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RESUMO

OLIVEIRA, Vanice Dias de. VARIABILIDADE GENETICA DE PINHAO
MANSO CULTIVADO EM DOIS AGROECOSSISTEMAS DE SERGIPE. 2010.
33p. (Dissertacdo — Mestrado em Agroecossistemas). Universidade Federal de Sergipe,
S#o Cristévio, SE”.

RESUMO - Jatropha curcas L. (Euphorbiaceae) tem atraido bastante interesse nos
ultimos anos por apresentar elevado potencial de fornecer 6leo para producdo de
biocombustivel e isso tem provocado grandes investimentos e expansdo rapida das dreas
de cultivo em todo mundo. No entanto, é uma cultura que nao foi domesticada e carece
de provas cientificas sobre o seu potencial produtivo e propriedades agrondmicas. Esta
situac@o pode levar a praticas insustentaveis com riscos econdmico, social e ambiental.
A fim de reduzir estes riscos € melhorar o desempenho da cultura em diferentes
condicdes agroclimaticas € primordial investir na domesticacdo, selecio e
melhoramento genético. Para isso, se faz necessario conhecer o grau de diversidade
genética da espécie em populacdes naturais, plantios isolados, comerciais e
experimentais. Diante de tal importancia, este trabalho teve como objetivo caracterizar
geneticamente gendtipos de pinhdo manso, cultivados em plantios experimentais, em
dois municipios de Sergipe (Umbatiba e Carira), por meio de marcadores moleculares
RAPD. Folhas de 20 gendtipos de cada drea foram submetidas a extracdo de DNA pelo
método CTAB 2%, com modificagdes. Para amplificacdo do DNA foram empregados
31 iniciadores de seqiiéncia arbitraria. Na avaliacdo dos géis, a presenca (1) e ausé€ncia
(0) de bandas foram usadas para a constru¢do da matriz bindria, que foi utilizada para
calcular a porcentagem de polimorfismo obtida com cada primer utilizado, além de
estimar as similaridades genéticas entre cada par de genétipos empregando o coeficiente
de Jaccard e agrupé-los pelos métodos UPGMA e ACoP. Posteriormente também foi
calculado o erro de similaridade associado e a similaridade genética média (Sgm). Os 31
primers geraram 101 fragmentos, dos quais 30 foram polimérficos. Foi encontrada uma
similaridade média entre os gendtipos de 0,54 (£0,09) e a amplitude das similaridades
variou de 0,18 (£0,07) a 1,00 (£0,00). O valor de Sgm foi igual a 0,67, e, a partir desta
foi possivel a formacdo de nove agrupamentos heterdticos, com dois grupos sendo
unitarios e formados pelos gendtipos mais divergentes entre os demais, trés e cinco.
Pode-se concluir, através dos marcadores RAPD, que a variabilidade genética do pinhao
manso € baixa nos cultivos em Carira e Umbatiba.

Palavras-chave: Jatropha curcas L.; RAPD; diversidade.

Comité Orientador: Dra. Ana da Silva Lédo — Embrapa Tabuleiros Costeiros/NEREN-UFS (Orientadora);
Dra. Ana Veruska Cruz da Silva — Embrapa Tabuleiros Costeiros (Co-Orientadora); Prof. Dr. Pedro
Roberto Almeida Viégas — NEREN-UFS; Dr. Leandro Eugenio Cardamone Diniz — Embrapa Tabuleiros
Costeiros.
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ABSTRACT

OLIVEIRA, Vanice Dias de. GENETIC VARIABILITY OF PHYSIC NUT
(Jatropha curcas L..) CULTIVATED IN TWO AGROECOSYSTEM IN SERGIPE.
2010. 33p. (Dissertation — Master Science in Agroecosystems). Federal University of
Sergipe, Sdo Cristévao, SE. '

ABSTRACT: Jatropha curcas L. (Euphorbiaceae) has attracted considerable interest in
recent years because of its high potential to provide oil for the production of biofuel.
This interest has resulted in increased investments in the cultivation of J. curcas in
many areas all over the world. However, J.curcas remains an un-domesticated crop and
there is a lack of scientific evidence for its productive potential and agronomic
properties. This situation could lead to unsustainable practices with economic, social
and environmental risks. To reduce these risks and to improve the performance of the
J.curcas in different agroclimatic conditions, it is very important to invest in the
domestication, selection and genetic breeding of J.curcas. At this point, it is necessary
to know the degree of genetic diversity of the species in natural, isolated cultivated,
commercial and experimental populations. Due to the importance in this area, this work
had as objective to genetically characterize genotypes of J. curcas cultivated in
experimental areas in two cities of Sergipe, State of Brazil (Umbaiba and Carira) by
means of molecular markers RAPD. The methodology of DNA extraction from leaves
of 40 genotypes, collected in the cities of Umbatba and Carira, was carring out
according to method CTAB 2% and to DNA amplification were used 31 primers of
arbitrary sequence. DNA markers were scored for the presence (1) and absence (0) of
homologous amplified, which were used in the construction of the binary matrix in
order to calculate the percentage of polymorphism of each primer used. This data was
also used to estimate the genetic similarity among the pairs of genotypes, using Jaccard
coefficient, and group them out for the UPGMA and PCoA methods. Afterwards, the
similarity error associated with the minimum value of similarity was calculated.
Fragments (101) were generated from 31 primers, 30 of which were polymorphics. A
similarity average of 0,54 (+0,09) among the genotypes was found and the amplitude
similarities varied from 0,18 (£0,07) to 1,00 (£0,00). The average genetic similarity was
equal to 0,67, and from this value it was possible to observe the formation of nine
clusters. Two of them were unit clusters and formed by the most divergent genotypes,
three and five. In conclusion, it was not possible verify low genetic variability in
“physic nut” using RAPD markers at these experimental areas.

Keywords: Jatropha curcas L., RAPD, diversity.

Guidance Committe: Dra. Ana da Silva Lédo (Major Professor) — Embrapa Tabuleiros
Costeiros/NEREN/UFS, Dra. Ana Veruska Cruz da Silva (Co-Major Professor) — Embrapa Tabuleiros
Costeiros; Dr. Pedro Roberto Almeida Viégas — NEREN-UFS; Dr. Leandro Eugenio Cardamone Diniz —
Embrapa Tabuleiros Costeiros.
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1- INTRODUCAO

Diversas pesquisas e estudos t€m relatado o impacto negativo causado ao planeta e a
humanidade pelo uso de combustiveis fésseis, e isso tem provocado um grande interesse
mundial por fontes alternativas para producdo de energia.

A bioenergia é apontada como unica fonte renovdvel que pode substituir os
combustiveis fosseis em todos os mercados de energia (producdo de calor, eletricidade e de
combustiveis para o transporte), além de reduzir a emissao de gases do efeito estufa. Com o
crescente aumento da populacdo e da demanda por energia, estima-se que em 2050 o
abastecimento energético advindo de biomassa esteja entre 25 e 33%.

O Brasil, devido a sua elevada extensdo territorial e circunstincias edafoclimaticas
apropriadas, tem, atualmente, 388 milhdes de hectares de terras ardveis, férteis e com
potencial produtivo. A drea usada atualmente com matérias-primas para a producido de
biodiesel é menor que 20.000 hectares, sendo que, 2.6 milhdes de hectares seriam necessarios
para atender a demanda do BS5, mistura de 5% de biodiesel ao diesel do petréleo, que
comecard a ser compulséria em 2013.

Virias espécies com potencial para atender a essa necessidade, juntamente com suas
aptiddes regionais, tém sido listadas e, entre essas culturas, tem se destacado soja, dendé,
girassol, amendoim, canola, mamona e pinhdao manso.

