 23,83b 20,69 b 19,90 b 0,76 a 1,07 a 1,84 a
3x13 23,96 b 20,60 b 19,77b 0,80 a 1,13 a 191a
4x5 24,12b 21,82a 21,03a 0,73b 111a 1,85a
4x8 23,85b 20,58 b 19,53 b 0,77 a 0,99a 1,74 b
4x13 23,58 b 20,82 b 20,06 b 0,69b 1,06 a 1,75b
4x15 2511a 21,54 a 21,03 a 0,70 b 1,09 a 1,79b
CV (%) 2,79 3,78 4,06 13,04 6,65 6,40
....................................................................... 2007 it
1x5 2439a 21,73 a 21,16a 0,79 a 155a 2,36 a
1x8 25,35a 22,07a 21,36a 0,76 a 1,53 a 2,29a
1x13 24,50 a 22,21a 21,47 a 0,67b 1,50 a 2,18a
3x5 25,09 a 22,14 a 2122 a 0,55¢ 1,34b 1,88 ¢
3x8 2497 a 2185a 21,39a 0,69b 1,44 b 2,13b
3x13 2435a 2151a 20,90 a 0,73 a 1,53 a 2,27a
4x5 2435a 22,12 a 2151a 0,69b 1,48 a 2,17 a
4x8 24,20 a 21,11a 20,17 a 0,69b 1,44 b 2,13b
4x13 23,33 b 21,08 a 20,58 a 0,66 b 1,36 b 2,02b
4x15 24,88 a 22,01a 21,31a 0,64 b 1,43 b 2,07b
CV (%) 2,50 3,75 3,50 5,46 8,49 5,30

Médias seguidas de mesma letra na coluna pertencem a um mesmo grupo de acordo com o critério de agrupamento
de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Legenda: CF = Comprimento do fruto; LF = Largura do fruto; EF =
Espessura do fruto; PC = Peso da casca do fruto; PS = Peso das sementes; PF = Peso dos frutos.



75

Na Tabela 6.2 observa-se valores elevados de herdabilidade, variando entre 36,13 a
96,35, com destaque para os caracteres peso da casca, peso de sementes no fruto e peso do fruto.
Alta herdabilidade contribui para o sucesso da selecdo de gendtipos superiores, devido a
possibilidade de transmisséo de caracteristicas de interesse, indicando a eficiéncia da selecao
fenotipica (LIRA et al., 2017).

Houve efeito significativo entre os hibridos para os caracteres avaliados nos dois anos
de producdo. No entanto, ndo houve diferenca na interacdo anos x hibridos, indicando que 0s
hibridos, quando analisados conjuntamente, ndao foram afetados por diferentes anos agricolas
(Tabela 6.2).

TABELA 6.2 Médias e pardmetros genéticos de componentes relacionados a biometria e peso
de frutos de dez hibridos de Jatropha curcas L. UFS, S&o Cristovao-SE, 2018.

Parametros genéticos

Caracteristica® Média

o4 02 of h?
................................................... ANO2016... e

CF 24,25 0,29 0,07 0,36 79,96

LF 21,14 0,40 0,08 0,47 84,09

EF 20,27 0,42 0,12 0,53 77,71

PC 0,76 0,01 0,00 0,00 91,26

PS 1,07 0,00 0,00 0,00 63,33

PF 1,83 0,02 0,00 0,02 91,52

.................................................... ANO 2007 ..

CF 24,53 0,28 0,02 0,30 92,60

LF 21,79 0,15 0,02 0,17 87,69

EF 21,11 0,08 0,05 0,13 62,11

PC 0,69 0,00 0,00 0,00 88,27

PS 1,46 0,00 0,00 0,01 36,13

PF 2,15 0,02 0,00 0,02 90,32
................................................... Média dos anos 201672017 . .....oeinieiie e
CF™ 24,38 0,17 0,16 0,11 69,19
LFs 21,46 0,17 0,16 0,10 69,28
EF" 20,69 0,13 0,18 0,13 54,48
pPCrs 0,72 0,01 0,00 0,00 90,14
pSns 1,26 0,00 0,01 -0,00 71,77
PEns 1,99 0,02 0,001 -0,00 96,35

(CF = Comprimento do fruto; LF = Largura do fruto; EF = Espessura do fruto; PC = Peso da casca; PS = Peso de
sementes; PF = Peso do fruto. QMR = quadrado médio do residuo; QMT = quadrado médio de tratamento; o4 =
variancia genotipica; c.? = variancia ambiental; o = variancia fenotipica; h? = herdabilidade. "InteragGes (ano x
hibrido) ndo significativas.

Baseado na matriz de distancia Mahalanobis, usando os caracteres morfoagrondmicos
apresentados na Tabela 6.2, observou-se 0 agrupamento dos hibridos em dois grupos. O grupo
| consiste em nove hibridos (1x5; 1x8; 1x13; 3x8; 3x13; 4x5; 4x8; 4x13 e 4x15). No grupo Il
esta incluso o hibrido 3x5 (Figura 6.2).

1x5
3x13
1x8
4x8
4x13
3x8
1x13
4x5
4=x13
3x5

0 10 20 30 40 50 60 T 80 S0 100

FIGURA 6.2 Dendrograma representativo da dissimilaridade genética entre dez hibridos de Jatropha curcas L.,
usando a distancia generalizada de Mahalanobis (D?) e 0 método de agrupamento UPGMA, considerando a analise
conjunta dos caracteres biométricos e de massa de frutos. UFS, Sao Cristovao-SE, 2018.
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O hibrido 3x5 (grupo Il), apresentou os menores valores relacionados ao peso do fruto.
Esta dissimilaridade deve-se provavelmente ao carater peso do fruto, uma vez que, o carater
morfologico que apresentou maior contribui¢do para a divergéncia entre os hibridos foi o peso
dos frutos (39,11%) para divergéncia total, seguido pelas variaveis largura (27,84%) e espessura
(16,25%) dos frutos (Tabela 6.3).

TABELA 6.3 Contribuicéo relativa de caracteres morfoldgicos de frutos para a dissimilaridade
genética de 10 hibridos de Jatropha curcas L., pelo método proposto por Singh (1981). UFS,
Séo Cristvdo-SE, 2018.

Variavel” S Valor em %
CF 120,83 5,88
LF 571,57 27,84
EF 333,70 16,25
PC 139,32 6,79
(ON) 84,85 4,13
PF 803,09 39,11

Legenda: CF = Comprimento do fruto; LF = Largura do fruto; EF = Espessura do fruto; PC = Peso da casca do
fruto; PS = Peso das sementes; PF = Peso dos frutos. “Sugestdo de variavel para descarte: PS. Sj = Contribuicéo
da variavel x para o valor da distancia de Mahalanobis entre os hibridosiei’.

A distancia multivariada de Mahalanobis (D2) permite quantificar a importancia relativa
dos caracteres para a diversidade genética e a sua contribuicdo para os valores de D2 (BENITEZ
etal., 2011).

A importancia relativa das varidveis canonicas foi estimada pelas variancias
relacionadas ao total dos autovalores. Pelos valores, pode-se inferir que as duas primeiras
varidveis candnicas corresponderam a 96,81 % da variacdo observada (Tabela 6.4).

TABELA 6.4 Variancias, variancias percentuais e acumuladas das varidveis candnicas obtidas
de 10 hibridos de Jatropha curcas L. UFS, Sdo Cristovdo-SE, 2018.

Variaveis Canonicas Variancia
Autovalores Percentual Percentual Acumulado
1 32,46 77,95 77,95
2 7,85 18,86 96,81
3 1,12 2,69 99,50
4 0,17 0,41 99,91
5 0,04 0,09 99,99
6 0,00 0,01 100,00

E importante ressaltar que em programas de melhoramento genético, a escolha de
individuos de mesmo padrdo de dissimilaridade nos cruzamentos deve ser evitada, a fim de ndo
restringir a variabilidade genética e evitar efeitos negativos nos ganhos obtidos durante a
selecdo (CRUZ e REGAZZI, 2004).

6.3.2 Caracterizagdo e biometria das sementes
Quanto a biometria e producdo das sementes, observou-se diferenca (P<0,05) entre os
hibridos (Tabela 6.5).
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TABELA 6.5 Caracterizacdo morfoagronémica de sementes hibridas de Jatropha curcas L. UFS, S&o
Cristévao-SE, 2018.

Hibrido CS(mm) LS(mm) ES(mm) PT(g) PA(@9) (Pgs) M1gp 9 Planta™ ano
............................................................................................... 2000, .uiiiieeiie e

1x5 19,12 a 11,80 a 8,80 a 0,25a 0,28 a 0,52a 51,49d 263,81 a
1x8 18,47 b 11,32b 852a 0,28 a 0,27 a 0,54 a 53,83 ¢ 154,26 ¢
1x13 17,98 ¢ 11,17 b 8,13a 0,29 a 0,24 a 0,53a 52,49 ¢ 71,44 ¢
3x5 18,30 b 11,25 b 845a 0,27 a 0,22b 0,48b 50,09d 111,49d
3x8 18,33 b 11,27 a 8,57 a 0,28 a 0,28 a 0,56 a 55,38 b 35,70 f
3x13 17,51c 10,97 b 8,59 a 0,27 a 014c 0,42b 44,35¢ 226,25 b
4x5 17,80 ¢ 11,20 b 8,44 a 0,28 a 0,32a 0,60 a 59,06 a 149,65 ¢
4x8 17,87 ¢ 11,23 b 8,42 a 0,28 a 0,27 a 0,55a 55,48 b 209,04 b
4x13 17,17 ¢ 10,90 b 8,23 a 0,27 a 0,23b 0,49b 50,23d 121,88 d
4x15 18,01 c 11,18 b 8,39 a 0,26 a 0,29 a 0,54 a 53,50 ¢ 158,24 ¢

CV (%) 2,71 2,68 2,29 8,79 19,07 10,75 1,84 11,10

............................................................................................... 2007 e

1x5 17,20 b 10,96 a 8,16 a 0,26 a 0,20b 0,46 ¢ 46,38d 159,29 b
1x8 17,50 a 11,14a 8/4la 0,26 a 0,12¢c 0,38¢c 48,16 d 116,72 c
1x13 18,01a 1121a 8,20a 0,28 a 0,25a 0,52b 51,92 ¢ 124,23 ¢
3x5 1741a 10,92 a 8,10a 0,26 a 0,17c¢c 043c 4476 e 95,09 ¢
3x8 17,47 a 11,14 a 8,23 a 0,26 a 0,32a 0,58 a 57,94 b 38,82d
3x13 16,88 b 10,75 a 7,75b 0,24 a 0,22b 0,46 ¢ 46,51d 185,48 a
4x5 17,85a 1121a 8,32a 0,28 a 0,34a 0,62a 6191la 158,22 b
4x8 17,86 a 11,03 a 8,39a 0,28 a 0,20b 0,48¢c 48,82d 158,22 b
4x13 16,79 b 10,85a 8,07 a 0,24 a 0,20b 044c 44,30 e 188,12 c
4x15 17,43 a 10,99 a 8,10a 0,25a 0,24b 049c 49,71d 148,37 b

CV (%) 2,92 2,65 3,20 9,58 20,60 10,75 1,93 12,23

Médias seguidas de mesma letra na coluna pertencem a um mesmo grupo de acordo com o critério de agrupamento de
Scott-Knott a 5% de probabilidade. Legenda: CS = Comprimento da semente; LS = Largura da semente; ES = Espessura
da semente; PT = Peso do tegumento; PA = Peso por améndoa; PS = Peso por sementes; M100 = Massa de 100 sementes;
kg hat ano™.

As sementes dos hibridos de J. curcas sdo endospermaticas, com forma oval, dorso
convexo, envoltério preto, com ou sem estrias abaxiais. Apresentam rafe pouco evidente e
presenca de carlncula, situada proxima a micropila, presa na parte ventral. A parte interna das
sementes é composta por um endosperma tenro branco. Os embrides possuem dois cotilédones
foliaceos, largos e pouco espessos, com eixo embrionario pesando em média 0,03 g. Os
cotilédones foliaceos funcionam temporariamente como 6rgdos de reserva, sendo esta
particularidade encontrada no albdmen ou endosperma, ao redor do embrido. Os cotilédones
possuem formato ovalado, com nervacdo marcada e eixo hipocétilo-radicula cilindrico e reto.

Para os caracteres comprimento, largura e espessura e producdo nos dois anos avaliados.
Em 2016, o comprimento das sementes variou de 17,17 a 19,12 mm. A largura de sementes
variou de 10,90 a 11,80 mm. A espessura variou de 8,13 a 8,80 mm. Houve diferenca
significativa para massa de 100 sementes, com valores entre 44,35 e 59,06 g. A producéo de
sementes por planta variou de 38,82 (3x8) a 263,81 g planta ano™ (1x5). No ano de 2017,
houve diferenca significativa para comprimento de sementes (variou de 17,20 a 18,01 mm),
largura de sementes (variou de 10,75a11,21 mm), espessura (variou de 7,75 a 8,41 mm). Houve
diferenca significativa para massa de 100 sementes, com valores entre 44,35 e 59,06 g. A
producio de sementes por planta variou de 38,82 (3x8) a 159,29 g planta™® ano™ (1x5).

