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RESUMO: Uma das formas de identificagdo rapida de genotipos para composi¢do de um
banco de germoplasma ¢ por meio da técnica de marcadores isoenzimaticos e moleculares.
Com o objetivo de avaliar a variabilidade genética de acessos de Jatropha sp. Utilizou-se a
técnica de marcadores isoenzimaticos € moleculares tipo RAPD. Foram utilizados 14 acessos
de pinhdo manso de diferentes origens, coletadas folhas jovens e procedido a extragdo
(Isoenzimas) e purificagdo do DNA (RAPD). Para as isoenzimas a revelagdo foi feita para os
sistemas enzimaticos alcool desidrogenase (ADH), esterase (EST), glutamato oxaloacetato
transaminase (GOT) e peroxidase (PO), e na amplificagdo do DNA foram utilizados 14
oligonucleotideos, sendo os produtos de amplificagdo separados em gel de agarose 0,8%,
corados com brometo de etidio (0,5 pg/mL) e visualizados sob luz UV. As estimativas das
similaridades genéticas (Sgij) entre cada par de gendtipos foram calculadas pelo coeficiente
de Jaccard usando o programa NTSYS-pc versdao 2.1. Na andlise de isoenzimas, os acessos
mais similares foram 1 e 3, com 89% e o mais divergente foi o acesso 13 com 71%. No
RAPD houve formagao de grupos da espécie Jatropha curcas L. E do género Jatropha sp. O
acesso 109 obteve 90% de divergéncia com os demais acessos. Os grupamentos formados
apresentaram origens diversas, sendo possivel um estudo de melhoramento visando
caracteristicas agronomicas desejaveis. Com os marcadores utilizados € possivel a

caracerizagdo do banco de germoplasma.
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1 INTRODUCAO

A espécie Jatropha curcas L. (pinhdo-manso), pertencente a familia das Euphorbiaceas,
¢ provavelmente origindria do Brasil, mas estd distribuida em regides tropicais de todo o
globo; cresce rapidamente em solos pedregosos e de baixa umidade e esta sendo considerado
uma opg¢ao agricola para o Nordeste brasileiro por ser uma espécie nativa e resistente a seca
(ARRUDA et al.,2004). Muitas vezes ¢ cultivada como cerca viva, mas seu maior emprego
estd na medicina popular. Os produtos obtidos desta espécie sdo Oleo, torta e o sedimento da
purificagdo do 6leo. Seu 6leo ja esta sendo empregado como lubrificante em motores a diesel
e na fabrica¢do de sabdo e tinta. Para Purcino e Drummond (1986) o pinhdo manso ¢ uma
planta produtora de 6leo com todas as qualidades necessarias para ser transformado em 6leo
diesel.

Para estabelecimento de culturas, aspectos como a caracterizacdo de genotipos ¢ muito
importante para poder selecionar aquele com aspectos agrondmicos de interesse econdomico,
como produgao de 6leo. Com isso, existe a necessidade de implantagdo de um programa de
melhoramento, e a premissa bésica para isto ¢ a conservacdo de germoplasma. Assim, o
conhecimento da variabilidade genética existente nas populagdes naturais ¢ de fundamental
importancia para elucidar a biologia, conhecer a densidade e obter informagdes sobre a
evolugdo das espécies (BRAMMER, 2004), além de informagdes sobre o sistema de
reproducado, diversidade e estrutura genética que sdo importantes para o estabelecimento de
estratégias que visem a conservagao das espécies (FREITAS et al., 2004).