Na regiao Nordeste do Brasil, o 6leo da mamona ja vem sendo usado para produzir
biodiesel e, o pinhdo manso (Jatropha curcas L.), vem recebendo atencdo para ser cultivado
nesta regido com esta finalidade, pois é uma espécie bastante adaptdvel as suas condicdes
agrocliméticas, podendo ser cultivada em consércio com culturas alimentares, e por ser
perene, apresenta baixo custo para sua manutencao.

No Brasil, essa espécie nao foi domesticada, o potencial produtivo em plantios com
idade superior a quatro anos niao é conhecido e ndo ha cultivares melhoradas para serem
recomendadas e cultivadas com seguranga. Apesar disso, sabe-se que o plantio de pinhdo manso
vem sendo amplamente incentivado e em vdrias partes do pafs ja se pode encontrar diversas dreas
de cultivo. Nessas dreas, os genotipos que estdo sendo utilizados s@o de constitui¢do genética
desconhecida e os produtores ndo tém garantias quanto a adaptagdo ao ambiente com

produtividade desejada.



Virios paises interessados na cultura do pinhdo manso, principalmente India e China,
tém coletado acessos de seus territérios e de outras partes do mundo, visando a caracterizagdao
da diversidade para conserva¢do e melhoramento genético. No Brasil, as pesquisas foram
iniciadas e estdo sendo conduzidas pela EMBRAPA (Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria), EPAMIG, EBDA (Empresa Baiana de Desenvolvimento Agricola), UFS
(Universidade Federal de Sergipe) e outras instituicoes.

O melhoramento genético do pinhdo manso busca selecionar materiais e gerar cultivares
com elevada produtividade de grdos e teor de dleo, sem toxidez (curcina e ésteres de forbol),
resistentes a pragas e doencas e adaptadas as condi¢des agrocliméticas das diferentes regides
produtoras do pafs.

Antes de iniciar um programa de melhoramento, € necessdria a coleta de material
genético, a caracterizacdo e a avaliacdo desses materiais. Essa caracterizacdo pode ser
realizada empregando-se marcadores ou descritores agrondmicos, morfolégicos e
moleculares. Os moleculares, baseados no DNA do individuo, sdo mais precisos, pois nao
sofrem influéncia ambiental.

Diferentes tipos de marcadores moleculares encontram-se disponiveis para a detec¢ao
da variabilidade genética a nivel de DNA, como por exemplo, RAPD, AFLP, ISSR, SSR,
RFLP, entre outros, visando a deteccdo de polimorfismo genético. Dentre esses marcadores, o
RAPD (Polimorfismo de DNA amplificado ao acaso) € a técnica mais acessivel, por ter menor
custo, e j4 vem sendo usada com sucesso para estudos de diversidade genética em varias
espécies.

A presente pesquisa teve como objetivo avaliar a variabilidade genética de gendtipos
de pinhdo manso cultivados em areas experimentais da Embrapa Tabuleiros Costeiros em dois
municipios do Estado de Sergipe (Umbauba e Carira), utilizando marcadores moleculares

RAPD.



2- REVISAO DA LITERATURA

2.1- Desenvolvimento sustentavel e os biocombustiveis

Desenvolvimento sustentdvel, de acordo com a Comissdo Mundial para o Meio
Ambiente e Desenvolvimento, é um "processo dindmico destinado a satisfazer as
necessidades atuais sem comprometer a capacidade das geracoes futuras de atenderem suas
proprias necessidades" (ALTIERT; MASERA, 1997).

A garantia de suprimento dessas necessidades tem sido ameacada, pois estd
fundamentada na producdo e consumo de energia oriunda de combustiveis fésseis, que além
de gerar poluicdo local e emitir gases de efeito estufa, sdo um recurso limitado e ndo
renovavel (GOLDEMBERG; LUCON, 2007) e isso tem provocado a busca por uma matriz
energética com fontes alternativas e renovaveis.

A bioenergia, desde entdo, tem sido apontada como unica fonte renovédvel que pode
substituir os combustiveis fésseis em todos os mercados de energia (producdo de calor,
eletricidade e de combustiveis para o transporte). A Agéncia Internacional de Energia (IEA)
afirma que todos os paises apresentam potencial para uso da bioenergia de forma sustentdvel e
que podem utilizd-la para reduzir custos, emissdo de gases do efeito estufa e estima para o ano
2050, com base no aumento da populagdo e do consumo de energia, que o abastecimento
energético advindo da biomassa esteja entre 25 e 33% (IEA BIOENERGY, 2009).

A matriz energética brasileira estd composta, em parte, por fontes de energias
renovaveis, que foram responsdveis por cerca de 50% de toda a energia produzida no pais em
2008 (EPE, 2009) e ha expectativa de crescimento da contribuicdo da biomassa na
composi¢ao dessa matriz.

Para que este crescimento ocorra de forma sustentdvel, os empreendimentos
envolvidos na geragdo de energia pela biomassa precisam incorporar € promover a agricultura
familiar ao longo das cadeias de producdo, além de serem socialmente justos e vidveis
econdomica e ambientalmente (MORET et al., 2006).

Dentro desta perspectiva, o Governo brasileiro lancou em 2004 o PNPB (Programa
Nacional de Uso do Biodiesel), regulamentado pela lei n. 11.097/2005, estabelecendo que a

partir de janeiro de 2008 fosse obrigatdria em todo o territério nacional a mistura B2 (2% de



biodiesel e 98% de diesel de petrdleo), e em janeiro de 2013, essa obrigatoriedade passard
para 5% (mistura BS5).

Um conjunto de medidas especificas também foi tomado objetivando incluir e
fortalecer a agricultura familiar na cadeia de producdo do biodiesel e reduzir disparidades
regionais mediante a geracdo de emprego e renda. Uma delas foi a concessdo do Selo
Combustivel Social, que garante beneficios tributédrios e fiscais aos produtores de biodiesel
que adquirirem matéria-prima de unidades de producao familiar (ACCARINI, 2006).

Diante deste cendrio, o cultivo de espécies oleaginosas com fins energéticos tende a
aumentar e, o Brasil, possui grande potencial para liderar o mercado de biocombustiveis, pois
tem elevada extensdo territorial, apresenta circunstancias edafoclimaticas apropriadas, e tem
388 milhdes de hectares de terras ardveis, férteis e com potencial produtivo e desses, 90
milhdes ndo foram explorados ainda. A drea utilizada atualmente com matérias-primas para a
producio de biodiesel € menor que 20.000 hectares, sendo que 2,6 milhdes de hectares seriam
necessdrios para atender a demanda do B5 (JBIC; MAPA, 2006).

Virias espécies potenciais tém sido relacionadas para serem cultivadas no Brasil de
acordo com as aptiddes agroclimaticas de cada regido: dendé, babagu, soja, girassol, canola,
mamona e pinhao manso (SLUSZZ; MACHADO, 2006).

A mamona e o pinhdo manso sdo mais aptas para serem cultivadas na regido Nordeste,
pois ambas possuem rusticidade e resisténcia a seca (SLUSZZ; MACHADO, 2006). Outra
vantagem dessas duas espécies para o cultivo sustentdvel, € que ambas nao competem com a
agricultura de alimentos e ainda podem ser consorciadas com outras culturas bioenergéticas e
culturas alimentares de subsisténcia (MORET et al., 2006).

O pinh@o manso, por ser perene, apresenta vantagens em relacdo as culturas anuais
para garantir a sustentabilidade da biomassa para producdo de energia (FRITSCHE et al.,
2009; IEA BIOENERGY, 2009). Segundo esses mesmos autores, os multiplos sistemas
agrossilviculturais que podem ser empregados com as culturas perenes conferem aumento do
rendimento de energia, por causa da diminuicdo da entrada de agroquimicos e ganhos em
biodiversidade.