Ao realizar a estimativa média dos valores de producéo dos anos 2016 e 2017, verificou-
se diferenca significativa entre os hibridos avaliados, com destaque para os hibridos 1x5
(211,56 g planta? anol), 3x13 (205,87 g planta™ ano™?), 4x5 (153,94 g planta? ano™), 4x8
(198,58 g plantatano™) e 4x15 (153,30 g planta'ano™) (Tabela 6.6).
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TABELA 6.6 Estimativa média dos valores morfométricos e de producdo de sementes hibridas de
Jatropha curcas L. em dois anos agricolas. UFS, Sdo Cristdvao-SE, 2018.
Hibrido CS(mm) LS(mm) ES(mm) PT(g) PA (9) PS (g) M100 g planta* ano

1x5 18,16 a 11,38 a 8,48 a 0,26 b 024c 0,49 b 48,94 d 211,56 a
1x8 17,98 a 11,23 a 8,46a 0,27a 0,19¢ 0,45c 51,00 ¢ 135,49 ¢
1x13 18,00 a 11,19a 8,17b 0,28a 0,27b 0,55a 52,21¢c 97,84d
3x5 17,85a 11,09 b 8,27b 0,26 b 0,19c 045¢c 47,43 103,29d
3x8 1790a 11,43 a 8,40a 0,27a 0,30 a 0,57 a 56,66 37,26 e
3x13 17,20 b 10,86 b 8,17b 0,26 b 0,18¢c 044c 45,43 205,87 a
4x5 17,83 a 1121a 8,38a 0,28 a 0,33a 0.6la 60,49 153,94 b
4x8 17,87 a 11,12 b 8,40a 0,28a 0,22¢c 0,50b 52,12 198,58 a
4x13 16,98 b 10,88 b 8,15b 0,25b 022c 0,46 ¢ 47,26 111,93d
4x15 17,72 a 11,08 b 8,24 b 0,25b 0,26 b 051b 51,61 153,30 b
CV (%) 2,82 2,67 2,81 9,22 19,89 10,75 1,89 11,67

Médias seguidas de mesma letra na coluna pertencem a um mesmo grupo de acordo com o critério de agrupamento de
Scott-Knott a 5% de probabilidade. Legenda: CS = Comprimento da semente; LS = Largura da semente; ES = Espessura
da semente; PT = Peso do tegumento; PA = Peso por améndoa; PS = Peso por sementes; M100 = Massa de 100 sementes;
kg ha't ano™.

Estes dados séo inferiores ao potencial de rendimento de J. curcas no Brasil (5t ha de
graos, o que corresponde a 1,9 t ha® de 6leo) (TOMINANGA et al., 2007). Porém, deve-se
ressaltar que os hibridos estudados ainda estdo sendo avaliados para a selecdo e futuros
trabalhos, nos quais podera se reunir caracteristicas interessantes e heterose estdo cultivados
sem irrigacao e que rendimentos proximos ao potencial maximo da espécie sdo observados em
areas irrigadas (DRUMOND et al., 2010).

No entanto, alguns estudos realizados no Brasil com o cultivo de J. curcas sob sistema
irrigado (EVANGELISTA et al.,, 2011; HORSCHUTZ et al., 2012) reportam valores de
producdo de sementes similares ou inferiores aos obtidos neste trabalho.

O coeficiente de variacdo apresentou magnitude semelhante ou inferior as reportadas
em outros estudos sobre produtividade de sementes de J. curcas (LAVIOLA et al., 2011;
AROLU et al., 2015). As andlises de variancia indicam que os efeitos das familias e dos anos
agricolas sdo significativos para o rendimento das sementes. Em contraste, o efeito da interacdo
familia versus ano nédo é significativo, indicando que as familias mantem seu desempenho
relativo ao longo do tempo e que os fatores avaliados (familias e anos) podem ser interpretados
separadamente. Mesmo em um Unico ambiente, observa-se uma grande variacdo de rendimento
(SPINELLI et al., 2014).

A producdo de sementes por planta para os hibridos mais produtivos, considerando a
média de 2016 e 2017, foi de 211,56 g (1x5), 205,87 g (3x13), 153,94 g (4x5), 198,58 g (4x8)
e 153,30 g (4x15). Os maiores rendimentos ocorreram nos hibridos 3x13 (226,25 g em 2016;
185,48 g em 2017) e 4x8 (209,04 g em 2016; 158,22 g em 2017).

Os resultados sdo inferiores aos observados em experimento realizado no estado de
Minas Gerais, Brasil, com espacamentos constituidos por fileiras formados por duas linhas de
plantas de pinhdo manso, espacadas em dois metros. O espacamento entre fileiras variou de 8
a 12 metros. A producdo de sementes por planta observada neste estudo variou de 270 a 630 g
(MULLER et al., 2015).

Resultados semelhantes foram observados nos acessos introduzidos na Tunisia, Brasil,
Suriname, Mogambique e Tanzénia, com valores de 8 a 467 g por planta (SAADAOQUI et al.,
2015). A produgdo de sementes aumentou com 0 maior espagamento entre as fileiras e o
espacamento entre plantas (RASTREE, 2004).

Nos hibridos 3x13 e 4x13 observaram-se menores valores médios para as caracteristicas
biométricas avaliadas. Porém, ndo se observou diferenca (P<0,05) entre os hibridos para a
variavel massa de 100 sementes. Os valores médios observados neste carater foram inferiores
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aos obtidos por Santana et al. (2013) para sementes destes hibridos de J. curcas, colhidas entre
0S meses de janeiro a outubro de 2012.

O hibrido 3x8 apresentou baixo rendimento (37,26 g ha® ano™) nos dois anos avaliados.
Este resultado deve-se, provavelmente, a baixa adaptabilidade deste hibrido as condigcdes
edafoclimaticas do local de estudo.

Os valores médios de biometria em sementes foram semelhantes aos obtidos por Pessoa
(2011), que analisou os genitores dos hibridos aqui estudados. Christro et al. (2012) e Pimenta
et al. (2014) analisaram as mesmas variaveis de sementes de J. curcas de acessos oriundos de
bancos de germoplasma de diferentes regides do Brasil, para os quais foram obtidos resultados
abaixo dos observados no presente trabalho para os dois anos avaliados.

Para a biometria e producdo de sementes observou-se efeitos significativos (P<0,01)
para 0 comprimento, espessura, peso de améndoa, peso de 100 sementes e rendimento (Tabela
6.7). Porém, observou-se que o peso de tegumento apresentou valor negativo de herdabilidade.
Esses valores geralmente ocorrem quando se estima um componente de variancia de pequena
magnitude. Porém, embora a estimativa negativa ndo tenha significado, ela deve ser reportada
para que o acumulo de informac6es contribua para a obtencéo de estimativas que se aproximem
do valor real (BOREM e MIRANDA, 2013).

TABELA 6.7 Médias e parametros genéticos de componentes ligados a biometria e peso de
sementes hibridas de Jatropha curcas L. UFS, Sdo Cristdvao-SE, 2018.
Parametro genético

B -
Carater Média e p of 2
....................................... 2016, i
Cs 18,06 0,28 0,02 0,30 93,93
LS 11,27 0,05 0,03 0,07 61,00
ES 8,45 0,03 0,01 0,03 72,52
PT 0,27 0,00 0,00 0,00 0,01
PA 0,23 0,00 0,00 0,00 73,34
PS 0,52 0,00 0,00 0,00 67,12
P100 52,59 15,69 0,03 15,71 99,89
PR 375,45 29709,72 742,97 30452,69 97,56
....................................... 2017 i
Cs 17,44 0,11 0,05 0,16 68,54
LS 11,02 0,02 0,00 0,02 71,77
ES 8,17 0,02 0,02 0,04 58,09
PT 0,26 0,00 0,00 0,00 64,63
PA 0,23 0,00 0,00 0,00 81,98
PS 0,49 0,00 0,00 0,01 87,90
P100 50,04 32,88 0,30 33,19 99,09
PR 329,08 12956,65 201,85 13158,50 98,47
....................................... 2016/2017 e
Ccs™ 17,75 0,05 0,07 0,15 34,71
LS 11,15 0,02 0,03 0,02 45,31
ES™ 8,31 -0,00 0,00 0,03 -15,51
pPT" 0,27 0,00 0,00 -0,00 58,53
PA™ 0,24 0,00 0,00 0,00 62,24
psSns 0,50 0,00 0,00 0,01 76,27
P100™ 51,32 16,91 3,89 7,23 81,79
PR™ 352,27 16727,00 5319,11 4514,79 86,82

(CS = Comprimento da semente; LS = Largura da semente; ES = Espessura da semente; PT = Peso do
tegumento; PA = Peso da améndoa; PS = Peso da semente; PR = Producéo de sementes (kg hal); o2 = variancia
genotipica; o.2 = varidncia ambiental; o = variancia fenotipica; h? = herdabilidade. ™Interagdes (ano x hibrido)

ndo significativas. e " interacOes significativas a 5 e 1% de probabilidade, repectivamente pelo teste F.

De 2016 para 2017 houve um decréscimo na producédo dos hibridos 1x5 (39,62 %), 1x8
(24,34%), 3x5 (14,71%), 3x13 (18,02%), 4x8 (24,31%) e 4x15 (6,24%). Entretanto, obteve-se
um incremento de producdo dos hibridos 1x13 (42,49%), 3x8 (8,06%), 4x5 (5,42%) e 4x13
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(35,21%). As condig¢des ambientais como temperatura, precipitacdo e umidade, em combinacédo
com fatores genéticos e fisiologicos, determinam o potencial da planta para produtividade de
sementes e rendimento de 6leo, podendo a producdo variar consideravelmente (MISHRA,
2009). Em um estudo com acessos de J. curcas da China, india, india e Africa, observaram-se
grandes variagdes na producdo de sementes, mesmo usando as mesmas praticas agronémicas e
condicdes climaticas, com uma falta de uniformidade dentro da populacéo (Y1 et al., 2014).

Altos valores de herdabilidade foram obtidos para peso por semente (76,27), peso de
100 sementes (81,79) e producdo (86,82). As estimativas de parametros genéticos de 113
acessos clonais de J. curcas oriundos da China, revelaram alto valor de herdabilidade (98,05)
para carater peso de 100 sementes (TRIPATHI et al., 2013). As estratégias de melhoramento
vegetal dependem da variabilidade na populacdo base e a herdabilidade esta relacionada a
eficacia da selecéo de genotipos baseada no desempenho fenotipico.

Os dados de herdabilidade (h?) no sentido amplo foram relativamente altos para a
maioria dos caracteres avaliados, com valores acima de 70% (Tabela 6.8). Os maiores valores
foram observados para comprimento (92,50) e largura (93,24), superiores aos valores obtidos
por Christo et al. (2014) para os mesmos caracteres (87,73 e 81,37), em sementes de geno6tipos
oriundos do banco de germoplasma da Embrapa Agroenergia, localizada em Brasilia, Brasil.
Os valores de herdabilidade para teor de 6leo e massa de 100 sementes foram inferiores aos
relatados por Rao et al. (2008), que obtiveram valores médios de 99,61 para o teor de éleo e
93,16% para a massa de 100 sementes; e por Kaushik et al. (2015), com valores de 95,49% para
teor de Oleo e 87,75% para massa de 100 sementes.

O ganho de selecdo em programas de melhoramento é determinado pela magnitude e
natureza da variagdo genotipica e fenotipica entre diferentes caracteres. Neste sentido, a
herdabilidade indica a confiabilidade do fendtipo como base para a selecdo de genotipos
superiores. Comparativamente, estes resultados sdo similares aos obtidos por Galapia et al.
(2012), que verificaram alta estimativa de herdabilidade para comprimento, largura e espessura
de sementes de J. curcas cultivado na regido de Laguna (Filipinas).

Pelo método de Singh (1981), verificou-se a variabilidade entre os caracteres analisados
para quantificacdo da contribuicéo relativa de cada varidvel. De acordo com este método, as
caracteristicas de maior importancia expressam maior variabilidade, observando-se desta forma
que a producdo (47,22%) e o peso de 100 sementes (45,43%) foram as caracteristicas de maior
contribuicdo para a analise de dissimilaridade, sugerindo-se como varidvel de descarte 0 peso
do tegumento (0,18%) (Tabela 6.8).

TABELA 6.8 Contribuicdo relativa de caracteres morfoldgicos sementes para a dissimilaridade
genética de 10 hibridos de Jatropha curcas L., pelo método proposto por Singh (1981). UFS,
Séo Cristvdo-SE, 2018.

Variavel” S,j Valor em %
CS 153,30 1,57
LS 36,66 0,38
ES 25,66 0,26
PT 17,07 0,18
PA 327,67 0,35
oS 157,99 1,62
P100 4438,33 45,43
PR 4613,11 47,22

Legenda: CS = Comprimento da semente; LS = Largura da semente; ES = Espessura da semente; PT = Peso do
tegumento; PA = Peso da améndoa; PS = Peso da semente; P100 = Peso de cem sementes; PR = Producéo de
sementes (kg hal). "Sugestéo de variavel para descarte: PS. Sj = Contribuigdo da variavel x para o valor da distancia
de Mahalanobis entre os hibridosiei’.

Os resultados obtidos corroboram com os reportados Ngugi et al (2013) para a producao
de sementes, com 49 geno6tipos oriundos do Kenia. Ao realizar a analise de componentes
principais de 14 caracteres de 48 acessos oriundos da Malasia, 37,4% da variacdo total foi
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atribuida ao nimero de sementes, ao rendimento de 6leo a producio de sementes (kg ha)
(SHABANIMOFRAD et al., 2013).

Com isso, a producdo e o peso de 100 sementes sdo as varidveis mais eficientes para
explicar a divergéncia entre os hibridos, devendo ser priorizadas para a selecdo de genotipos
superiores.

Os valores da analise de variaveis candnicas da matriz de correlacao para os caracteres
avaliados, revelaram que as duas primeiras variaveis foram suficientes para explicar 90,49% da
variacdo. A primeira variavel representa 56,72% da variacdo, sendo os caracteres com maior
contribuigéo a producéo, a espessura e o peso de 100 sementes (Tabela 6.9).

TABELA 6.9 Variancias, variancias percentuais e acumulada das varidveis candnicas obtidas
de 10 hibridos de Jatropha curcas L. UFS, Sdo Cristovdo-SE, 2018.