Em um banco de germoplasma ¢ importante conhecer a variabilidade dos acessos, pois
assim ¢ possivel acompanhar a manutencdo desta durante a multiplicacdo dos acessos e
melhorar a amostragem dos mesmos (HOSBINO, 2002). Dos varios marcadores disponiveis
na atualidade, as isoenzimas pela relativa simplicidade, rapidez e baixo custo das andlises em
comparagdo a outros marcadores, t€m gerado uma gama enorme de informagdes protéicas na
identificagdo de espécies, hibridos, populagdes naturais e cultivadas de diversos organismos
vivos (TEIXEIRA et al., 2004). Por isso, mesmo com técnicas moleculares mais modernas, as
isoenzimas continuam sendo uma classe muito util de marcadores em andlises genéticas que
ndo requeiram amostragem ampla do genoma (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998). Estes
marcadores t€m sido utilizados nos estudos de diversidade e distribuicdo genética (TELLES,
2003), taxa de cruzamento e sistema reprodutivo (OLIVEIRA, 2002), na caracterizacdo de

cultivares (LIMA, 2003), entre outros.
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O manejo eficiente de germoplasma vegetal ¢ de vital importancia para o pesquisador,
pois este precisa de uma certa quantidade de germoplasma geneticamente puro e bem
caracterizado, para utiliza-lo em suas pesquisas e para o melhoramento genético. Sendo assim,
os marcadores baseados no polimorfismo de DNA, como RAPD (polimorfismo de DNA
amplificado ao acaso), tém uma aplicacdo muito importante na administracdo de recursos
genéticos, pois proporcionam dados basicos que sdo necessarios ao melhoramento de plantas
ou para o mapeamento de genes (BRETTING & WIDRLECHNER, 1995). Os marcadores
moleculares geram uma grande quantidade de caracteres adicionais fornecendo um quadro de
agrupamento dos genotipos e o planejamento de cruzamentos, como, por exemplo, a
identificagdo e discriminagdo de genoétipos, a quantificacdo da variabilidade genética existente
ao nivel de sequéncia de DNA (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1995).

O RAPD (DNA polimorfico amplificado ao acaso) ¢ uma técnica molecular rapida,
barata e informativa (WILLIAMS et al., 1990), pois dispensa o conhecimento prévio da
seqiiéncia de DNA alvo e amplifica as seqiiéncias de DNA a partir de um par de iniciadores
de seqiiéncia arbitraria.

Williams et al. (1990) mostraram que marcadores moleculares do tipo RAPD podem ser
utilizados como marcadores genéticos, uma vez que estes apresentam segregacao mendeliana.
Dado isto, estes marcadores passaram a ser utilizados para diferentes estudos de genética de
populacdo, mapeamento, identificagdo de fragmentos ligados a genes de interesse ¢ analises
de similaridade e distancia genética, bem como para a produgdo de marcas que possibilitaram
a correta identificagdo de acessos de germoplasma vegetal e/ou microrganismos.

Desta forma, o objetivou-se com a presente pesquisa caracterizar as similaridades
genéticas de acessos de Jatropha sp, por meio da técnica de marcadores isoenzimaticos e

RAPD visando a composi¢dao de um banco de germoplasma.

2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Biotecnologia Vegetal —
DEA/UFS, nos meses de maio e junho de 2006. Foram utilizados acessos de Jatropha curcas
L. (Tabela 1) para analise isoenzimatica ¢ do género Jatropha sp. (Tabela 2) para analise de

DNA por meio de marcadores RAPD.
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Tabela 1 - Acessos de Pinhdao manso (Jatropha curcas L.) para avagliagdo de isoenzimas.
Sdo Cristovao-SE, UFS, 2006.

Ordem Localizagéo Origem
PM 1 JCUFLAO001(01) Minas Gerais
PM 2 JCUFLAO001(02) Minas Gerais
PM 3 JCUFLAO001(03) Minas Gerais
PM 4 JCUFLAO001(04) Minas Gerais
PM 5 JCUFLAO0O01(05) Minas Gerais
PM 6 JCUFLAO001(07) Minas Gerais
PM 7 JCUFLAO001(08) Minas Gerais
PM 8 JCUFLAO001(09) Minas Gerais
PM 9 JCOI10URVGO Goids
PM 10  JCOI1URVGO Goids
PM 11 JCO12URVMG Minas Gerais
PM 12  JCO13URVGVGO Goids
PM 13 JCO14URVES Espirito Santo
PM 14  JCOISURVSHGO Goids
PM 15 JCO24UFS8LAGSE Sergipe