Dessa forma o pinhdo manso pode ser uma excelente alternativa para a produgdo do
biodiesel, pois possui alto potencial de produtividade de 6leo, baixo custo de produgdo por ser
perene, além de ser resistente ao estresse hidrico, o que € uma vantagem significativa

principalmente na regido semi-drida do pais (ARRUDA et al., 2004).



2.2. Aspectos gerais do pinhao manso

O pinhdao manso (Jatropha curcas L.) € uma espécie nativa da América tropical, mas
atualmente é encontrada em muitas regides tropicais e intertropicais da Africa, da Asia e da
Austrédlia (JONGSCHAAP et al., 2007), devido a distribui¢do por portugueses pelas ilhas de
Cabo Verde e Guiné Bissau (HELLER, 1996).

Pertence a familia Euphorbiaceae, que contém cerca de 8000 espécies e 320 géneros.
No género Jatropha siao agrupadas cerca de 170 espécies de plantas herbaceas e arbustivas
que apresentam as mais variadas propriedades e usos. E denominada também como: physic
nut € purgin nut, em inglé€s; pinhdo-manso, pinhao-de-cerca, pinhdo-de-purga, purgueira,
pinhdo-paraguaio e grao-de-maluco em portugués; pinoncillo e tempate, em espanhol; e
pignon d’Inde e purghere, em Francés (HELLER, 1996).

O pinhdo manso é um arbusto grande, de crescimento rdpido, cuja altura normal € dois
a cinco metros (HELLER, 1996), mas pode alcancar até 20 metros em condicdes especiais, €
para facilitar a colheita o ideal é que tenha de 2,5 a 5m de altura (CARVALHO et al., 2009).

O diametro do tronco € de, aproximadamente, 20 cm, apresentando crescimento
articulado, e, geralmente, suas raizes sdo em nimero de cinco, com uma central e quatro
periféricas (CARELS, 2009). A planta possui caule liso, macio, de cor esverdeada a cinzento-
castanha e o tronco se divide na base em varios ramos. Estes possuem cicatrizes por causa da
queda das folhas na estacdo seca, que ressurgem logo apds as primeiras chuvas
(SATURNINO et al., 2005).

As folhas do pinhdo sdo deciduas, alternadas a sub-opostas, de filotaxia aspiral, cordatas
na base, com trés a cinco 16bulos, pecioladas, com nervuras esbranquigcadas e salientes na face
inferior. Quando jovens a coloragdo é vermelho-vinho e sdo verdes, pdlidas, glabras e
brilhantes ao se expandirem (NUNES, 2007).

A inflorescéncia é uma cimeira definida, a qual surge junto com as folhas novas. E uma
planta mondica, com flores unissexuais e produzidas na mesma inflorescéncia. Apresenta
flores masculinas em maior nimero nas extremidades das ramificacdes e femininas nas
ramificagdes, as quais sdo amarelo-esverdeadas e diferencia-se pela auséncia de pediinculo
articulado, que nas femininas sdo largamente pedunculadas. Ocasionalmente, ocorrem flores
hermafroditas e, raramente, autopolinizacio (HELLER, 1996). E uma planta alégama, com
95% de polinizacdo cruzada, que ocorre principalmente pela acdo de insetos (CARVALHO et

al., 2009).



O fruto é capsular-ovéide, trilocular com uma semente em cada l6culo, formado por um
pericarpo ou casca dura e lenhosa, deiscente, inicialmente verde, passando a amarelo,
castanho e por fim preto quando atinge o estddio de maturac@o. Os frutos tém em média de
2,5 a4 cm de comprimento, com didmetro variando de 2,0 a 3,0 cm. Contém de 53 a 62% de
sementes e de 38 a 47% de casca (ARRUDA et al., 2004; NUNES et al., 2009).

As sementes, quando secas, t€ém, aproximadamente, 1,5 a 2 cm de comprimento e 1,0 a
1,5 cm de largura, sdo ovaladas, endospérmicas, possuindo tegumento rijo, quebradico, de
fratura resinosa. Debaixo do invélucro da semente existe uma pelicula branca cobrindo a
améndoa; albimen abundante, branco, oleaginoso, contendo o embrido de formato reto e
providos de dois cotilédones planos, folidceos e arredondados (NUNES et al., 2009).

O pinhdo-manso ¢é utilizado desde tempos antigos em aplicagdes medicinais,
iluminacdo de casas e vilarejos, para a producdo de sabdo e como cerca-viva (HELLER,
1996), e sua tolerancia a seca com a presenca de raizes laterais perto da superficie tem tornado
a planta atraente para programas de combate a erosdo, desertificacdo e reflorestamento na
India, China e Cabo Verde (WIESENHUTTER, 2003; SATURNINO et al., 2005).

Na medicina popular, o latex da planta tem propriedade antimicrobiana e cicatrizante, as
raizes sdao usadas como diuréticas e antileucémicas, e as folhas combatem doencas na pele. O
6leo € aplicado no tratamento de eczema, doencas de pele e reumatismo e usado para
fabricacdo de sabdao devido ao seu alto teor de glicerina. A ingestdo das sementes pode
provocar vomitos e diarréia devido a presenca de curcina e ésteres de forbol, de alta toxidade
(HELLER, 1996).

Atualmente o foco maior tem sido dado ao 6leo para produgdo de biodiesel, pois suas
sementes contém entre 25 a 39% (KAUSHIK et al., 2007), e esse 6leo é incolor, inodoro,
muito fluido e fécil de extrair por pressaio (ARRUDA et al., 2004), ndo € comestivel nas
variedades toxicas e apresenta todas as qualidades para ser transformado em biodiesel por
transesterificacdo (SINGH et al., 2008). Possui boa estabilidade de oxida¢do, comparado ao
6leo de soja, baixa viscosidade, se comparado com o 6leo da mamona, e baixo ponto de
congelamento, se comparado com o 6leo de palma (CARELS, 2009).

Como subproduto da extragdo do 6leo, o pinhdo manso fornece a torta, que ¢é
inadequada para alimentacdo animal, mas pode ser usada como adubo organico, pois
apresenta elevados teores de nitrogénio, fosforo e potdssio (MENDONCA; LAVIOLA,
2009).



2.3. Aspectos agronomicos e producao de pinhao manso

O pinhao manso apresenta ampla faixa de distribuicdo geografica pelo mundo, que
ocorreu principalmente por ser uma planta ristica, resistente a longos periodos seca e de ser
adaptdvel a qualquer tipo de solo, desde os mais pobres até os mais férteis, em terrenos aridos
e pedregosos (HELLER, 1996).

Segundo Arruda et al. (2004), a produtividade do pinhdo manso pode variar bastante
em fungdo da regido de plantio, método de cultivo e tratos culturais, idade da cultura, bem
como da quantidade de chuva e da fertilidade do solo, e para tanto, Carvalho et al. (2009)
recomenda o cultivo em solos corrigidos, profundos, férteis, planos e bem drenados.

Cresce entre temperatura variando de 15 a 40 °C, pluviosidade entre 250 e 3000 mm
(FOIDL et al., 1996), mas a melhor faixa de temperatura para bom desenvolvimento fica
entre 20 e 28°C, quando a pluviosidade é maior que 1000 mm, produz durante todo ano e é
mais recomendado o seu cultivo em altitudes entre 500 e 800m (HELLER, 1996;
CARVALHO et al., 2009).

O plantio de pinhdo manso pode ser feito por estaquia ou por sementes. De acordo com
estudos de Smiderle e Kroetz (2008) e Carvalho et al. (2009), as estacas devem ser extraidas
de ramos mais préximos da base (lenhosos), de matrizes de boa origem, sauddveis, com bom
desenvolvimento, de até dois anos de idade e com 40 a 50 cm de comprimento. Mas a
desvantagem deste método se dd por a planta ndo formar raiz pivotante, ficando mais
vulnerdvel ao estresse hidrico, por limitar a exploracdo do solo em maior profundidade, ter
menor longevidade, ser mais suscetivel ao tombamento e ao ataque de pragas e doencas
(SATURNINO et al., 2005).