Variaveis Canonicas Variancia
Autovalores Percentual Percentual Acumulado
1 4,54 56,72 56,72
2 1,68 21,06 77,77
3 0,85 10,62 88,38
4 0,60 7.47 95,86
5 0,28 3,51 99,37
6 0,04 0,51 99,88
7 0,01 0,12 99,99
8 0,00 0,00 100,00

A necessidade de avaliacdo da importancia relativa dos caracteres deve-se a
possibilidade de se descartar caracteristicas que pouco contribuem para a discriminacdo dos
hibridos, reduzindo, dessa forma, méo de obra, tempo e custo despendidos ha experimentacdo
(ALVES et al., 2003). Além disso, os parametros genéticos e herdabilidade de caracteres
morfoagrondmicos sdo fundamentais para o processo de selecdo de hibridos.

Alta herdabilidade e coeficientes de variacdo genotipica sugerem que existe alta
variacdo genética entre os hibridos, que pode ser observada na producéo de sementes (hibridos
3x8 a 1x5). Tal variacdo pode esta associada as diferentes procedéncias dos parentais usados
nos cruzamentos, que séo de diferentes regides do Brasil (PESSOA et al., 2011; RIBEIRO et
al., 2017), sendo importante estimar a heterose dos hibridos comparando-0s com os genitores.

Biabani et al. (2012) avaliaram altura de plantas, didmetro do caule e o nimero de folhas
no estadio de mudas em hibridos obtidos em cruzamentos dialélicos e observaram que a
variancia foi significativa, exceto quanto a capacidade especifica de combina¢do (CEC), para o
numero de folhas apds 15 dias de plantio. Portanto, pode se inferir que ha diferencas genotipicas
entre os hibridos e que estimativas dos efeitos de Capacidade Geral de Combinacdo (CGC) sdo
importantes para se identificar genitor ou grupo de genitores com maior capacidade de
combinacéo.

Santana et al. (2013) avaliaram parametros genéticos e a correlacdo entre caracteres
morfolégicos em cruzamentos dialélicos para os mesmaos hibridos utilizados no presente estudo.
Os autores observaram que o genitor 4 destacou-se quanto a concentracdo de alelos favoraveis
dos caracteres producdo de sementes, massa de 100 sementes, enquanto que o genitor 5
destacou-se quanto a producao de sementes.

6.3.3 Efeitos diretos e indiretos sobre os &cidos oleico e linoleico

Observou-se que os componentes morfométricos das sementes influenciaram direta ou
indiretamente a producdo de sementes hibridas de J. curcas (Tabela 6.10). Ndo houve efeito
direto positivo dos caracteres largura, peso de tegumento e massa de 100 sementes sobre a
producdo de sementes.
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TABELA 6.10 Estimativas dos efeitos diretos e indiretos dos caracteres comprimento
(mm), largura (mm), espessura (mm), peso do tegumento (g), peso da améndoa (g) e
massa de 100 sementes (g) sobre a producao de sementes em hibridos de Jatropha curcas
L. UFS, Séo Cristovdo-SE, 2018.

Caracteristica  Efeito direto

Efeito indireto Efeito total

COMP LARG ESP PTEG PAME PSEM M100
COMP 1,05 - -2,00 1,24 -0,07 0,02 0,41 -0,69 -0,04
LARG -2,32 0,91 - 1,36 -0,05 0,23 0,55 -0,93 -0,26
ESP 1,74 0,75 -1,81 - -0,04 -0,02 0,21 -0,65 0,16
PTEG -0,12 0,56 -0,92 0,50 - 0,27 0,66 -1,10 -0,16
PAME 0,81 0,02 -0,65 -0,10 -0,04 - 0,86 -1,19 -0,29
PSEM 0,99 0,44 -1,29 0,37 -0,09 0,70 - -1,47 -0,34
M100 -1,58 0,47 -1,37 0,72 -0,09 0,61 0,93 - -0,31
R? 0,78 - -0,08 0,04 0,09 -0,02 0,16 -0,16 -0,21
Efeito
Residual 0,48

COMP = Comprimento de semente (mm); LARG = Largura de semente; ESP = Espessura de semente (mm);
PTEG = Peso de tegumento da semente; PAME = Peso da améndoa; PSEM = Peso da semente; M100 =
Massa de 100 sementes (g).

O caréater que apresentou maior influéncia direta (presencga de causa e efeito) sobre a
producdo de sementes foi a espessura da semente. O Unico carater morfométrico que apresentou
efeito direto negativo sobre a variavel dependente principal foi a largura de sementes. No
entanto, a soma dos efeitos diretos e indiretos da espessura de sementes foi superior a soma dos
efeitos dos outros caracteres avaliados.

Deve-se ressaltar que os caracteres analisados exerceram efeitos indiretos uns sobre 0s
outros, podendo ser utilizados tanto para a selecdo direta quanto para a selecdo indireta de
genotipos de J. curcas, visando a obtengdo de incremento de producéo.

Ao analisar a magnitude do efeito direto dos caracteres morfoagronémicos sobre a
producdo de sementes, observou-se que os caracteres morfométricos foram os caracteres mais
importantes para a selecdo de hibridos com maior producéo de sementes. O alto valor observado
do coeficiente de determinagdo indica que 78% da fracdo representativa da producdo de
sementes hibridas de J. curcas foi explicada pelo efeito das varidveis explicativas, indicando
eficiéncia na decomposicédo de relacfes de causa e efeito entre caracteres.

O menor ajuste das varidveis independentes a variabilidade da caracteristica principal,
producdo de sementes, indica uma adequacdo de associacdo entre 0 componente primario
(producéo de sementes) e secundarios (variaveis morfométricas e de producao).

A quantificacdo da resposta correlacionada com a préatica da selecdo é um dos principais
beneficios do estudo da associacdo de caracteristicas de producdo, permitindo utilizar as
estimativas dos efeitos diretos e indiretos na confec¢do de indice de selecdo para obtencao de
ganhos em producdo de sementes de J. curcas.

Desta forma, as informacdes geradas neste trabalho séo ferramentas importantes para a
selecdo de genotipos superiores para uso em futuros programas de melhoramento genético de
J. curcas e que também poderao ser Uteis como descritores visando o registro de cultivares.

6.4 Conclusoes

Em relacéo a producéo, destacam-se os hibridos 1x5, 3x13, 4x5, 4x8 e 4x15.

Dentre os parametros morfoldgicos, os caracteres que mais contribuem para a estimativa
da diversidade genética dos hibridos sdo peso do fruto, peso de 100 sementes e producéo de
sementes.
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7. ARTIGO 4 ) ,
COMPOSIGAO QUIMICA, RENDIMENTO DO OLEO E ESTIMATIVA DE
PARAMETROS GENETICOS DE SEMENTES DE Jatropha curcas L.

RESUMO

Jatropha curcas L. € uma oleaginosa com grande potencial para a producdo de biodiesel.
Objetivou-se caracterizar as sementes de 10 hibridos de J. curcas oriundos de cruzamentos
dialélicos para caracteres biométricos e de producao, assim como estimar os efeitos de heterose
e heterobletiose nos caracteres avaliados. O experimento foi conduzido sob o delineamento
inteiramente casualizado, com 4 repeticdes de 50 sementes. As sementes dos diferentes hibridos
variaram em média de 17,17 a 19,12 mm para o caracter comprimento; 10,90 a 11,80 em relacéo
alargura e de 8,13 a 8,80 mm para espessura. A massa de 100 sementes variou de 50,25 a 55,97
g. Para o teor de 6leo nas sementes, observou-se a formacdo de dois grupos de médias que
variaram de 33,27 a 52,2%. Houve diferenca significativa para 0s caracteres comprimento,
largura, espessura e teor de 6leo. Observou-se herdabilidade acima de 80% para os caracteres
avaliados, com excecdo da variavel massa de 100 sementes. O hibrido 1x5 destacou-se para 0s
caracteres biométricos. O maior teor de dleo foi extraido de sementes do hibrido 3x13. Os
acidos graxos encontrados em maiores quantidades no 6leo extraido foram o &cido oleico e o
acido linoleico que variaram de 35,7 a 38,9 e 30,6 a 37,8, respectivamente. Os hibridos 3x13 e
4x5 apresentaram 0s maiores valores para as estimativas de heterose e heterobeltiose,
relacionadas ao rendimento do Oleo. Avaliando-se a capacidade de transmissdo das
caracteristicas avaliadas, destacam-se os hibridos 1x5 (caracteristicas biométricas), 3x13 e 4x5
(teor de 6leo) em futuros cruzamentos dialélicos.

Palavras-chave: Pinhdo-manso, variabilidade genética, morfometria de sementes, teor de dleo,
acidos graxos livres.
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ABSTRACT

Title: Chemical composition, oil performance and estimation of genetic parameters of
Jatropha curcas L. seeds

Jatropha curcas L. is an oleaginous plant with a great potential for biodiesel production. The
objective of this study was to characterize the seeds of 10 J. curcas hybrids that originated from
diallel crosses for their biometric and production characteristics, as well as to estimate the
effects of the heteroses and the heterobletioses in the evaluated characters. The experiments
were conducted under a completely randomized design, with 4 replicates of 50 seeds. The seeds
of the different hybrids ranged from 17.17 mm to 19.12 mm in their length; 10.90 mm to 11.80
mm in their width; and 8.13 mm to 8.80 mm in their thickness. The 100 seed masses ranged
from 50.25 g to 55.97 g. For the contents of oil in the seeds, the formation of two groups of
averages ranging from 33.27% to 52.2% were observed. There were significant differences in
their length, width, thickness and in their oil contents. Their heritability was higher than 80%
in the evaluated traits, with an exception of the 100-seed mass variables. The 1x5 hybrids stood
out for their biometric characteristics. The highest oil content was extracted from the 3x13
hybrid seeds. The fatty acids that were found in the extracted oils were oleic acid and linoleic
acid and they ranged from 35.7 to 38.9 and 30.6 to 37.8, respectively. The 3x13 and 4x5 hybrids
presented the highest values for their estimations of heteroses and heterobletioses, when related
to their oil content yields. When evaluating the transmission capacities of the evaluated
characteristics, the 1x5 hybrid (biometric characteristics) and the 3x13 and 4x5 hybrids (oil
contents) were highlighted in their future diallel crosses.

Keywords: Jatropha, genetic variability, seed morphometry, oil content, free fatty acids.
7.1 Introducao

Jatropha curcas L. é uma espécie nativa das Américas, utilizada na medicina tradicional
e amplamente cultivada em regides tropicais e subtropicais. As sementes, no entanto, sao
toxicas para 0s seres humanos e para muitos animais (HELLER, 1996). Destaca-se das demais
espécies oleaginosas por ser perene, possuir alto contetudo de 6leo de qualidade nas sementes e
por apresentar baixo custo de producdo. Estima-se que mais de trés milhdes de hectares de
pinh&o-manso ja foram implantados, sendo a China, a india e o Brasil os maiores produtores
(FAIRLESS, 2007).

Apesar de ser uma espécie perene, pode atingir a idade produtiva a partir do segundo
ano apos o plantio. J. curcas tem sido o foco de intensa investigacdo como matéria-prima para
a producao de biodiesel, podendo ser cultivado sob diferentes condi¢bes edafoclimaticas.

No entanto, a acdo carcinogénica dos ésteres de forbol contidos no 6leo de pinhédo-
manso levantam preocupacdes quanto ao risco para a saude e para 0 meio ambiente. Estas
preocupacOes podem influenciar negativamente na promocdo do pinhdo-manso como
combustivel. Estudos mostram que a degradacdo de ésteres de forbol por métodos catalisados
alcalinos esta correlacionada com os rendimentos de ésteres metilicos de &cidos graxos
presentes no 6leo de sementes de pinhdo-manso (TOSA e ISHIZUKA, 2017).

Dentre as principais atividades do programa de melhoramento vegetal esta a obtencao
de variacdo genética. Esta variacdo pode ser obtida por domesticacdo da espécie, colecdo de
germoplasma, introducdo de plantas, polinizacdo cruzada (hibridagcdo), mutacéo, poliploidia,
variacdo somaclonal, variacdo germaclonal entre outras técnicas da engenharia genética
(MONIRUZZAMAN et al., 2016). Dentre os principais objetivos do melhoramento genetico
de J. curcas estdo o incremento do peso, do teor e da qualidade do éleo das sementes (YANG
et al., 2010).

O 6leo das sementes de J. curcas é um produto valioso, uma vez que pode ser convertido
em biodiesel, sendo, portanto, o cultivo desta oleaginosa fonte promissora para a producao de
biocombustiveis (PARAWIRA, 2010). As propriedades do biodiesel de J. curcas sao similares
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as obtidas em composi¢Oes de acidos graxos de biomassa convencionais, embora o teor de 6leo
seja superior aos relatados para outros 6leos vegetais (LEE et al, 2007; ALBASHA et al., 2015).

A quantidade de 6leo produzido a partir de sementes e grdos depende do método de
extracdo (mecanico e quimico) e a composicdo de &cidos graxos deste 6leo consiste
principalmente em &cido oleico, acido linoleico, &cido estearico e acido palmitico (BASILI e
FONTINI, 2012).

Considerando-se a importancia desta espécie para exploracdo comercial e que ndo ha no
mundo grandes plantios comerciais para exploracao do 6leo de suas sementes para producao de
biodiesel, o trabalho teve por objetivo caracterizar as sementes de hibridos de pinhdo-manso
oriundos de cruzamentos dialélicos para caracteres morfométricos, de producdo, além do
rendimento e perfil de &cidos graxos do 6leo de sementes de pinhdo-manso.

7.2 Material e Métodos

7.2.1 Material vegetal e area de estudo

As sementes foram coletadas de 10 hibridos (1x5, 1x8, 1x13, 3x5, 3x8, 3x13, 4x5, 4x8,
4x13 e 4x15) oriundos de cruzamentos dialélicos entre sete genotipos de pinhdo-manso
(JCUFS-01, JCUFS-03, JCUFS-04, JCUFS-05, JCUFS-08, JCUFS-13 e JCUFS-15),
escolhidos com base na caracteriza¢do morfolédgica e floral e em dados de diversidade genética
(SANTANA et al., 2013). As plantas foram cultivadas na Fazenda Experimental do Campus
Rural da Universidade Federal de Sergipe, localizada no municipio de Sao Cristovao-SE (10°
552267 S e 37° 11’ 57” O), em condigdes de sequeiro, sob o delineamento em blocos
inteiramente casualizados, com trés repetigoes. Cada parcela experimental foi constituida por
seis plantas, com espacamento 2 X 2 m, totalizando 24 m>.

O solo da area experimental ¢ classificado como Argissolo Vermelho-Amarelo, com
relevo plano a suavemente ondulado, caracterizado pela unidade de paisagem dos Tabuleiros
Costeiros (Embrapa, 2013). De acordo com a classificacdo de Koeppen, o clima da regido ¢ do
tipo tropical chuvoso, com temperatura média anual de 25,5°C e com precipitagdo
pluviométrica média anual de 1300 mm.

7.2.2 Biometria das sementes

A avaliacdo dos dados morfométricos e da massa de sementes foi realizada com o
auxilio do paquimetro digital (Modelo ZAAS) com precisdo de 0,01 mm. Utilizou-se o
delineamento inteiramente casualizado, com 10 tratamentos (hibridos) e 4 repeticdes (50
sementes por repeticdo). A avaliacdo dos dados biométricos (comprimento, largura e espessura)
foi realizada com o auxilio do paquimetro digital (Modelo ZAAS) com precisdo de 0,01 mm e
a massa de 100 sementes obtida em balanca analitica.

7.2.3 Extracdo do 6leo

O experimento foi conduzido em um delineamento inteiramente casualizado. As
sementes foram trituradas e, em seguida, foram pesadas e colocadas 20 g das sementes em um
cartucho cilindrico de celulose.

A extracdo foi realizada em triplicatas com aparelho tipo Soxhlet, com baldo de 250 mL,
contendo 150 mL do solvente hexano, aquecido em uma placa (Quimis) a temperatura de 70°C,
sob refluxo continuo por quatro horas até que o mesmo ficasse incolor ao passar pelo sifédo do
Soxhlet. Apds este periodo deixou-se as amostras por mais 1 hora em refluxo sem contato com
0 solvente hexano.

Apo0s a extragdo, o cartucho foi colocado em becker deixando por alguns minutos na
capela de exaustdo para evaporaracdo do excesso de solvente. Em seguida, os cartuchos foram
secos em estufa a 105 °C por 1 hora, resfriados em dessecador por 1 hora e pesados.
Posteriormente, as amostras foram retiradas do recipiente do extrator, levadas para
rotoevaporacdo e secadas em vidro 70°C até peso constante. Por fim, o conjunto (baldo e 6leo)
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foi pesado e por diferenca do peso do recipiente vazio, limpo e seco o valor do teor de 6leo foi
determinado e expresso em % de 6leo.

7.2.4 Derivatizacao do 6leo e determinacao do perfil de acidos graxos

Os processos de derivatizacdo e determinacdo dos acidos graxos foram adaptados de
acordo com as metodologias sugeridas por 1SO 5508 (1999); ISO 5509 (2000); Antolin et al.
(2008); Petrovic et al. (2010) e Hayat e Mendhulkar (2016). As analises do 6leo extraido foram
realizadas utilizando um cromatégrafo gasoso acoplado a um espectrémetro de massas - CG-
EM/CG-DIC (GC-2010 Plus; GCMS-QP2010 Ultra, Shimadzu Corporation, Kyoto, Japéo)
equipado com um amostrador automatico AOC-20i (Shimadzu). As separacdes foram
realizadas usando uma coluna capilar de silica fundida Rtx®-5MS Restek (polissiloxano 5 %-
difenil-95 %-dimetil) de 30 m x 0,25 mm de didmetro interno (d.i.), 0,25-mm de espessura de
filme, em um fluxo constante de hélio (99,999%) com taxa de 1,2 mL.min. Foi utilizado um
volume de injeccio de 1 uL (10 mg mL™), com uma razio de split de 1:00.

A programacdo de temperatura do forno utilizada foi a partir de 150°C (isoterma durante
1 minuto), com um aumento de 7°C por minuto, a 200°C , permanecendo por 2 minutos. Em
seguida, foi feita a 8°C por minuto até 240°C, finalizando com uma isoterma de 5 minutos a
240°C. Pesou-se 15 mg de 6leo em balanca analitica e diluiu-se em | mL de heptano, sendo,
posteriormente, injetadas no GC-EM. A quantificagéo foi realizada no modo SIM, monitorando
0s ions 74,55,609.

Foram utilizadas cinco bibliotecas do equipamento: NIST05, NIST05s, WILEYS,
NIST107 e NIST21, as quais permitiram a comparacdo dos dados dos espectros de massa com
aqueles constantes em suas bibliotecas, utilizando um indice de similaridade de 80%.

7.2.5 Heterose

A estimativa de heterose de cada hibrido da populacdo F; foi obtida pela seguinte
expressdo: h = F1 — (P1 + P2/2), em que F1 é a média da geracdo filial e P1 e P, sdo as médias
do genitores 1 e 2, respectivamente (FALCONER, 1987).

7.2.6 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a testes de normalidade dos residuos de Shapiro-Wilk e
homocedasticidade das variancias que indicaram a ndo necessidade de transformacéao. Os dados
foram submetidos a analise de variancia pelo teste F a 5% de probabilidade e o agrupamento de
médias realizado pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade, com o auxilio do software
estatistico SISVAR® (FERREIRA, 2008).

Para verificar a variabilidade genética entre as progénies, realizou-se analise de
variancia para cada caracter. Posteriormente, foram estimadas as correlacfes fenotipicas entre
0s caracteres. As estimativas de pardmetros genéticos foram realizadas com o uso do software
estatistico GENES (CRUZ, 2014).

7.3 Resultados e Discussao

7.3.1 Biometria de sementes

Observou-se diferenca significativa (P<0,05) entre os hibridos para o teor de 6leo e para
as caracteristicas biométricas comprimento, largura e espessura das sementes. Para a
caracteristica comprimento de sementes, observou-se a formacao de quatro grupos com valores
médios que variaram de 17,17 a 19,12 mm. As caracteristicas largura e espessura de sementes
apresentaram a formac&o de trés grupos, cada uma, com valores que variaram de 10,90 a 11,80
mm e 8,13 a 8,80 mm, respectivamente. Para o teor de 6leo, observou-se variacdo de 33,27 a
52,20% e para massa de 100 sementes, 50,25 a 55,97 g, com destaque para o hibrido 4x5, que
foi superior aos demais hibridos para estes caracteres (Tabela 7.1).
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TABELA 7.1 Caracterizagdo biométrica e teor de 6leo de sementes hibridas de Jatropha curcas
L. UFS, S&o Cristovao-SE, 2018.

Hibrido Comprimento Largura Espessura Massa de 100 Teor de
(mm) (mm) (mm) sementes (g) oleo (%)
1x5 19,12 a 11,80 a 8,80 a 55,97 a 46,30 a
1x8 18,47 b 11,32b 8,52 a 53,31la 43,87 a
1x13 17,98 ¢ 11,17b 8,13b 52,44 a 46,07 a
3x5 18,30 b 11,25b 8,45 a 54,21 a 42,80 a
3x8 18,33 b 11,27b 8,57 a 54,75a 42,40 a
3x13 17,51d 10,97 ¢ 8,59 a 50,28 a 52,20 a
4x5 17,78 ¢ 11,20b 8,44 a 52,05a 46,47 a
4x8 17,87c¢ 11,23b 8,42 a 55,58 a 33,27b
4x13 17,17d 10,90 ¢ 8,23b 50,25 a 43,03 a
4x15 18,01c 11,18b 8,39 a 52,85a 43,00 a
CV (%) 1,44 0,98 1,99 5,64 7,48

Médias seguidas de mesma letra na coluna pertencem a um mesmo grupo de acordo com o critério de agrupamento
de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

O hibrido 1x5 destacou-se em relagdo aos caracteres comprimento e largura de
sementes, diferenciando-se dos demais hibridos. Estes valores foram superiores aos obtidos por
Pessoa et al. (2012), Christro et al. (2012) e Pimenta et al. (2014) para as mesmas variaveis de
sementes de J. curcas avaliadas.

Apesar da recomendacao dos progenitores 1 e 10 para uso em cruzamentos dialélicos,
devido a possibilidade de transmissdo da caracteristica rendimento do 6leo (PESSOA et al.,
2011), o maior teor de 6leo foi obtido de sementes do hibrido 3x13 (52,20%). Estes valores sdo
superiores aos relatados por Fernandes et al. (2015) e observados por Evangelhista et al. (2015)
em cultivos no estado de Minas Gerais, sob irrigacao e sequeiro.

O menor rendimento de 6leo foi observado em sementes do hibrido 4x8 (33,27%),
verificando-se uma amplitude de 18,93% quando comparado ao teor de Oleo extraido das
sementes do hibrido 3x13. Esta amplitude pode ser explicada pela variabilidade genética
existente entre os genitores utilizados nos cruzamentos dialélicos, sendo estas informacdes
importantes para cruzamentos entre individuos superiores.

O hibrido 4x13 apresentou 0s menores valores médios para as caracteristicas
biométricas avaliadas, porém, ndo foi observada diferenca significativa entre os hibridos para a
variavel massa de 100 sementes. Os valores médios observados nesta caracteristica foram
inferiores aos obtidos por Santana et al. (2013) para estes hibridos de J. curcas.

Ao estimar a diversidade genética de 75 progénies de J. curcas oriundas do Brasil e de
trés regides do Camboja, com marcadores morfoldgicos, verificou-se um teor médio de éleo
nas sementes de 31%, variando de 16 a 45%. Né&o foi encontrada correlacdo genética entre
caracteres morfoagronémicos e teor de 6leo, evidenciando ampla variabilidade para este
caracter (FREITAS et al., 2011).

Devido ao fato desta espécie ainda ter ndo ter sido totalmente domesticada, as
caracteristicas biométricas de producédo e de rendimento de 6leo em sementes, além de outros
componentes quimicos variam consideravelmente entre diferentes procedéncias de J. curcas.
Esta variacdo € muito importante para os programas de melhoramento vegetal direcionados a
exploracdo econdmica da cultura (DRUMOND et al., 2010).

Observou-se que os dados de herdabilidade no sentido amplo foram altos para a maioria
dos caracteres avaliados, com valores acima de 80% (Tabela 7.2). Os maiores valores foram
observados para comprimento (92,50) e largura (93,24), superiores aos valores obtidos por
Christo et al. (2014) para os mesmos caracteres (87,73 e 81,37), em sementes de genotipos
oriundos do banco de germoplasma da Embrapa Agroenergia, localizada em Brasilia, Brasil.
Os valores de herdabilidade para teor de 6leo e massa de 100 sementes foram inferiores aos
relatados por Rao et al. (2008), que obtiveram valores médios de 99,61 para o teor de 6leo e
93,16% para a massa de 100 sementes; e por Kaushik et al. (2015), com valores de 95,49% para
teor de 6leo e 87,75% para massa de 100 sementes.
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TABELA 7.2 Estimativas de varidncia genética (c4?), ambiental (c¢?) e fenotipica (o) €
herdabilidade no sentido amplo (h?) em caracteres de sementes hibridas de Jatropha curcas L.
UFS, Sdo Cristovao-SE, 2018.

Parametro Comprimento (mm) Largura (mm)  Espessura (mm) M100 (g) TO (%)
Média 18,06 11,23 8,45 53,17 20,70
Gg? 0,27 0,05 0,03 1,91 19,33
Ge? 0,02 0,01 0,01 2,09 3,33
of 0,29 0,06 0,04 4,01 22,67
h? 92,50 93,24 80,20 47,75 85,29
CVy% 2,88 2,12 1,98 2,60 29,95
CV% 5,07 5,12 1,99 1,24 33,87
CV %/ CV:% 1,76 0,75 1,01 0,48 7,20
CV (%) 1,64 1,11 1,97 5,44 7,19
QMg? 1,17 0,23™ 0,14™ 16,02 60,00"

1= Quadrado médio do tratamento; ™ e * = Significativo a 1 e 5% de probabilidade; "™ = Néo significativo. Legenda:
M100 = Massa de 100 sementes; TO = Teor de 6leo (%).

O teor de 6leo apresentou o maior coeficiente de variacdo genética e a massa de 100
sementes, o de variacdo ambiental, corroborando com dados obtidos por Diédhiou et al. (2016)
em genotipos cultivados no Senegal, oriundos do Senegal, Mocambique e Tanzénia. Porém,
estes autores relataram valores inferiores de coeficiente de variacdo genotipica para teor de 6leo
(19,84) e superiores para M100 (14,96).

O ganho de selecdo em programas de melhoramento é determinado pela magnitude e
natureza da variacdo genotipica e fenotipica entre diferentes caracteres. Neste sentido, a
herdabilidade indica a confiabilidade do fen6tipo como base para a selecdo de gendtipos
superiores. Comparativamente, estes resultados sdo similares aos obtidos por Galapia et al.
(2012), que verificaram alta estimativa de herdabilidade para comprimento, largura e espessura
de sementes de J. curcas cultivado na regido de Laguna (Filipinas).

Alta herdabilidade e coeficientes de variacdo genotipica sugerem que existe alta
variacdo genética entre os hibridos, que pode ser observado nos caracteres biométricos e no
rendimento do 6leo. Tal variacdo pode esta associada as diferentes procedéncias dos parentais
usados nos cruzamentos, que sdo de diferentes regides do Brasil (PESSOA et al., 2011;
RIBEIRO et al., 2017), sendo importante estimar a heterose dos hibridos comparando-0s com
0S genitores.