A propagacdo por sementes pode ser realizada pelo plantio direto ou por mudas
transplantadas. Devem-se criar mecanismos que favorecam a germinacdo, a emergéncia de
plantulas, o crescimento e o desenvolvimento, como por exemplo, a correcdo do solo e a
quebra de camadas de impedimento para rapido crescimento das raizes e estabelecimento das
plantas (CARVALHO et al., 2009).

As plantas propagadas por via seminal apresentam maior robustez e t€ém maior
longevidade que as plantas oriundas de estacas, porém, os plantios sdo desuniformes, a
maturagdo e a produgdo dos frutos sdo mais irregulares, pois as sementes, dentro do mesmo
cacho, tém idades diferentes, conforme o dia de abertura das flores femininas, e dentro da

mesma planta, conforme época de florescimento, o que dificulta a colheita (SATURNINO et



al., 2005; BELTRAO et al., 2006).

O pinhdo manso ndo foi domesticado e ndo hd estatisticas confidveis sobre area
plantada, produtividade e rentabilidade da cultura em plantio solteiro ou em consorcio
(BELTRAO et al., 2006). No entanto, em mais de 50 paises, seu plantio vem sendo
amplamente incentivado para produgdo de biodiesel (BASHA; SUJATHA, 2009).

No Brasil, esta espécie esta disseminada em grande parte do pais, em cultivos isolados,
em alamedas e cercas, quintais e sitios. Desde a década de 80 e, de forma mais intensiva, a
partir de 2005, vem sendo plantada em &reas comerciais e experimentais, visando o
entendimento de sua biologia e aproveitamento para a producdo de éleos (DURAES;
LAVIOLA, 2010).

Acredita-se que haja no Brasil mais de 30 mil hectares de area plantada com pinhao
manso (MENDONCA; LAVIOLA, 2009) e para validar estes dados, além de coletar dados
sobre producdo, produtividade, rentabilidade e informagdes sobre industrias que fazem a
extragdo do 6leo do pinhdo manso no Brasil, a CONAB faréd o levantamento nos Estados de
MT, MG, GO, TO, MA, ES, SP, BA, PA, RJ e do DF (CONAB, 2010).

Em Sergipe, a Embrapa Tabuleiros Costeiros conduz ensaios experimentais, desde o
ano de 2006, nos municipios de Carira, Frei Paulo, Nossa Senhora das Dores e Umbatba, e na

Bahia, no municipio de Paripiranga (informagio verbal) .

2.4. Recursos genéticos de pinhao manso: conservacao, caracterizacio e melhoramento

Agrobiodiversidade pode ser definida como os recursos genéticos utilizados na
agricultura, cujos constituintes entram nos sistemas de producdo e exercem um papel
fundamental no estabelecimento de cadeias produtivas agricolas (VILELA-MORALES;
VALOIS, 2000). A sustentabilidade dos agroecossistemas depende da possibilidade de
abastecimento constante desses recursos para seu funcionamento (MARTINS, 2001), cuja
fonte estd na variabilidade genética encontrada nos centros de origem e bancos de
germoplasma das espécies (BOREM; MIRANDA, 2005).

Na agricultura atual, um dos mais graves problemas que existe é a perda dessa

diversidade genética, tornando os agroecossistemas mais vulnerdveis as adversidades

ambientais e aos desastres naturais (MARTINS, 2001). Uma das maneiras de contorna-la

* Informagio fornecida por Hélio W. L. de Carvalho e Ivénio R. de Oliveira, na Embrapa Tabuleiros Costeiros,
Aracaju-SE, em setembro de 2009.



encontra-se na conservacido, que ‘“‘compreende a preservacdo, manutengdo, utilizacdo
sustentdvel, restauracdo e melhoria do ambiente natural” (INSTITUTO DE RECURSOS
MUNDIALIS, 1992 apud NASS, 2001).

Existem duas formas de conservacdo da biodiversidade: in situ e ex situ. Na primeira,
o germoplasma é mantido dentro do ecossistema natural, enquanto na ex situ a manutencao €
realizada em condicdes artificiais (BOREM; MIRANDA, 2005).

Trés institui¢des, na Costa Rica, Burkina Faso, e outra no Cabo Verde t€m coletado e
armazenado germoplasma de pinhdo manso de diferentes procedéncias, através da
conservagdo in situ e bancos de sementes (HELLER, 1996). Na India, hd conservacdo do
germoplasma in situ dessa espécie em quatro regioes ecogeograficas (SUNIL et al., 2008), e
outras institui¢des, neste mesmo pais, na China, Tailandia, Filipinas, México, Guatemala,
Holanda e Brasil tém constituido bancos de germoplasma do género Jatropha para
caracterizacdo e programas de melhoramento (CARELS, 2009).

No Brasil, as principais instituicdes responsaveis pela composicdo desses bancos de
germoplasma sao a EMBRAPA (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria), EPAMIG
(Empresa de Pesquisa Agropecudria de Minas Gerais), EBDA (Empresa Baiana de
Desenvolvimento Agricola) e UFS (Universidade Federal de Sergipe) (CARELS, 2009).

O banco de germoplasma da Embrapa Agroenergia/Embrapa Cerrados conta com
cerca de 200 acessos oriundos de diversas regides do Brasil, que servirdo de estudo para
implantacdo de um programa de melhoramento que busca selecionar cultivares com alta
produtividade de graos e teor de 6leo, sem constituintes toéxicos (curcina e ésteres de forbol),
resistentes a estresses bidticos e abidticos e adaptadas as principais regides produtoras do pais
(LAVIOLA, 2010). Este autor estima que sejam necessdrios de cinco a sete anos para se obter
cultivares melhoradas e informagdes seguras para sistemas de cultivo e produgao comercial de
pinhdo manso para diferentes regides do Brasil.

Para que programas de melhoramento genético obtenham sucesso € necessdria a
disponibilidade de suficiente variabilidade genética para as caracteristicas desejadas. Alguns
passos s@o primordiais para isso: coleta, introdugdo, caracterizac¢do, avaliacdo e conservacao
de germoplasma (BOREM; MIRANDA, 2005)

A caracterizacdo de germoplasma consiste em levantar dados que descrevam,

identifiquem e permitam diferenciar os individuos, genétipos ou acessos das espécies



(VICENTE et al., 2005). Esta caracterizacdo pode ser realizada empregando-se descritores
botanicos, morfolégicos, agrondmicos e moleculares (MILACH, 1998).

Estes ultimos, também conhecidos como marcadores moleculares, sdo definidos como
“caracteristicas de DNA que diferenciam dois ou mais individuos e sdo herdados
geneticamente” (MILACH, 1998). Esses marcadores sdo distribuidos de forma aleatéria no
genoma e ndo sdo influenciados pelo estigio de desenvolvimento da planta e nem pelas
varia¢des ambientais (OLIVEIRA et al., 2007).