7.3.2 Perfil de acidos graxos

Para todos os hibridos, os acidos oleico e linoleico foram os predominantes, com valores
que variaram de 35,7 (4x13) a 41,8 (3x5) e de 30,6 (4x5) a 37,8 (1x13), respectivamente. Juntos
representaram 73,2% da composicao do 6leo. Os valores observados foram semelhantes aos
obtidos em sementes de gendtipos de J. curcas, oriundos da india e do Brasil (SILVA et al.,
2014; BARROS et al., 2015), para a presenca dos acidos oleico e linoleico, sendo superiores
aos obtidos por Nizkou et al. (2009) (cultivados na Republica do Congo) e Senou et al. (2016)
(cultivados na China) para o acido palmitico, com teores de aproximadamente 4% acima dos
obtidos.

Os principais acidos graxos no 6leo em sementes de J. curcas foram os acidos palmitico
(16:0), esteérico (18:0), oleico (18:1) e linoleico (18:2) (Figura 7.1 em anexo). Os acidos graxos
insaturados (&cidos oleico e linoleico) foram encontrados em maior proporgdo (Tabela 7.3).
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Ndo foi detectada a presenca dos &cidos laurico, miristatico, palmitoleico, elaidico, linolénico,
araquidénico e berrénico.

TABELA 7.3 Perfil de acidos graxos do 6leo de sementes hibridas de Jatropha curcas L.
UFS, Sdo Cristovao-SE, 2018.

Hibrido Palmitico Esteérico Oleico Linoleico
1x5 17,50 8,10 38,90 35,50
1x8 21,90 8,20 37,70 32,30

1x13 16,30 7,30 38,70 37,80
3x5 16,50 8,00 41,80 33,30
3x8 20,50 7,90 38,30 33,30

3x13 15,10 7,00 40,50 37,40
4x5 22,30 8,30 38,80 30,60
4x8 20,20 8,80 38,80 32,20

4x13 21,80 6,70 35,70 35,80

4x15 17,80 7,90 38,80 35,40

Os teores médios de acido estearico e de acido oleico obtidos no presente trabalho foram
superiores aos verificados por Rodriguez et al. (2011), em estudo conduzido na cidade de San
José de las Lajas, Cuba. Porém, inferiores aos obtidos por Mohammed-Dabo et al. (2012) e
Zavala-Hernadez (2015), que reportaram valores médios entre 9,76 e 13% destes acidos, com
sementes de acessos cultivados na Nigéria e no México.

No 6leo de sementes de J. curcas de acessos cultivados em diferentes partes do
Zimbabwe e da india observou-se diferencas entre os valores de &cidos graxos (PARTHIBAN
etal., 2011). Devido a esta caracteristica, 0 6leo de sementes de J. curcas pode ser classificado
como o6leo oleico-linoleico (AKBAR et al., 2009).

Apesar de varios 6leos vegetais serem matéria-prima potencial para a producéo de éster
metilico de acidos graxos ou biodiesel, a qualidade do combustivel é afetada pela composicédo
do oleo. Idealmente, o Oleo vegetal deve possuir baixa saturacdo e apresentar quantidades
elevadas de acidos graxos monoinsaturados. Os 6leos vegetais ricos em acidos polinsaturados,
tais como os acidos linoleico e linolénico, tendem a gerar combustiveis de éster metilico com
fraca estabilidade a oxidacdo (WAGHMARE e NAIK, 2015).

O o6leo de semente rico em acido oleico representa uma alternativa promissora aos
combustiveis fésseis devido a exigéncia antagdnica entre propriedades de fluxo frio de um lado
e estabilidade oxidativa e emissédo de NOx noutro (MAZUMDAR et al., 2013), importante para
manter a qualidade do biodiesel durante o armazenamento do produto.

Dessa forma, a caracterizacdo de &cidos graxos totais é essencial para a confirmacao da
qualidade do 6leo. A prospeccao do 6leo de J. curcas na producdo de biodiesel ndo pode ser
subestimada, pois o0 conhecimento cientifico detalhado sobre as propriedades quimicas do 6leo
de semente é de imenso significado para a selecdo de matéria-prima para a producdo de
biodiesel.

Deve-se ressaltar ainda, que as condic¢des climaticas, a qualidade do solo (caracteristicas
fisicas e quimicas) e variabilidade genética e o estadio de desenvolvimento das sementes
influenciam na qualidade do 6leo de sementes de J. curcas (TURYNAIO et al., 2015).

O estadio fisiologico da semente pode interferir no metabolismo de triacilglicerdis,
acidos graxos e esterois, resultando em varia¢es no conteido de lipidios. No presente trabalho
verificou-se baixa correlacdo entre o teor de 6leo e os acidos graxos presentes nas sementes
coletadas de frutos secos (maduros). Resultados semelhantes foram relatados por Booranasrisak
et al. (2013), que ndo observaram correlacéo entre estes caracteres. Estes autores observaram
ainda que h& variacg&o significativa dos &cidos graxos presentes no 6leo, de acordo com o estadio
de maturacgéo das sementes, com excec¢édo do acido oleico que permaneceu constante.
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Ao correlacionar os dados morfométricos com o perfil de acidos graxos das sementes
hibridas, verificou-se correlacdo significativa positiva entre os caracteres comprimento e
largura, comprimento e espessura, largura e espessura, massa de 100 sementes e acido estearico
(Tabela 7.4).

TABELA 7.4 Estimativas de correlacdo entre os caracteres comprimento (COMP), largura
(LARG), espessura (ESP), massa de 100 sementes (M100), teor de éleo (TO), acido palmitico
(PAL), acido estearico (EST), acido oleico (OLE) e &cido linoleico (LIN) de sementes hibridas
de Jatropha curcas L. UFS, Sdo Cristovao-SE, 2018.

COMP LARG ESP M100 TO PAL EST OLE LIN
COMP 1 0,94 0,65 0,20" -0,67" -0,14 0,55™ 0,27 -0,17 "
LARG 1 0,67" 0,27 -0,47 " -0,06 ™ 0,58 ™ 0,16 -0,20 ™
ESP 1 0,12 -0,28 ™ -0,10m 0,37™ 0,31™ -0,20 ™
M100 1 0,16 0,68m 0,68™ -0,28 ™ -0,74 ™
TO 1 0,18m 0,07m -0,11™ -0,14 ™
PAL 1 0,29 -0,69" -0,71"
EST 1 0,24m -0,77"
OLE 1 0,00
LIN 1

"N&o houve diferenca significativa; * e “*Significativo a 1 e 5% de probabilidade pelo teste t.

Correlag6es significativas negativas foram observadas entre as variaveis acido palmitico
e acido oleico e acido estearico e acido linoleico (Tabela 7.4). Estes resultados divergem dos
reportados por One et al. (2014), que verificaram uma correlacdo altamente negativa entre 0s
acidos graxos oleico e linoleico, em sementes de J. curcas da Tailandia, sob sistema irrigado.

Em estudo sobre a relacdo entre as caracteristicas biométricas das sementes com o teor
de 6leo do acesso da india, Kotoky et al. (2015) observaram correlaces positivas entre largura
e comprimento e entre a massa de 100 sementes e o teor de 6leo, convergindo dos resultados
obtidos no presente trabalho.

O estudo da correlacao entre caracteres morfologicos, caracterizacdo e rendimento do
6leo de sementes € essencial para estimativa da variabilidade genética e auxilio na identificacdo
dos melhores gendtipos. Para a obtencdo de genotipos superiores em programas de
melhoramento, a selecdo baseada apenas em caracteres morfométricos pode se mostrar
inadequada, pois estd restrito apenas aos poucos caracteres selecionados, sendo necessario
avaliar também o conjunto de caracteres relacionados a producéo e ao rendimento econdmico.

7.3.3 Estimativa de heterose e heterobeltiose

A Capacidade de Especifica de Combinacéo (sij) é interpretada como o desvio de um
hibrido do que seria esperado na Capacidade Geral de Combinacdo de seu genitor. O
cruzamento dialélico é o método mais comum para estimar o desempenho de gendtipos em
programas de melhoramento e pré-melhoramento, como o rendimento e 0s componentes de
producdo. Além disso, o principal objetivo dos cruzamentos dialélicos é a determinacdo de
parametros genéticos como heterose, herdabilidade, variacdo genética, correlacdo fenotipica e
genotipica entre os caracteres morfoagrondmicos, visando a selecdo de geno6tipos superiores
(AL FALAHY, 2015).

Com a analise dialélica é possivel conhecer o desempenho dos pais, o das suas
combinacg6es hibridas e a natureza do efeito reciproco. Em estudo sobre o desempenho de
gendtipos de J. curcas em cruzamentos dialélicos, observou-se gque as estimativas de capacidade
de combinacéo geral e especifica, alem do efeito reciproco, foram significativas pelo teste F
para a producéo e gréos e massa de 1000 sementes. Assim é possivel verificar a existéncia de
efeitos geneéticos aditivos, ndo aditivos e/ou efeitos citoplasmaticos do genitor feminino
envolvidos no controle dos caracteres. Quando maiores estimativas de efeitos dominantes sdo
observadas em relacdo aos demais, os pais sdo divergentes para a maioria dos locos em dominio,
e as manifestacdes heteroticas nestes cruzamentos podem resultar na complementacao genética
entre os locos que controlam tais caracteres. Desta forma, métodos que priorizem a
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capitalizacdo da heterose devem ser usados no melhoramento da populacdo para esses
caracteres (dominancia genética e divergéncia) (TEODORO et al., 2017).

Ao avaliar os caracteres biométricos € o teor de 6leo de acessos de J. curcas, dentre eles
os genitores dos hibridos estudados neste trabalho, oriundos de bancos de germoplasma dos
estados de Minas Gerais, Goias, Bahia, Espirito Santo, Sergipe e Bahia (PESSOA, 2011),
obteve-se valores médios biométricos de sementes semelhantes aos encontrados neste trabalho
(Tabela 7.5), porém, com rendimento médio de 6leo superior aos hibridos avaliados.

TABELA 7.5 Caracterizacdo biométrica e teor de 6leo de sementes de acessos de Jatropha
curcas L. UFS, Sao Cristovao-SE, 2018.

Acesso (Genitor) CS (mm) LS (mm) ES (mm) TO (%)
1 18,75 12,00 9,00 34,00
3 18,00 12,00 9,00 25,50
4 18,00 11,50 9,00 27,00
5 18,00 11,00 9,00 23,00
8 18,00 11,50 9,00 25,50
13 18,25 12,00 8,75 32,00
15 18,00 12,00 9,00 18,50

Legenda: CS = Comprimento de semente; LS = Largura de semente; ES = Espessura de semente; TO = Teor de 6leo.
Fonte: Pessoa (2011).

A estimativa dos valores médios de heterose em relacdo a média dos genitores sobre 0s
caracteres biométricos e de rendimento do 6leo apresentou variacdo de -0,95 a 0,75 para o
comprimento de sementes; de -1,03 a 0,30 para largura da semente; de -0,74 a -0,20 para a
espessura da semente e de 7,03 a 23,42 para o teor de 6leo nas sementes. Quanto aos caracteres
biométricos e de rendimento do 6leo, destacaram-se os hibridos 1x5 (comprimento e largura da
semente) e 3x13 (com valor médio de 23,42), respectivamente (Tabela 7.6).

TABELA 7.6 Estimativas dos efeitos de heterose média parental para os valores médios dos
caracteres comprimento de sementes (CS), largura da semente (LS), espessura da semente (ES),
massa de 100 sementes (M100) e teor de 6leo (TO) em de sementes hibridas de Jatropha curcas
L. UFS, S&o Cristovao-SE, 2018.

Hibrido CS (mm) LS (mm) ES (mm) TO (%)
15 0,75 0,30 -0,20 21,80
1x8 0,09 -0,43 0,48 14,12
Ix13 -0,52 -0,83 0,74 13,06
3x5 0,30 -0,25 -0,55 18,56
3x8 0,33 -0,48 0,43 16,92
3x13 0,61 -1,03 0,29 23,42
4x5 0,20 -0,05 -0,56 21,45
4x8 -0,13 0,27 -0,58 7,03
4x13 -0,95 -0,85 0,65 13,55
4x15 0,01 -0,57 -0,61 13,50

O menor rendimento de 6leo foi observado no hibrido 4x8 (33,27%), 18,93% menor do
que o teor de dleo extraido das sementes do hibrido 3x13. Esta amplitude pode ser explicada
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pela variabilidade genética existente entre os genitores utilizados nos cruzamentos dialélicos
(RIBEIRO et al., 2017), para os quais se encontrou valores de 58,4% de similaridade.

E importante notar que nem todas as combinac@es hibridas possuem forte heterose ou
vigor hibrido, que pode-se ter, por outro lado poucos locos heteroticos, ou baixa diversidade
genética. Além disso, os locos heterdticos negativos podem ocorrer simultaneamente na
geragdo F1 e devem ser removidos nas geracfes subsequentes sem comprometer o grau de
heterose positiva. Portanto, a divergéncia e a estabilidade dos genomas parentais e dos hibridos
F1 influenciam no rendimento e na heranga estavel de caracteristicas agrondmicas (FU et al.,
2014).

Portanto, a heterose € um parametro genético que permite destacar a importancia ou nao
dos efeitos genéticos ndo aditivos, como dominéncia e epistasia, geralmente associados a
condicdo heterozigotica. No entanto, um hibrido sera vantajoso se for superior a ambos 0s
genitores, sendo importante estimar também a heterobeltiose (superioridade do hibrido sobre o
genitor superior) (GODOQY et al., 2008). Desta forma, estimou-se também a heterobeltiose,
sendo observado, em todos os hibridos avaliados, valor positivo de heterobeltiose para o teor
de 6leo, com destaque para os hibridos 3x13 (20,17) e 4x5 (20,45) (Tabela 7.7).

TABELA 7.7 Estimativas de heterobeltiose dos gendtipos da geracdo F1 sobre a média parental
para os valores médios dos caracteres comprimento de sementes (CS), largura da semente (LS),
espessura da semente (ES), massa de 100 sementes (M100) e teor de 6leo (TO) em hibridos de
Jatropha curcas L. UFS, Sao Cristovdo-SE, 2018.

Hibrido CS (mm) LS (mm) ES (mm) TO (%)
Ix5 0,37 -0,20 -0,20 12,30
1x8 -0,28 -0,68 -0,48 9,87
Ix13 0,77 -0,83 0,87 12,06
3x5 0,30 -0,75 0,55 17,31
3x8 0,33 0,73 0,43 16,92

3x13 0,74 -1,03 0,41 20,17
4x5 -0,20 -0,30 -0,56 20,45
4x8 0,13 0,27 -0,58 6,28
4x13 -1,08 -1,10 0,77 11,05
4x15 0,01 0,82 0,61 16,00

Estudos demonstram que o tamanho do genoma de J. curcas € relativamente pequeno e
que o perfil de genes envolvidos na biossintese de lipidios e &cidos graxos durante o
desenvolvimento de sementes de J. curcas ainda precisa ser melhor elucidado (CARVALHO
et al., 2008).

Entretanto, a expressao da maioria dos genes envolvidos na biossintese de lipidios e de
acidos graxos e na caracterizacdo de padrdes de expressdo desses genes S0 pré-requisitos
essenciais para o entendimento de fatores genéticos relacionados a regulagem do
armazenamento da biossintese lipidica em sementes de J. curcas (GU et al., 2012).

7.4 Conclusoes

O hibrido 3x13 destaca-se pelo rendimento de éleo nas sementes e pelos teores de acido

oleico e linoleico.
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As informac0es geradas neste trabalho sdo ferramentas importantes para a selecéo de
gendtipos superiores e poderao ser Uteis como descritores visando o registro de cultivares de J.
curcas.
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8. ARTIGO 5 )
QUALIDADE E VIGOR DE SEMENTES HIBRIDAS DE Jatropha curcas L.

RESUMO

Jatropha curcas L. apresenta potencial para producdo de energia renovavel. A falta de
conhecimentos técnico-cientificos ainda é fator limitante para o cultivo da espécie. Objetivou-
se avaliar a qualidade fisioldgica de sementes de 10 hibridos coletadas em duas épocas de
cultivo, por meio da germinacdo, tetrazolio e condutividade elétrica. O experimento foi
conduzido sob delineamento inteiramente casualizado, com 4 repeticdes de 25 sementes.
Estimou-se a percentagem de sementes germinadas e indice de velocidade de germinacdo. As
sementes remanescentes do teste de germinacgédo foram avaliadas pelo teste de tetrazélio (0,5%,
a 25 °C) na auséncia de luz, por 120 minutos. Os embrides foram classificados de acordo com
a intensidade da coloracdo, em viaveis e ndo viaveis. O teste de condutividade elétrica foi
realizado com 4 repeti¢des de 25 sementes, acondicionadas em copos plasticos descartaveis
contendo 75 mL de agua destilada e levadas para B.O.D. (25 °C). As leituras foram feitas nos
periodos de 0, 3, 6, 9, 12 e 24, 48, 72 e 96 horas de embebicdo. Observou-se diferenca
significativa entre os hibridos para a percentagem de germinagéo nos dois anos, destacando-se
os hibridos 1x5 (56%), 1x8 (55%), 1x13 (56%), 3x8 (61%), 4x5 (56%) e 4x8 (61%). Quanto
ao IVG, os maiores valores foram observados nos hibridos 1x5 (3,34), 1x13 (3,70), 3x8 (3,34),
3x13 (3,05) e 4x8 (3,69). Entre as sementes que ndo germinaram, as sementes ndo estavam
viaveis para os hibridos 1x5, 3x5, 3x8 e 3x13. Os hibridos 3x5, 3x8, 4x5 e 4x8 sdo os melhores
na reorganizagdo do sistema de membranas celulares e apresentam 0s maiores potenciais
fisioldgicos relacionados a qualidade das sementes.

Palavras-chave: Pinhdo-manso, teste de germinacdo, indice de velocidade de germinacao,
condutividade elétrica, teste de tetrazolio.
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ABSTRACT
Titulo: Quality and vigor of the hybrid seeds of Jatropha curcas L.

Jatropha curcas L. presents a great potential for the production of renewable energy. However,
a lack of technical-scientific knowledge is still a limiting factor for the cultivation of this
species. The objective of this study was to evaluate the physiological quality of the seeds of 10
hybrids that were collected during two growing seasons, by using germination, tetrazolium and
electrical conductivity tests. The experiments were conducted in a completely randomized
design, with 4 replicates of 25 seeds. From the germination data, the percentages of the
germinated seeds and the germination speed indices were estimated. The remaining seeds from
the germination test were evaluated by the tetrazolium test with a 0.5% concentration at 25°C
in the absence of light for 120 minutes. The embryos were classified according to the intensity
of their staining, in a viable and non-viable manner. The electrical conductivity tests were
performed with 4 replicates of 25 seeds, while being conditioned in disposable plastic cups,
containing 75 mL of distilled water and kept in B.O.D. (25°C). The readings were taken in the
periods of 0, 3, 6,9, 12, 24, 48, 72 and 96 hours of imbibition. There were significant differences
among the hybrids in the percentages of germination during the two years that were evaluated,
with the 1x5 (56%), 1x8 (55%), 1x13 (56%), 3x8 (61%), 4x5 (56%) and 4x8 (61%) hybrids
showing such values, respectively. As for the IVG, the highest values were observed in the 1x5
(3.34), 1x13 (3.70), 3x8 (3.34), 3x13 (3.05) and 4x8 (3.69) hybrids. The tetrazolium tests
verified that among the seeds that did not germinate, the 1x5, 3x5, 3x8 and 3x13 hybrid seeds
were not viable. The 3x5, 3x8, 4x5 and 4x8 hybrids were the best in their reorganization of their
cell membrane systems and they presented the highest physiological potentials when related to
their seed quality.

Keywords: Jatropha, germination test, germination speed index, electrical condutivity,
tetrazolium test.

8.1 Introducao

Jatropha curcas L. apresenta grande potencial para se tornar uma das principais culturas
energéticas do mundo, devido a quantidade e a qualidade do 6leo produzido em suas sementes.
Estima-se que mais de trés milhdes de hectares de J. curcas foram implantados, sendo a india,
China e o Brasil os maiores produtores (FAIRLESS, 2007).

As condigdes de manejo sdo determinantes para garantia da qualidade fisiol6gica das
sementes oleagionas. O uso de sementes de alta qualidade é a base para a producdo agricola e
esta relacionado a capacidade da semente para desempenhar suas funcdes vitais, sendo 0s
efeitos traduzidos na porcentagem de germinacdo, qualidade de mudas e aumento no vigor
(FRANDOLOSO et al., 2015).

Além disso, a qualidade fisioldgica das sementes pode ser afetada por adversidades
durante o desenvolvimento inicial da plantula, por processos fisiol6gicos que ocorrem antes e
depois da colheita e fatores genéticos (BRACINI et al., 2001).

Acessos de J. curcas oriundos de diferentes locais da India apresentaram diferenca
significativa para o teor de 6leo e o peso de sementes e de améndoas, que variaram de 33,02 a
39,12 % em sementes inteiras e de 47,08% a 58,12 % em améndoas. Estas diferencas resultaram
em plantas com performances diferentes em campo, e correlagdo positiva entre maior teor de
oleo e rendimento agronémico (GINWAL et al., 2004).

Apesar de poder ser propagada por estaquia ou enxertia (HELLER, 1996), a propagagéo
por sementes de J. curcas é considerada eficiente, devido ao melhor estabelecimento de cultivos
de longa duracdo (DUONG et al., 2013). A planta matriz exerce influéncia significativa sobre
as caracteristicas das sementes, como tamanho, dorméncia e germinagdo. Muitos fatores como
a idade da planta matriz, a posicdo da semente no fruto e a inflorescéncia podem afetar as
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propriedades das sementes. Além dos principais efeitos genéticos e das caracteristicas de
desenvolvimento da planta matriz, 0 meio ambiente também exerce grande influéncia na
producdo e qualidade das sementes (PENFIELD e MACGREGOR, 2016).

A qualidade de sementes esta diretamente relacionada as caracteristicas genéticas e pode
ser monitorada nos primeiros estadios de desenvolvimento por testes de germinacéo e vigor
durante o processo de melhoramento.

Além disso, a composic¢do quimica também merece destaque, sendo as oleaginosas as
mais seniveis a manutencdo da qualidade. As sementes oleaginosas sdo mais propensas a
deterioracdo durante o armazenamento, quando comparadas com outros tipos de sementes,
devido a mudancas fisioldgicas, bioguimicas e fisicas que causam declinio progressivo e
irreversivel na qualidade. Assim, a intensidade e velocidade do processo de deterioragdo da
semente podem estar relacionadas a sua composicdo quimica, contetdo de adgua e qualidade
inicial, especialmente ao seu teor de dleo, verificando-se, em geral, que a germinacdo de
sementes de J. curcas € mantida durante 12 meses de armazenamento em condic¢des de camara
fria (10 ° C; a 55% de umidade relativa), independentemente da embalagem (DIAS et al., 2016).

Fatores como umidade, substrato e temperatura estdo diretamente relacionados com a
qualidade inicial e com o vigor de sementes de J. curcas. Porém, as informacfes sobre as
condicdes ideais para o teste de germinacdo com sementes dessa espécie ainda ndo sdo
conclusivas, devido a grande variacdo reportada na literatura (WINDAUER et al., 2012;
MARIAPPNAN et al., 2014). Os resultados referentes a qualidade inicial e vigor sugerem que
temperaturas entre 25°C e 30°C e substratos de areia ou papel sdo condi¢des adequadas para o
teste de germinacéo da espécie (OLIVEIRA et al., 2014).

Desta forma, para obter informacdes mais precisas sobre a qualidade de sementes de J.
curcas, faz-se necessario a complementacéo dos dados gerados durante o teste de germinacgéo
com outros testes, possibilitando a selecdo de melhores lotes para comercializacdo e
estabelecimento de semeadura e, entre esses testes, a condutividade elétrica (ARAUJO et al.,
2011) e o teste de tetrazolio (BRENHA et al., 2012).

Considerando-se a falta de conhecimento sobre o cultivo de J. curcas e a importancia
do pré-melhoramento desta espécie para obtencdo genotipos superiores, com a producao de
sementes de qualidade, este trabalho teve por objetivo avaliar a qualidade inicial e o vigor de
sementes hibridas de J. curcas.

8.2 Material e Métodos

8.2.1 Coleta do material vegetal

Foram utilizados semente de frutos colhidos de dez hibridos (1x5, 1x8, 1x13, 3x5, 3x8,
3x13, 4x5, 4x8, 4x13 e 4x15) de J. curcas cultivadas na area experimental do Campus Rural da
Universidade Federal de Sergipe, situada no municipio de Sdo Cristovao-SE. As plantas foram
cultivadas sob as mesmas condic¢des e manejo, sendo os frutos colhidos manualmente nos dois
anos agricolas avaliados (2016 e 2017). Apds o beneficiamento dos frutos, as sementes foram
levadas para secar em estufa de circulacdo forcada de ar a 40°C até aproximadamente 9% de
umidade, de acordo com metodologia proposta por Zonta et al. (2011). Em seguida, foram
armazenadas em cadmara fria & 10°C, com umidade relativa no seu interior em torno de 60%,
por sete dias, até a execucdo do teste. As andlises morfoldgicas foram conduzidas no
Laboratorio de Tecnologia de Sementes da Universidade Federal de Sergipe, em S&o Cristdvao-
SE.

8.2.2 Grau de umidade

O grau de umidade foi determinado pelo método de estufa a 105 + 3°C por 24 horas
(BRASIL, 2009), com quatro repeti¢Oes de 50 sementes. As amostras foram pesadas em balanga
de precisao para obtencdo da massa Umida e, em seguida, colocadas para secar em estufa. Apds



106

a secagem, realizou-se nova pesagem para obtencdo da massa seca e os resultados foram
expressos em porcentagem da massa umida.

8.2.3 Teste de germinagéo

Os testes de germinagao foram conduzidos em dois anos agricolas (2016 ¢ 2017). Para
cada teste, utilizou-se sementes de dez hibridos de J. curcas, sob o delineamento inteiramente
casualizado, com 4 repeti¢oes de 25 sementes. As sementes foram dispostas em rolos de papel
tipo germitest, umedecidos com 2,5 vezes seu peso com agua destilada e mantidas a 25°C em
incubadora do tipo D.B.O. (Demanda Bioquimica de Oxigénio), sob fotoperiodo de 12 horas.

Avaliou-se o nimero de plantulas normais até o vigésimo primeiro dia apds a
implantacao do teste. As sementes foram consideradas germinadas a partir da protrusao da
radicula e parte aérea e os resultados foram expressos em porcentagem de plantulas normais de
acordo com as Regras de Andlise de Sementes (RAS) (BRASIL, 2009).

O indice de velocidade de germinagdo (IVG) foi estimado a partir da germinagdo de
plantulas normais, analisadas diariamente, de acordo com a equagao matematica proposta por
Maguire (1962).