Virios tipos de marcadores moleculares foram desenvolvidos e podem ser separados
em dois grupos: hibridizacdo ou amplificacio (MILACH, 1998). No grupo de hibridizacdo
estdo os marcadores RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) e Minissatélites ou
locos VNTR (Variable Number of Tandem Repeats). Os revelados pela amplificagdo do DNA
sao o RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), SCAR (Sequence Characterized
Amplified Regions), Microssatélite ou SSR (Simple Sequence Repeats), ISSR (Inter Simple
Sequence Repeats), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), entre outros
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Dentre essas técnicas, o RAPD ¢é a mais acessivel, pois € mais facil de implementar,
tem menor custo, nimero de etapas e a obtencdo de resultados € mais rdpida (OLIVEIRA et
al, 2007). Ela se baseia na amplificacdo de fragmentos de DNA por PCR (Polymerase Chain
Reaction), com posterior separacdo dos fragmentos por eletroforese em meio semi-sélido e
visualiza¢do, com o auxilio da coloracao em brometo de etidio e exposi¢do a luz ultravioleta
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Em cada reacdao de RAPD, utiliza-se apenas um tipo de iniciador ou primer, sendo este
de composicdo arbitrdria, com 10 nucleotideos e diferentes combinacdes das quatro bases
nitrogenadas (LACERDA et al., 2002). Na teoria, € possivel sintetizar 5.040 primers, mas
algumas combina¢des ndo podem ser utilizadas, pois € necessario que o primer tenha mais de
50% de G+C na composicao para que a ligacio com o DNA molde seja mais estdvel, porque
G e C sdo ligadas por trés pontes de hidrogénio (SCHUSTER; CRUZ, 2008).

A principal utilizagao da técnica de RAPD tem sido a determinacdo da diversidade e
da estrutura genética em populagdes naturais (LACERDA et al., 2002) e, o nivel de
polimorfismo obtido com estes estudos, pode variar conforme a espécie estudada

(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

10



Esta técnica foi utilizada com sucesso na caracterizacdo de variedades e na distin¢ao
de clones de espécies da mesma familia do pinhdo manso, como a mandioca (Manihot
esculenta Crantz) (COSTA et al., 2003), a mamona (Ricinus communnis L.) (CERQUEIRA,
2008) e a seringueira (Hevea brasiliensis M.) (BICALHO et al., 2008).

Marcadores RAPD permitem identificar também, segmentos do genoma herdados
apos diferentes métodos de hibridagdao em progénies hibridas. Com o uso de RAPD, Ram et
al. (2008), estabeleceram relacdes filogenéticas e encontraram marcas especificas capazes de
discriminar as espécies J. curcas, J. ramanadensis, J. podagrica, J. gossypiifolia, J.
tanjorensis, J. villosa, J. glandulifera, J. integerrima.

Similarmente, Pamidimarri et al. (2009a) utilizaram RAPD, combinado com a técnica
de AFLP, para estabelecer a filogenia entre sete espécies de Jatropha e encontrar marcas
especificas a serem utilizadas na identificagdo de hibridos interespecificos, melhoramento e
gerenciamento dos recursos genéticos destas espécies.

Hibridos interespecificos de J. curcas e J. integerrima foram desenvolvidos com
objetivo de combinar caracteristicas agrondmicas desejaveis e a técnica de RAPD também foi
usada para distinguir a heranca de fragmentos nas progé€nies hibridas (DHILLON et al.,
2009). Em outro trabalho semelhante, Basha e Sujatha (2009), aplicaram quatro tipos de
marcadores moleculares, entre eles, RAPD e ISSR, para confirmar a hibridiza¢do entre J.
curcas e outras espécies do mesmo género.

Essas mesmas técnicas foram empregadas para avaliar a diversidade genética e
distinguir 42 acessos de J.curcas da India e um acesso, ndo-téxico, do México, como também
para desenvolver marcadores SCAR especificos para diferentes populacdes (BASHA;
SUJATHA, 2007). As metodologias de RAPD, AFLP e SSR, também foram capazes de
distinguir dois acessos mexicanos de Jatropha (um téxico e outro nao téxico) (Pamidimarri et
al., 2009b).

Outros estudos, também realizados com marcadores moleculares, t€m objetivado
mensurar o grau de similaridade genética de pinhao manso em diferentes populacdes. Ranade
et al. (2008), por exemplo, avaliaram através de RAPD e DAMD (directed amplification of
minisatellite-region DNA), genétipos de J. curcas de seis diferentes localidades, e
encontraram varios individuos com similaridade igual a 100%, oriundos de uma mesma
procedéncia. Diferentemente, Gupta et al. (2008), ao analisarem a divergéncia genética de

pinhdo manso de quatro procedéncias, com 20 primers RAPD e 25 primers ISSR,
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encontraram maior variacdo entre os genétipos dentro (65%) das populagdes do que entre
(35%) as populagoes.

No trabalho conduzido por Ikbal et al. (2010), 50 iniciadores RAPD foram
empregados, 44 foram reprodutiveis e selecionados para acessar a diversidade genética de 40
genétipos de J.curcas de cinco populagdes. Ja no estudo feito por Subramanyan et al. (2009),
em 40 genétipos de pinhdo manso de 20 regides, dos 43 primers decameros empregados,
apenas 10 foram considerados. Os resultados, em ambos os trabalhos, revelaram alto grau de
polimorfismo genético entre os acessos estudados.

O pinh@o manso estd sendo cultivado em mais de 50 paises (BASHA; SUJATHA,
2009), e, apesar disso, na maioria dos trabalhos, como os acima citados, envolvendo
caracterizacdo molecular, quase 100% dos acessos de Jatropha e J. curcas pertencem ao
germoplasma indiano. Na literatura, atualmente disponivel, hd poucos trabalhos envolvendo a
avaliacdo da diversidade, por meio de anélise molecular, do germoplasma dessa espécie em
outros paises, que nio seja a India.

Na China, pode-se citar a caracterizagdo de 54 acessos coletados nesse pais e dois da
Malésia, por meio de marcadores AFLP e SSR (SUN et al., 2008). Basha et al. (2009), além
da India e China, incluiram acessos coletados no Cabo Verde, Egito, Madagascar, Africa,
Uganda, Filipinas, Tailandia, Vietna, México e El Salvador. Nove acessos da América do Sul
foram também analisados por Wen et al. (2010) através de 36 EST-SSRs e 20 G-SSRs.

No Brasil, Rosado et al. (2009) caracterizaram, com RAPD e SSR, 192 acessos de
pinhdo manso de mais de 40 regides do pais. Em Sergipe, nas dreas onde existem cultivos
experimentais de pinhdo manso, com exce¢do da origem das sementes que compuseram esses

plantios, ndo existem informacdes sobre a diversidade genética desses materiais.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 — Area de estudo e coleta de material vegetal

Os individuos de pinhdo manso selecionados neste estudo foram cultivados

experimentalmente, em dois municipios de Sergipe, Umbatba e Carira (Figura 1).

sgow 37°30W 37°0W 36°30W

ESTADO
DE
ALAGOAS

10°0'S

10°30'S

BAHIA

ESTADO
DE

ﬂ' N
. ’;U\%’%‘l’

SERGIPE
\ /

> "J) '
o i f
B ' // + i

T
~ m:aaba\m Legenda

% + + 4 @ Assentamento Edmilson Oliveira

A Campo experimental de Umbauba

FIGURA 1. Mapa de Estado de Sergipe com a localizacio dos municipios de Carira e
Umbatba. Elaborag¢do e diagramacgdo: Alessandra Moraes — Laboratério de Geotecnologias
Aplicadas, Embrapa Tabuleiros Costeiros.

Em Umbaiba, foi implantado no Campo Experimental de Umbatba (CEU), da
Embrapa Tabuleiros Costeiros, em plantio solteiro, cujas coordenadas geograficas locais sao
11°22°37°’S, 37°40°26”W, e altitude média de 109 m (Figura 2A). Em Carira, foi implantado

no Assentamento Edmilson Oliveira, em plantio consorciado com feijao comum (Phaseolus
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vulgaris) (Figura 2B), com milho (Zea mays) (Figura 2C) e girassol (Helianthus annus)
(Figura 2D), cujas coordenadas locais sdo 10°21°42”S, 37°42°01”W e altitude média de 351

m.