As sementes que ndo germinaram no teste de germinacdo foram avaliadas quanto a
viabilidade pelo teste de tetrazolio, visando verificar se as mesmas estavam dormentes, duras
ou mortas. Os tegumentos das sementes foram removidos cuidadosamente com auxilio de
bisturi e em seguida foram transferidas para copos plasticos contendo solucdo de 2,3,5 trifenil
cloreto de tetrazolio na concentracdo de 0,5%, e mantidas a 40°C, na auséncia de luz, durante
120 minutos (PINTO et al., 2009). Posteriormente, as sementes foram lavadas em agua corrente
e deixadas submersas em agua e cortadas no sentido longitudinal e mediano, e no comprimento
através do endosperma e embrido, para a anélise de viabilidade dos embrides

Para a avaliacdo, considerou-se a extensdo, tonalidade, presenca de areas bancas
leitosas, aspecto dos tecidos e localizacdo das coloragdes em relacdo as areas essenciais ao
desenvolvimento das sementes. Com isso, 0s embrides foram classificados de acordo com a
intensidade da coloragdo, em viaveis e ndo viaveis.

8.2.4 Condutividade elétrica em massa

O teste de condutividade elétrica foi realizado com quatro repeticdes de 25 sementes,
pesadas e acondicionadas em copos plasticos descartaveis, com capacidade para 200 mL,
contendo 75 mL de agua destilada. Em seguida, o material foi levado para B.O.D., regulada a
25°C, e a leitura foi realizada no momento e apés 3, 6,9, 12 e 24, 48, 72 e 96 horas de embebicao
em condutivimetro CG 1800 (Gehaka®) e os resultados expressos em pS cm™ g*. A leitura foi
realizada logo apds a retirada do material da incubadora, de modo gradativo, agitando-se
cuidadosamente cada recipiente, com o intuito de uniformizar os eletrdlitos lixiviados na
solugdo (VIEIRA e KRZYZANOWSKI, 1999; ASSOCIATION OF OFFICIAL SEED
ANALYSTS, 2002).

8.2.5 Qualidade do RNA em sementes de J. curcas

O RNA foi extraido de embrides de sementes de cada um dos hibridos usando o kit
comercial Macherei-Nagel. A quantificacdo do RNA foi feita no NanoDrop
Spectrophotometer, para a obtencéo dos valores de absorbancias A260/A280.

8.2.6 Analise estatistica

Inicialmente os dados foram submetidos a andlise da distribuicdo de frequéncia dos
dados, para verificar distribuicdo normal. Para testar a hipdtese de normalidade, utilizou-se o
teste W (SHAPIRO & WILK, 1965). Em seguida foram submetidos a analise de variancia pelo
teste F a 5% de probabilidade e as médias agrupadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade, com o auxilio do software estatistico SISVAR® (FERREIRA, 2008).
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Adicionalmente procedeu-se ao ajuste de regressdo polinomial dos valores de condutividade
elétrica nos diferentes periodos de embebicdo. A equacdo escolhida correspondeu aquela de
maior grau com significancia estatistica (P < 0,05) de seus coeficientes. Esta analise foi
processada no software estatistico Genes (CRUZ, 2006).

8.3 Resultados e Discussao

8.3.1 Teste de germinacao e indice de velocidade de germinacao

Os fatores que interferem na qualidade das sementes sdo o grau de umidade e as
condicdes de armazenamento, o tipo de substrato, a temperatura, o pré-tratamento e a cultivar
utilizada (GAIROLA et al., 2011; MONCALEANO-ESCANDON et al., 2013; MARCELLO
et al., 2015). Para a avaliagdo da germinacdo de sementes de J. curcas em laboratdrio
recomenda-se dispor as sementes em rolo de papel ou susbtrato de areia e manté-las em
germinador com temperatura entre 25-30°C (MARTINS et al., 2008; NEVES, 2009).

O valor médio do grau de umidade das sementes hibridas de J. curcas do presente estudo
foi de 9,6%. Observou-se diferencas significativas para a qualidade de sementes dos 10 hibridos
para %G e IVG, nos dois anos agricolas avaliados (2016 e 2017). Para a percentagem de
germinacdo, durante o0 ano de 2016, destacaram-se 0s hibridos 1x5 (46%), 1x8 (46%), 1x13
(52%), 3x5 (46%), 3x8 (48%), 3x13 (45%), 4x5 (42%) e 4x8 (60%). As menores percentagens
de germinacdo foram observadas nos hibridos 4x13 (33%) e 4x15 (26%). Porém, nos testes
realizados no ano de 2017, a maior percentagem de germinacdo foi observada no hibrido 4x15
(78%), ndo diferindo dos hibridos 1x5 (61%), 1x13 (60%), 3x8 (75%) e 4x5 (70%). De acordo
com a analise conjunta dos dois anos agricolas (2016/2017), observou-se diferenca significativa
entre os hibridos para a percentagem de germinacdo, com destaque para os hibridos 1x5 (56%),
1x8 (55%), 1x13 (56%), 3x8 (61%), 4x5 (56%) e 4x8 (61%).

Quanto ao VG das sementes coletadas no ano de 2016, os maiores valores obtidos
foram observados nos hibridos 1x5 (3,34), 1x13 (3,70), 3x8 (3,34), 3x13 (3,05) e 4x8 (3,69).
Nos testes realizados no ano de 2017, observou-se os maiores valores de IVG nos hibridos 1x5
(3,48), 1x8 (3,69), 1x13 (3,34), 3x8 (3,83), 4x5 (3,91), 4x8 (3,50) e 4x15 (4,03). Quanto aos
valores médios de IVG dos anos de 2016 e 2017, verificou-se que os maiores valores foram
obtidos nos hibridos 1x5 (3,34), 1x13 (3,70), 3x8 (3,34), 3x13 (3,05) e 4x8 (3,69) (Tabela 8.1).

TABELA 8.1 Germinacédo (%) e indice de velocidade de germinacao (IVG) de sementes
hibridas de Jatropha curcas L. colhidas durantes os anos de 2016 e 2017. UFS, Séo
Cristovao-SE, 2018.

Hibrido Germinagao (%) IVG
2016 2017 2016/2017 2016 2017 2016/2017

1x5 46 Ab 67 Aa 57 a 3,34 Aa 3,48 Aa 3,34a
1x8 46 Ab 64 Ba 55a 2,62 Bb 3,69 Aa 2,62 b
1x13 52 Aa 60 Aa 56 a 3,70 Aa 3,34 Aa 3,70a
3x5 46 Aa 49 Ba 47 b 2,57 Ba 2,52 Ba 2,57b
3x8 48 Ab 75 Aa 6la 3,34 Aa 3,83 Aa 3,34a
3x13 45 Aa 57 Ba 51b 3,05 Aa 2,63 Ba 3,05a
4x5 42 Ab 70 Aa 56 a 2,53 Bb 3,91 Aa 2,53b
4x8 60 Aa 63 Ba 61a 3,69 Aa 3,50 Aa 3,69a
4x13 33 Bb 61 Ba 47 b 1,53 Bc 2,82 Ba 1,50 b
4x15 26 Bb 78 Aa 52 b 1,50 Bc 4,03 Aa 1,53 b

CV (%) 23,01 13,81 17,08 24,48 14,73 19,20

Médias seguidas da mesma letra minudscula nas linhas e maitscula nas colunas (entre os anos) nao diferem
entre si a 5% de probabilidade pelo agrupamento de médias Scokk-Knott.

Quando considerados os valores médios entre 0s anos de 2016 e 2017, destacaram-se 0s
hibridos 1x5 (57%), 1x8 (55%), 1x13 (57%), 3x8 (62%), 4x5 (56,0%) e 4x8 (62%). Para o IVG,
0s maiores valores médios foram verificados nos hibridos 1x5 (3,34), 1x13 (3,70), 3x8 (3,34),
3x13 (3,05) e 4x8 (3,69).
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Ao avaliar o comportamento de quinze hibridos de J. curcas, oriundos de cruzamentos
dialélicos, Islam et al. (2015) verificaram variacdo na germinacdo de sementes entre 53 e 98%
e indice de velocidade de germinacao entre 2,31 e 8,63. Resultados semelhantes para vigor de
sementes (61 a 87% de germinacao) oriundas de frutos maduros de J. curcas foram observados
em diferentes ambientes e recipientes durante 12 meses de armazenamento (DIAS et al., 2016).

Deve-se ressaltar a influéncia do estadio de maturacédo dos frutos de J. curcas sobre a
germinagdo, o teor de 6leo e o peso da semente (NEGASU, 2015). Além da variabilidade
genética, a germinacdo de sementes de J. curcas é diretamente influenciada pelo estadio de
maturacdo dos frutos, com uma amplitude de 0% a mais de 70% de germinacédo, quando usadas
sementes oriundas de frutos verdes imaturos e de frutos marrons e secos (completamente
maduros), respectivamente (DRANSKY et al., 2010).

8.3.2 Teste de tetrazolio

Verificou-se pelo teste de tetrazolio que entre as sementes que ndo germinaram, as
sementes ndo estavam viaveis para os hibridos 1x5, 3x5, 3x8 e 3x13, devido procipalmente ao
ataque de fitopatdgenos.

Sementes morfologicamente perfeitas podem originar plantulas normais ou anormais ¢
podem estar dormentes ou mortas, havendo relagdo entre o nivel de formagdo ou morfologia
interna e o seu potencial fisiologico (PUPIM et al., 2008). Porém, o dano causado ao cotilédone
pode ndo afetar a germinacdo de sementes, processo relacionado a méa formagao das sementes
(VASCONCELOS, 2013).

Estudos com sementes de acessos de J. curcas de diferentes regibes da india
evidenciam, pelo teste de tetrazolio, a correlagdo da viabilidade das sementes em teste de
germinacao, existindo relacdo direta entre a viabilidade e a germinacéo das sementes. Quando
a viabilidade avaliada pelo teste de tetrazolio ficou acima de 60%, a germinacéo das sementes
foi superior a 60%. Observou-se baixos valores médios de germinacgdo quando a viabilidade foi
inferior a 60%. A viabilidade observada em todos os acessos foi de 40 a 90% (KUMAR et al.,
2013).

8.3.3 Teste de condutividade elétrica

O teste de condutividade elétrica na avaliacdo do vigor das sementes hibridas de J.
curcas possibilitou caracterizar de forma eficiente os tratamentos testados, pois 0s maiores
valores de condutividade elétrica foram observados em sementes dos hibridos 3x13, 4x13 e
4x15, no ano de 2016 e do hibrido 3x13 no ano de 2017. Estes hibridos apresentaram menores
percentagens de germinacao nos dois anos avaliados (Tabela 8.1).

Provavelmente, as sementes dos hibridos 3x5, 3x8, 4x5 e 4x8 foram mais eficientes na
reorganizacdo do sistema de membranas celulares, pois lixiviaram menores quantidades de
exsudados para 0 meio, apresentando assim o maior potencial fisiol6gico, quando comparados
com os demais hibridos. O hibrido 4x8 apresentou os menores valores de conduvidade elétrica
nos dois anos avaliados, destacando-se dos demais quanto a percentagem de germinacéo e IVG.
Este hibrido destaca-se também pela producdo de sementes, reportada no Capitulo 1.

Baixos valores de condutividade elétrica estdo relacionados a menor liberacdo de
exsudatos, indicando alto potencial fisiolégico, devido a menor intensidade de desorganizacao
do sistema de membranas das células (VIEIRA et al., 2002). Apds a embebicdo, sementes
vigorosas tém a capacidade de restabelecer as suas membranas de maneira mais rapida,
resultando em menor liberagdo de eletrdlitos. Com isso, pode-se inferir que o nivel de lixiviagéo
estd correlacionado com a qualidade da semente, uma vez que, elevados valores de
condutividade elétrica estdo relacionados as sementes de baixa qualidade (sementes mortas ou
de baixo vigor) (GUZMAN et al., 2011).

A condutividade elétrica, avaliada sob os fatores hibridos, ano agricola e periodos de
imersdo, apresentou interacdo significativa entre hibridos e periodos de imersdo, ou seja, as
sementes hibridas de J. curcas colhidas nos dois anos avaliados possuem valores de
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condutividade elétrica variaveis de acordo com os diferentes periodos de imersdo em agua
(Tabela 8.2).

TABELA 8.2 Dados médios do teste de condutividade elétrica (uS cm™ g?) de sementes
hibridas de Jatropha cucas L. colhidas durantes os anos de 2016 e 2017. UFS, Sao Cristovéo-
SE, 2018.

Hibrido 0 3 6 12 24 48 72 96

x5 3151fB 60,92eB 8296dB 91,48dB  9985dD 119,44cC 197,89bF 311,17 aE
1x8 32,46eB 6492dB 66,99dB  82,14dB 122,33cD 136,06 cC 211,99 bF 429,76 aC
1x13  49,17eB 68,25eB  8544dB  9573dB  167,84cB 169,89cB 236,50 bE 407,36 aD
3x5 38,16eB 49,87eB  69,060B 7758dB 122,30cD 124,16 cC 226,86 bE 292,86 aE
3x8 4154fB 54,751B 63,78 fB 95,74eB  14345dC 180,43cB 257,99bD 357,52 aE
3x13 59,06 fA 111,26eA 137,18dA 157,13dA 169,64cB 189,38cB 461,99 bA 855,15aA
4x5 60,17dA 63,04dB 6562dB  70,35dB  169,69cB 181,92cB 320,49 bC 385.93aD
4x8 4301eB 61,63eB 6851eB  8825dB 113,68cD 117,69cC 182,84 bF 229,54 aF
4x13  39,07eB 99,36 dA 102,03dA 109,16 dB 225,34 cA 241,27cA 433,80bB 490,91 aB
4x15  67,24eA  7117eB  80,67eB  8536eB  209,72dA 256,29 cA 474,64 bA 511,77 aB

CV (%) 9,58

1x5 32,129A 78,98fB  103,93fC 132,24eB 17883 dB 24352cD 378,55bC 500,69 aC
1x8 32,36 gA 91,64fA 130,59eB 173,13eA 200,93dB 393,89cB 551,28bB 747,23 aB
1x13  37,35gA 7493fB 111,17eB 130,51eB 183,86dB 278,81cC 362,48 bC 461,72 aD
3x5 36,68eA 53, 71eB  81,06dC 8154dC 108,99cC 137,21cE 203,55bE 262,47 aG
3x8 41,61eA 5419eB 62,11eD  84,38dC 108,08dC 158,49cE 201,34bE 282,02 aG
3x13  57,38hA 117,31 gA 160,07 fA 206,69 eA 264,12dA 432,33cA 592,01 bA 910,34 aA
4x5 59,37eA 66,62eB 6758eD 6859eC 101,47dC 15555CE 224,84 bE 275,80 aG
4x8 4159eA 62,18eB  90,01dC 10498dB 13515cC 176,64bE 226,59aE 258,33 aG
4x13 38,36 fA 103,85eA 129,26eB 138,17eB 186,66 dB 28536 cC 329,41bD 370,24 aF
4x15 63,07 fA 65,66 B 96,37eC 114,06 eB 165,27dB 244,08cD 344,16 bD 415,73 aE

CV (%) 12,67

Médias seguidas das mesmas letras minusculas nas linhas e maitscula na coluna nao diferem entre si a 5% de
probabilidade pelo agrupamento de médias Scokk-Knott.