FIGURA 2. A - Cultivo de pinhdo manso, solteiro, no Campo Experimental de Umbatba-SE,
da Embrapa Tabuleiros Costeiros; B - consorciado com feijado comum; C- com milho e D -
com girassol, no Assentamento Edmilson Oliveira, Carira-SE. Fotos: Vanice Dias.

Para a caracterizacdo molecular, foram selecionados ao acaso, de cada uma dessas
areas, 20 individuos de pinhdo manso, que tiveram amostras de folhas jovens coletadas,
identificadas, acondicionadas em sacos plasticos e mantidas em gelo até a chegada ao
Laboratério de Biologia Molecular da Embrapa Tabuleiros Costeiros, Aracaju, SE.

No laboratério, as folhas foram lavadas, secas, acondicionadas em envelopes de papel

identificados e mantidas a -20°C até o momento da extracao.
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3.2 - Extracao de DNA

Para extracdo de DNA, cerca de 300 mg de folhas jovens foram maceradas em
nitrogénio liquido com auxilio de almofariz e pistilo, adicionando-se, em seguida, 800 puL de
tampao de extracdo, de acordo com método CTAB (2% de CTAB, EDTA — 0.5 M pH 8.0,
Tris-Cl — 1 M pH 8.0, NaCl 5M, 2% de PVP-40) proposto por Doyle & Doyle (1990), com
modificagdes.

As amostras foram transferidas para microtubos e incubadas em banho-maria a 65°C
por cerca 30 minutos, invertendo os microtubos a cada 10 minutos. Apds esta fase, foram
adicionados 800 uL de cloroférmio-dlcool isoamilico (24:1) em cada amostra, em seguida
foram homogeneizadas por dois minutos. As amostras foram centrifugadas a 4°C por 10
minutos € a 13.500 rpm. Posteriormente, o sobrenadante foi transferido para um novo
microtubo. Para precipitacdo do DNA, adicionou-se 500 puL de isopropanol gelado ao
sobrenadante, incubando-se por uma hora a -20°C. Para lavagem do pellet, os tubos foram,
entdo, submetidos a uma nova centrifugacdo a 4°C, por cinco minutos a 13.000 rpm e o
sobrenadante, desta vez, foi descartado. Adicionou-se ao pellet 450 pL de etanol 70%,
centrifugando por cinco minutos a 13.000 rpm, descartando novamente o sobrenadante
(etanol), seguida de nova purificacdo com etanol 70%. O pellet foi seco na temperatura
ambiente e ressuspendido com 60 uLL de TE (100mM Tris / 10mM EDTA).

Foi realizada uma nova purificagdo, adicionando as amostras 140 uLL de TE e 300 uL
de etanol absoluto, homogeneizando-as e incubando-as a -80°C por uma hora. Procedeu-se
uma nova centrifugacdo a 4°C e 13.000 rpm por 20 minutos, descartando o sobrenadante. O
pellet foi lavado por 2x em etanol 70% (300 uL) com centrifugacado a 4°C e 13.000 rpm por 5
minutos. O sobrenadante foi descartado, o pellet seco em temperatura ambiente e

ressuspendido com 60 puL de TE.

3.3 - Amplificacao do DNA genomico (RAPD)

As reacOes de RAPD foram realizadas com base no método descrito por Willians et al.

(1990), usando para amplificagcdo, 31 primers de dez bases com seqii€ncia arbitraria (Tabela

D).
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TABELA 1. Seqiiéncias dos primers utilizados nas reagdes de RAPD em pinhao manso.

Primer | Segiiéncia5’-3’ | G+ C (%)

A02 TGC CGAGCT G 70
A 04 AAT CGG GCT G 60
A10 GTG ATCGCAG 60
All CAATCGCCGT 60
A2 TCG GCG ATAG 60
A 13 CAGCACCCAC 70
A15 TTC CGA ACCC 60
A16 AGCCAGCGA A 60
A 17 GACCGCTTGT 60
A 18 AGGTGACCGT 60
A 19 CAAACGTCGG 60
A 20 GTT GCG ATCC 60
B 03 CATCCCCCTG 70
B 11 GTAGACCCGT 60
B 18 CCACAGCAGT 60
K20 GTGTCG CGA G 70
S 01 CTACTGGCGT 60
S 18 CTG GCG AACT 70
X 01 CTG GGC ACG A 70
W02 ACCCCGCCA A 70
W 03 GTC CGG AGT G 70
W 04 CAG AAG CGG A 60
W 08 GACTGCCTCT 70
W 13 CAC AGCGACA 60
W 19 CAAAGCGCTC 60
IDT 01 CAGGCCCTTC 70
IDT 03 GTT TCG CTC C 60
IDT 05 TTC GAGCCAG 60
IDT 06 GTG AGG CGT C 70
IDT 09 CCC AAGGTCC 70
IDT 18 GGA GGA GAG G 70

As reagdes de amplificacdo foram conduzidas em termociclador Biocycler ®, para 96
amostras, em um volume total de 25uL, contendo 14,8 uL de 4gua ultra-pura; 5,0 uL de
tampao PCR 10X (Promega®, USA); 0,5uL de Mix de dNTPs (2,5 mM cada), 0,2uL. da
enzima Taq DNA polimerase (5 U) (Easy Path®); 2,5uLL do primer (5 mM) e 2uL. do DNA
genomico. Foi utilizada, para cada primer, uma reacdo controle, onde foi adicionado dgua
ultra-pura no lugar do DNA.

As reagdes foram submetidas a 35 ciclos de amplificacdo apds a desnaturagdo inicial a
96°C por 5 minutos. Cada ciclo constituiu-se de 45 segundos para desnaturacdo a 95°C, 45
segundos para anelamento a 36°C e 45 segundos para a extensdo a 72°C. Ao final dos 35
ciclos foi realizada uma extensao final de 10 minutos a 72°C.

Os produtos da amplificacdo foram separados por eletroforese em cuba horizontal,

utilizando-se gel de agarose 1% em tampao TBE 1X (Tris-Boro-EDTA), a 120 V por cerca 2
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horas. Em seguida, o gel foi corado com brometo de etidio (0,4 ug/mL) e os produtos da
amplificacdo visualizados e fotografados sob luz ultravioleta, em transiluminador Loccus

Biotecnologia®, modelo L-PIX-HE.

3.4 - Analise de dados moleculares e obtencao da similaridade genética

Na avaliacdo dos géis, a presenca (1) e auséncia (0) de bandas foi usada para a
constru¢dao de uma matriz bindria. As estimativas das similaridades genéticas (Sgij) entre cada
par de individuos foram efetuadas empregando os coeficientes de Jaccard por meio da

expressdo: Sgij = a/a+b+c. As varidveis das expressdes foram obtidas conforme o esquema

abaixo:
Presenca (1) e/ou auséncia (0) de bandas em cada par (i)
Genotipo i
1 0
Genotipo j 1 a(l, 1) b (1, 0)
0 c(@,1) d(0,0)
Onde:

a: presenga de bandas em ambos os genotipos;
b: presenga de banda no primeiro genétipo e auséncia no segundo;
c: presenga no segundo e auséncia no primeiro; e

d: a auséncia em ambos o0s genotipos.

Os erros associados a similaridade foram estimados segundo Skroch et al. (1992) pelas

seguintes expressoes:

Variancia da similaridade genética (V):

(I-s)
(n—1)

=ns

Onde: s = similaridade genética entre cada par de genétipos e n = nimero total de bandas

utilizadas na estimativa das similaridades.
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Erro padrao estimado (E):

E= (K] 12
n

Onde: V= variancia da similaridade genética entre cada par de genétipos; € n = nimero total

de bandas utilizadas na estimativa das similaridades.

Os individuos geneticamente diferentes foram identificados no dendograma a partir da
estimativa do valor minimo de similaridade, acima do qual os individuos sdo semelhantes ou
divergentes. O valor mdximo de similaridade significativo foi estimado pela similaridade

genética média (Sgm), que tem por base o Teste de t, ao nivel de 0,001% de probabilidade:

Sgm=1-((1)(55i)

Onde: t = o valor tabelado de t com n-2 graus de liberdade e SSij = erro médio das

comparacoes consideradas no dendograma.

Para agrupar os gendtipos com base na similaridade genética, foi empregado o método
UPGMA (Unweigth Pair Group Method Arithmetic Average). Também foi efetuado o método
de reamostragem bootstrap com o mesmo tamanho da amostra original. Para cada nivel de
reamostragem, foram obtidas 3000 amostras bootstrap como recomendado por Pavlicek et al.
(1999). Para tais andlises foi utilizado o programa FreeTree (PAVLICEK et al., 1999) e para
geracdo do dendograma foi utilizado o programa TreeView (PAGE, 1996)

Para o agrupamento das amostras, considerando o método de andlise de coordenadas
principais (ACoP), utilizou-se o software XLSTAT (ADDINSOFT, 2010), com o coeficiente
de similaridade de Jaccard, obtido pelo programa FreeTree (PAVLICEK et al., 1999).

Com a matriz bindria também calculou-se a porcentagem de polimorfismo obtida com

cada primer utilizado por meio da férmula.

P= @ x100
nbt

Onde: P =porcentagem de polimorfismo (ou taxa de polimorfismo); nbp =ntimero de bandas

polimérficas e nbt =numero de bandas total.

18



4- RESULTADOS E DISCUSSAO

O uso de 31 primers gerou 101 bandas, das quais 30 foram polimoérficas (29,7%) e 71
monomorficas (70,3%). O nimero de bandas geradas variou de um (primers B03 e IDT 05) a
seis (primers A15 e X01), a média de bandas/primer e a média de bandas polimorficas/primer

foi 3,26 e 0,97, respectivamente (Tabela 2).

TABELA 2. Relagao dos primers RAPD com o nimero de bandas amplificadas nos 40
individuos de pinhdo manso cultivados em dois municipios de Sergipe (Umbauba e Carira).

Primer NBT* NBP® % BP° Primer NBT? NBP® % BP*

A 02 2 0 0 IDT 01 3 1 33,3
A 04 3 0 0 IDT 03 2 0 0
A 10 2 0 0 IDT 05 1 0 0
All 5 3 60 IDT 06 3 1 33,3
Al12 4 1 25 IDT 09 4 2 50
A13 3 2 66,7 IDT 18 5 2 40
A15 6 0 0 K20 4 3 75
A 16 3 0 0 S01 2 0 0
A 17 4 2 50 S18 4 1 25
A 18 2 1 50 w02 3 1 33,3
A 19 5 4 80 w03 2 0 0
A 20 2 0 0 w04 3 1 33,3
B 03 1 1 100 W08 4 0 0
B 11 2 0 0 W13 4 1 25
B 18 2 0 0 W19 5 3 60
X01 6 0 0
Total 101 30 29,7

Média 3,26 0,97 -

*NBT - Niimero de bandas total, "NBP — Niimero de bandas polimérficas e ¢ %BP — Porcentagem de bandas
polimérficas.
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A porcentagem de polimorfismo variou de 0 (14 primers) a 100%, com os primers

A19 e BO3 (Figura 3) apresentando os maiores percentuais, 80 e 100%, respectivamente.

P12 34567 8 910111213 14 15 16 1718 19 20 P 102003 58 000w Ol S RIS T del Sl LTI 950 (0

—

-

g egen———— R R R

PRIMER A19

P 21 2223 24 2526 2728 29 3031 32 3334 35 3637 383940 CN

i b w0 - e . . - .

- A -

FIGURA 3. Padroes de bandeamento de individuos de pinhdao manso obtidos, utilizando os
primers BO3 e A19. P — Padrdo de peso molecular 1 kb; 1 a 20 - Umbatba; 21 a 40 Carira e
CN - Controle Negativo.

A partir dos 30 fragmentos polimorficos, gerados por 17 primers, foi estimada a
similaridade genética, baseada no coeficiente de Jaccard, que evidenciou similaridade média
entre os gendtipos de 0,54 (+0,09). A amplitude das similaridades variou de 0,18 (+0,07) a
1,00 (£0,00). Essa dltima similaridade maxima (100%) foi observada entre os genétipos 39 e

40, e a minima entre os gendtipos 5 e 36 (Tabela 3).
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TABELA 3. Matriz da similaridade genética do coeficiente de Jaccard (1908) (abaixo da diagonal) e erro estimado (acima da diagonal)
obtidos utilizando 17 primers pela técnica RAPD entre 40 gendtipos de Jatropha curcas L. cultivados em dois municipios de Sergipe:
Umbatiba (1 a 20) e Carira (21 a 40). (Similaridade média=0,55; Erro médio=0,09 e Sgm=0,67).
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19
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21
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0,67
0,58
0,70
0,33
0,63
0,61
0,68
0,55
0,50
0,38
0,54
0,50
045
041
0,75
0,52
0,42
0,52
0,43
0,48
0,31
0,42
0,52
0,52
0,37
0,46
0,36
0,39
0,36
0,39
0,43
0,40
0,44
0,46
0,44
0,46
0,52
0,46
0,46

0,09

0,55
0,59
045
0,52
043
0,65
0,59
0,68
0,48
0,65
0,76
0,50
045
0,64
0,56
0,46
0,56
0,58
0,64
0,40
0,46
0,63
0,50
0,36
0,50
0,39
043
0,44
043
0,41
0,33
0,43
045
0,38
045
0,50
045
045

0,09
0,09

0,50
033
0,59
0,56
0,56
0,50
0,52
045
0,43
0,52
0,33
0,35
0,48
0,36
0,38
0,42
0,33
0,44
0,25
043
0,42
0,36
0,32
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0,36
0,40
0,42
0,30
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0,48
0,67
0,46
0,37
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0,43
0,54
0,42
0,48
0,52
0,52
0,37
0,52
0,41
0,44
0,41
0,44
0,48
035
0,44
0,46
0,44
0,52
0,52
0,52
0,52

0,09
0,09
0,09
0,09

0,39
0,35
0,53
0,40
0,43
0,42
0,41
0,50
0,53
0,39
0,32
0,28
0,35
0,30
0,42
0,42
0,47
0,29
0,28
0,28
0,24
0,35
0,28
0,27
0,28
0,32
0,31
0,21
0,22
0,25
0,18
0,30
0,23
0,25
0,25

0,09
0,09
0,09
0,08
0,09

0,73
0,61
041
0,50
0,36
0,55
0,50
0,38
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0,52
0,40
0,31
041
0,32
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0,36
0,46
0,40
0,31
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0,35
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0,35
0,38
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0,09
0,09
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0,08
0,09
0,08

0,69
0,53
0,48
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0,45
0,41
0,35
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0,58
0,38
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0,25
0,40
0,32
0,39
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0,36
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0,31
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0,25
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0,31
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0,43
0,38
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0,09
0,09
0,09
0,08
0,09
0,09
0,09

0,60
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041
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0,50
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0,38
0,35
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0,36
0,46
0,33
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0,44
0,44
0,30
0,44
0,33
0,37
0,38
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0,39
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0,09
0,09
0,09
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0,09
0,09
0,09
0,09

0,80
0,57
0,76
0.80
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0,55
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0,52
0,54
0,58
0,54
0,67
0,55
0,54
0,58
0,52
0,32
0,52
0,46
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0,46
0,44
0,48
0,30
0,39
041
0,44
0,46
0,46
0,52
0,52

0,09
0,09
0,09
0,09
0,09
0,09
0,09
0,09
0,07
0,75
0,86
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0,60
0,50
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0,50
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0,48
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0,54
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0,08
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0,09
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0,56
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0,09
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0,70
0,57
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O valor da Sgm (similaridade genética média), desenvolvido por Skroch et al.
(1992), acima do qual os individuos sdo considerados semelhantes, foi igual a 0,67 (67%).
Este valor corresponde a linha de corte que foi usada como referéncia para analisar os
agrupamentos dos individuos, por meio do método UPGMA (Figura 4). Com este valor, foi
estabelecido que todos os agrupamentos formados a direita do corte sdo similares, e 0s
obtidos a esquerda sdo divergentes.