Observou-se que os valores de condutividade elétrica dos hibridos avaliados, em
diferentes periodos de imersdo, ndo podem ser ajustados em uma mesma equagdo
polinomial, uma vez que eles apresentaram diferentes ajustes de equacdo. No entanto, essa
informacdo é pertinente, pois permite se estabelecer a necessidade de avaliacdo de diferentes
combinagbes hibridas quando se pretende atender ao carater de qualidade de sementes
(Tabela 8.3; Figuras 8.1 e 8.2).
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TABELA 8.3 Equagdes de regressdo polinomial para os dados de condutividade elétrica de
sementes hibridas de Jatropha curcas L. submetidas a oito periodos de imersdo. UFS, S&o
Cristovao-SE, 2018.

Ano Hibrido Equacdo R?
1x5 y = 62,1137 + 0,52014x + 0,0207x? 0,96
1x8 y = 65,0192 - 0,29545x + 0,0402x? 0,93
1x13 y =72,9894 + 1,1998x + 0,0215%? 0,93
3x5 y = 50,5741 + 1,74591x + 0,008x? 0,94
2016 3x8 y = 51,0742 + 2,79036x + 0,0033x? 0,94
3x13 y =124,9615 - 2,64963x + 0,1049x? 0,97
4x5 y = 52,8811 + 3,20563x + 0,0032x? 0,97
4x8 y = 57,5546 + 1,56515x + 0,002x? 0,96
4x13 y = 64,3966 + 5,09449x - 0,006x> 0,96
4x15 y = 51,7908 + 5,5397x + 0,0056x%> 0,96
1x5 y = 64,9245 + 3,95154x + 0,56x2 0,96
1x8 y = 67,9304 + 6,31793x + 0,0073x? 0,96
1x13 y = 61,4434 + 5,11338x + 0,0107x? 0,98
3x5 y = 52,9565 + 1,88408x + 0,0028x? 0,98
2017 3x8 y = 49,6419 + 2,11388x + 0,0024x? 0,99
3x13 y = 105,3538 + 5,27649x + 0,0297x? 0,99
4x5 y = 45,4775 + 2,232x + 0,0021x? 0,97
4x8 y =57,119 + 3,32415x - 0,0132x? 0,91
4x13 y = 72,0224 + 5,68281x - 0,0274x? 0,92
4x15 y = 62,7718 + 4,23302 - 0,0057x? 0,96

Todas as sementes analisadas no presente trabalho foram oriundas de frutos maduros.
Observou-se divergéncias nos valores de condutividade elétrica entre os hibridos em cada
periodo de imersdo avaliado (Figuras 8.1 e 8.2).

CEmSem'g')

5.6 162 288 384 48 57.6 672 768 863 96

Tempo de imersio (horas)

FIGURA 8.1 Condutividade elétrica (uS cm?g?) para as sementes hibridas de Jatropha curcas L.
(colhidas no ano de 2016) em funcdo dos periodos de imersdo das sementes em agua. UFS, Sdo
Cristovéo-SE, 2018.
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Com o aumento do periodo de embebicao, houve melhor distingdo entre os hibridos.
Esta avaliacdo é importante, principalmente considerando que se deve estabelecer avaliagdes
relativas, para se comparar diferentes lotes de sementes.

1x5
1x8
1x13
3xS
3x8
Ix13

4x8

", 1 4x13
8246 owo4x1s

CEuScem' g')

0 9.6 152 288 384 48 576 672 768 863 96

Tampo d= imarsdo (horas)

FIGURA 8.2. Condutividade elétrica (uS cm?g?) para as sementes hibridas de Jatropha curcas L.
(colhidas no ano de 2017) em funcdo dos periodos de imersdao das sementes em agua. UFS, Séo
Cristovao-SE, 2018.

Esta divergéncia entre os valores de condutividade elétrica observados, relacionada ao
potencial fisiologico das sementes, pode ser explicada pela variabilidade genética existente
entre os hibridos estudados (RIBEIRO et al., 2017).

Ao avaliar o periodo de maior distingdo entre os valores médios de condutividade
elétrica das sementes hibridas de J. curcas, verificou-se que para o ano de 2016 a maior
amplitude entre os valores de variancia ocorreu entre os periodos de 12 (21,13) e 96 (540,63)
horas, com os maiores valores de variancia as 96 horas de imersdo. Porém, a maior amplitude
entre os valores de variancia das sementes colhidas no ano de 2017 foi observada entre os
periodos de 6 (11,51) e 72 (1165,75) horas, sendo 72 horas o periodo com maior variancia entre
os hibridos (Figura 8.3).
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FIGURA 8.3 Variancias entre os valores de condutividade elétrica de sementes hibridas de Jatropha
curcas L. (colhidas nos anos de 2016 e 2017), sob diferentes periodos de imersdo. UFS, S&o Cristévao-

SE, 2018.
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Busca-se cada vez mais testes de avaliacdo de sementes que sejam rapidos e promovam
informacdes precisas. Ao se tentar avaliar o melhor tempo para avaliagdo de um teste, €
pertinente considerar que ele deve ser rapido, no entanto, deve mostrar variancia suficiente para
distingdo dos lotes em questao.

Porém, nos dois anos avaliados, a melhor discriminacdo dos hibridos com base no
distanciamento das curvas foi observada a partir de 12 horas de embebicédo (Figuras 8.3 € 8.4).
Desta forma, observou-se incremento nos valores de condutividade elétrica com o aumento do
tempo de embebicéo, permitindo a maior diferenciacao entre os hibridos.

As maiores amplitudes entre as varidncias dos valores de condutividade elétrica dos
hibridos em cada periodo de imersdo de sementes foram observadas entre 24 e 72h, para os dois
anos avaliados (Figuras 8.1 e 8.2). Estes resultados divergem dos obtidos por Araujo et al.
(2011), que observaram, em teste de condutividade elétrica para sementes de J. curcas
embebidas em 75 mL de &gua, maior diferenciagdo no periodo entre 6 e 12 horas de embebic&o.

8.3.4 Qualidade do RNA em sementes de J. curcas

Houve variacdo na quantidade e na qualidade de RNA presente nos embrides das
sementes hibridas, com redugdo na concentracdo das sementes dos hibridos 4x5 e 4x8 (Figura
8.4).

2016/2017
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FIGURA 8.4 Dados médios dos anos agricolas 2016/2017 da relagdo entre a qualidade do RNA e
germinacéo (%) de sementes hibridas de Jatropha curcas L. UFS, S&o Cristovao-SE, 2018.

A obtencdo de RNA de alta qualidade é um requisito crucial no desenvolvimento de
recursos gendmicos como a realizacdo de testes de expressdo génica e a construcdo de
bibliotecas de cDNA (DASH, 2013). Em estudo com sementes de ervilha envelhecidas
artificialmente a 50°C e 12% de teor de agua da semente, observou-se relacdo negativa entre a
quantidade de RNA na semente e 0 tempo de envelhecimento artificial, com menor quantidade
de RNA em maiores tempos de envelhecimento (KRANNER et al., 2011). O hibrido 4x8 apesar
de apresentar um dos menores valores relacionados a qualidade do RNA, apresentou uma das
maiores percentagens de germinagao.

Esta diferenca na integridade dos RNA pode estar relacionada a variabilidade genética
entre os hibridos ou a danos ao RNA durante a extracdo. Além disso, altos teores de lipidios
e polissacaridios interferem no processo de extracdo e purificacdo de RNA em sementes
oleaginosas, como J. curcas, afetando o seu rendimento e qualidade (SHARMA et al., 2003;
SINGH te al., 2009).

VariacGes nas composi¢des celulares com niveis varidveis de metabolitos secundarios,
compostos fenolicos e oxidativos, também podem interferir na qualidade do RNA, dificultando
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a padronizacgédo de procedimentos de extracdo de RNA para diferentes tipos de tecidos vegetais
(MORNKHAM et al., 2013).

Isso pode explicar a menor qualidade do RNA observada em sementes do hibrido 4x5,
uma vez que, este hibrido possui o maior teor de 6leo nas sementes (Capitulo 1), quando
comparado com os demais hibridos.

A extracdo de RNA em sementes é a primeira etapa em estudos de expressdo génica, e
alteracdes ou dificuldades na obtengdo de RNA com qualidade e integridade podem afetar os
resultados.

8.4 Conclusoes

Os hibridos 1x5, 1x8, 1x13, 3x8, 4x5 e 4x8 possuem maior germinacao.

Os valores de 1VG s8o maiores nos hibridos 1x5, 1x13, 3x8, 3x13 e 4x8.

Os hibridos 3x5, 3x8, 4x5 e 4x8 provavelmente sdo mais eficientes na reorganizacdo do
sistema de membranas celulares e apresentam 0s maiores potenciais fisiologicos para a
qualidade das sementes.

O teste de condutividade elétrica é eficiente para avaliacdo do potencial fisioldgico de
sementes hibridas de J. curcas, pela possibilidade de distincdo entre os valores de eletrélitos
lixiviados das sementes avaliadas.

Recomenda-se o tempo de 24 horas para a analise da condutividade elétrica em sementes
hibridas de J. curcas.
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9. CONSIDERACOES FINAIS

Considerando a falta de cultivares registradas no Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA) e visando gerar informacgdes uteis para futuros programas de
melhoramento genético de J. curcas, foram realizados estudos preliminares em diferentes areas
da ciéncia agrondmica, dentre elas a genética e biologia molecular (avaliacdo da diversidade
genética entre hibridos de J. curcas); o melhoramento genético (caracterizacdo
morfoagrondmica, producéo e avaliacdo de parametros genéticos de frutos e sementes hibridas
de J. curcas) e a tecnologia de sementes (avaliacdo da qualidade inicial de sementes hibridas).

Os primers ISSR utilizados neste estudo sdo eficientes em estudos de variabilidade
genética entre hibridos oriundos de cruzamentos dialélicos. A similaridade genética média foi
de 58,4% entre hibridos, sendo importante estudos posteriores para a constituicao de colegdes
centrais visando a diversidade genética para a obtencdo de gendtipos superiores. Estas
informacdes também poderdo ser utilizadas na selegdo de genitores visando melhores
combinagdes de parentais divergentes. Os gendtipos mais divergentes foram 1x5 e 1x8 e
poderdo ser empregados em futuros cruzamentos.

As informac@es sobre a caracterizacdo morfoagronémica de frutos e sementes hibridas
de J. curcas possibilitardo auxiliar no direcionamento da avaliacdo de descritores morfoldgicas
em futuros cruzamentos dialélicos. Dentre os pardmetros morfoldgicos, foi possivel observar
0s caracteres que mais contribuem para a estimativa da diversidade genética entre os hibridos
de J. curcas, assim como os hibridos mais produtivos e com maior capacidade de transmissao
de caracteristicas agrondmicas desejaveis. Porém, a expressdo de genes envolvidos na
biossintese de lipidios e &cidos graxos em sementes de J. curcas ainda precisam ser melhor
elucidados.

As andlises experimentais relacionadas a qualidade de sementes confirmam os
procedimentos metodoldgicos adotados para avaliacdo da qualidade fisiolégica em sementes de
J. curcas. O teste de germinacdo e a avaliacdo da condutividade elétrica, possibilitaram
distinguir os hibridos mais vigorosos e com maiores potenciais fisiologicos para a qualidade
das sementes. Um aspecto importante a considerar, é que nos programas visando a selecao de
gendtipos, atualmente o uso de avaliacdo da qualidade das sementes pode auxiliar na avaliacdo
da capacidade de combinagdo destes em cruzamentos e permitir a identificacdo de aspectos
fisicos e fisiologicos envolvidos no desenvolvimento e maturacdo das sementes. Porém,
informacdes bioguimicas e estudos sobre expressao génica e de proteinas poderdo contribuir
para 0 melhor entendimento do metabolismo durante a fase inicial de desenvolvimento das
plantas, complementando as informagdes geradas no presente estudo. Estas informacdes seréo
Uteis para avaliacdo mais precisa da qualidade inicial de sementes nesta espécie.

Desta forma, as informagdes geradas na tese sdo contribui¢cbes importantes para o
conhecimento da espécie e a sele¢do de gendtipos superiores para uso em futuros programas de
melhoramento genético e também poderdo ser Uteis para a formulacdo de descritores para a
espécie.
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FIGURA 7.1 Cromatogramas do perfil de ésteres metilicos de acidos graxos do 6leo de
sementes dos hibridos de Jatropha curcas L. 1x5 (a), 1x8 (b), 1x13 (c), 3x5 (d), 3x8 (e), 1x13
(F), 4x5 (g), 4x13 (h), 4x15 (i). UFS, Séo Cristévao-SE, 2018.