A partir da Sgm, foi possivel a formacao de nove agrupamentos heterdticos: grupo
I, formado pelo individuo 5, que foi 0 que menos se associou aos demais gendtipos, com
similaridade variando de 18 a 56%; grupo II, formado por 15 individuos de Carira (26 a
40), que tiveram amplitude de similaridade entre si de 62 a 100%; grupo III, com cinco
individuos (17, 23, 25, 21 e 24); grupo IV, composto pelos individuos 18, 19, 20 e 22, com
similaridade entre 64 a 87%; grupo V, formado pelos gendétipos 2, 9, 10, 12 e 13, com 59 a
90% de similaridade; grupo VI, formado pelos genétipos 11, 14 e 15, com 71 a 86% de
similaridade. O gendétipo 3, foi o segundo mais divergente, com similaridade entre 25 a
55%, e foi agrupado no grupo VII. O grupo VIII, foi formado pelos genétipos 4, 6, 7 e 8,
com 61 a 78%, e por fim, o grupo IX, composto pelos genétipos 1 e 16, que sdo 75%

similares.
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FIGURA 4. Dendograma de similaridade genética a partir do coeficiente de Jaccard e
agrupado pelo método UPGMA entre 40 gendtipos de Jatropha curcas L. cultivados em
dois municipios de Sergipe, Umbatba (1 a 20) e Carira (21 a 40).

Considerando o método de anélise por coordenadas principais (ACoP), para os dois
primeiros autovalores, 39% da variancia foi observada e foi possivel verificar que os
genétipos se agruparam de forma semelhante ao dendograma. (Figura 5). Uma boa

associacdo entre os dois métodos de andlise (UPGMA e ACoP) foi observada na formacao
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de um grupo dnico, com o genétipo 5, e outro grupo maior (II), com 75% dos genétipos de
Carira. Isso evidencia que os gendtipos de Carira sdo os mais similares.

Os individuos mais divergentes foram os gendtipos 3 e 5. Esses individuos
podem ser usados para aumentar a variabilidade entre ciclos de selecdo em programas de

melhoramento, uma vez se constituem em fontes de alelos que ndo estdo presentes na

maioria dos individuos analisados.
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FIGURA 5. Andlise de Coordenadas Principais (ACoP) a partir do coeficiente de

similaridade de Jaccard para 40 gendtipos de Jatropha curcas L. cultivados em dois
municipios de Sergipe, Umbatiba (1 a 20) e Carira (21 a 40).

Apesar da formagdo de novo agrupamentos heterdticos a variabilidade genética

encontrada nos individuos de J. curcas, cultivados em Carira e em Umbatba, revelada por
marcadores RAPD foi baixa.

O baixo nivel de polimorfismo encontrado (29,7%), no presente trabalho, &

corroborado por Rosado et al. (2009). Estes autores, ao caracterizarem 192 acessos de
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pinhdo manso do banco de germoplasma da Embrapa Agroenergia e Embrapa Cerrados,
por meio de 96 primers RAPD, obtiveram 6,2% de bandas polimérficas, das 381 bandas
amplificadas.

Basha e Sujatha (2007) encontraram um nivel de polimorfismo de 42%, utilizando
400 primers de RAPD, em 42 acessos de pinhdo manso da India e um do México. Também
observaram que o0 acesso mexicano, ndo toxico, foi o mais divergente entre todos,
formando um grupo unitdrio. Avaliando a diversidade genética de pinhao manso oriundos
de 13 paises, Basha et al. (2009) obtiveram 61,8%, de polimorfismo. A variabilidade foi
maior entre os acessos dos paises da América Central (México e El Salvador) e menor
entre os acessos dos paises da Asia e da Africa. Discordando destes resultados, Takikonda
et al. (2009), através de AFLP, obtiveram alto polimorfismo genético (88%) entre 48
acessos coletados de seis Estados da India.

O pinhdo manso € uma planta mondica, com 95% de polinizacdo cruzada, feita
preferencialmente por insetos (SATURNINO et al., 2005). Dessa forma, espera-se, por
esse motivo, que haja uma grande heterogeneidade e distincdo entre genotipos propagados
por via seminal, e que apresentem heterozigosidade para a maioria dos locos (BOREM;
MIRANDA, 2005).

Nos estudos de divergéncia genética realizados com marcadores microssatélites foi
evidenciada homozigose para a maioria dos loci, e confirmada a baixa variabilidade
genética dos acessos em germoplasma do Brasil, Asia e Africa, excetuando-se os acessos
do México e El Salvador (SUN et al., 2008; BASHA et al., 2009; ROSADO et al., 2009).

Os resultados podem estar relacionados com a reproducdo por autofecundacao,
facilitada pela ocorréncia de plantas isoladas e a forma como a espécie foi introduzida
nesses paises, sendo propagadas, predominantemente, por estaquia. Alguns trabalhos
reportam a existéncia de apomixia e de indices elevados geitonogamia (CHANG-WEI et
al.,, 2007, PAIVA NETO et al., 2010), o que pode justificar a estreita base genética
encontrada e a ocorréncia de homozigose, verificada nos trabalhos com microssatélites.

Entretanto, alguns autores como Raju e Ezradanam (2002) e Saturnino et al. (2005)
afirmam que no pinhao manso predomina o mecanismo de xenogamia para formacgao dos
frutos, o que justificaria o alto polimorfismo encontrado no trabalho de Takikonda et al.

(2009) e a heterozigosidade encontrada por Parmidimarri et al. (2009b).
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Para elevar essa variabilidade, alguns pesquisadores t€ém recorrido a hibridagdo com
outras espécies do género Jatropha. Parthiban et al. (2009), desenvolveram, com sucesso,
por retrocruzamento, hibridos interespecifcos entre J. curcas e J. integerrima, dos quais,
trés progénies hibridas apresentaram ganhos no teor de Oleo das sementes e maior
resisténcia a seca, pragas e doencas. Basha e Sujatha (2009), também obtiveram trés
hibridos entre J. gossypifolia x J. curcas L., J. curcas x J. integerrima e J. maheshwarii x
J. curcas. Dos quais os melhores resultados foram entre J. curcas e J. integerrima, onde
houveram ganhos no tamanho das sementes e teor de dleo.

Sugere-se a caracterizagdo dos gendtipos dos outros plantios de pinhdo manso em
Sergipe e em Paripiranga, na Bahia, associado a andlises moleculares, a caracterizacdo com
descritores morfoagrondmicos de natureza qualitativa e quantitativa de interesse

agrondmico tais como: produtividade, teor e qualidade do 6leo, qualidade das sementes,

tolerancia a pragas, doencas e estresses abidticos.
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5- CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho, por marcadores RAPD, evidenciam baixa diversidade

genética do pinhdo manso nos cultivos em Carira e Umbatiba;

Os individuos mais divergentes do estudo foram ‘3’ e ‘5’, os quais podem ser incluidos em
programas de melhoramento genético para aumentar a variabilidade genética, por serem

fontes de alelos que ndo estdo presentes nos demais individuos;
Para maximizar a variabilidade e ganhos genéticos nos programas de melhoramento

genético do pinhdo manso, se faz necessario introduzir variabilidade, que pode ser

encontrada em acessos do centro de origem.
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