Para a extracdo das isoenzimas foram empregadas 200mg de folhas jovens maceradas
com nitrogénio liquido até obter um pd fino e adicionou-se ImL de tampao de extracdo
(Fosfato de sodio bibasico 0,034 M, sacarose 0,2 M; polivinilpirrolidone 2,56%, brometo de
3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5 difenil-tetrazélio (MTT) 3 mM, dacido ascorbico 5,7 mM,
bissulfito de sédio 2,6 mM, borato de sodio 2,5 mM, [-mercaptoetanol 0,1%,
polietilenoglicol-PEG 6000 1%) e 20uL de B-mercaptoetanol. A mistura foi acondicionada
em microtubos de 2mL e mantida em geladeira (5 = 1°C), incubadas no gelo por 12 horas e,
posteriormente centrifugadas a 16.000 Xg por 60 minutos a 4°C. O sistema de eletroforese
empregado foi o descontinuo com 4,5% (gel concentrador) e 7,5% (gel separador). Nas
canaletas foram aplicados 20uL do sobrenadante de cada amostra.

A corrida eletroforética foi realizada a 150V, durante 3 horas, a 5+1°C utilizando-se,
para o sistema tampao gel eletrodo Tris-glicina pH 8,9. Os sistemas isoenzimaticos utilizados
foram Peroxidase (PO — EC 1.11.1.7), esterase (EST — EC 3.1.1.1), glutamato oxaloacetato
transaminase (GOT — EC 2.6.1.1) e Alcool desidrogenase (ADH — EC 1.11.1.7), foram
revelados segundo Alfenas (1991). Para a caracterizagdo dos acessos verificou-se a presenga,
auséncia, migragdo e intensidade de bandas nos géis obtidos. A presenca (1) e a auséncia (0)

de bandas foram utilizadas para construcdo de matrizes. As estimativas das similaridades
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genéticas (Sgij) entre cada par de gendtipos foram calculadas pelo coeficiente de Jaccard
usando o programa NTSYS-pc versao 2.1.

Para a extragdo do DNA gendmico foram utilizadas folhas previamente maceradas em
nitrogénio liquido até a obtencdo de um po6 fino, que foi extraido com 20mL de tampdo CTAB
2X (CTAB 2%p/v, 100mM Tris pH 8,0; 20mM EDTA 0,2M pH 8,0; 1,4M NaCl, 1%PVP-
40). Esta mistura foi agitada até homogeneizagdo e incubada a 65°C por 60 minutos.
Posteriormente, foi adicionado a mistura 25mL de cloroformio: alcool isoamilico na
proporcao 24:1, agitando lentamente e centrifugando a 5000rpm/5 minutos. Em seguida, o
sobrenadante foi coletado e transferido para outro tubo, onde foi adicionado 1mL de alcool
95%: 5% acetato de amonio 7,5M a -20°C, sendo levadas ao freezer por 1 hora. O DNA
precipitado foi coletado, levado a outro tubo e adicionado 2,5x o volume de etanol 70%,
centrifugando a 10000rpm por 3 minutos até a formacdo de precipitado. O alcool foi
desprezado e o precipitado posto para secar e, a seguir, ressuspendido com 150uL de TE.

A reacdo de amplificagdo do DNA apresentou um volume de 25ul, sendo constituida
por 14,1uL de agua ultra-pura, 3uL. de tampao 10X, 0,6uL de dNTP’s (10mM), 0,9uL. de
MgCl, (50mM), 0,4uL de Tag polimerase (2U), 3ul. de primer ¢ 3ulL de DNA. Foram
testados 14 primers decameros de seqiliéncia arbitraria. A amplificagdo foi realizada
utilizando-se termociclador (Biometra/Unisciense) com temperatura inicial de 94°C por 5
minutos, seguida de 45 ciclos de amplificacdo a 94°C por 1 minutos, 36°C por 2 minutos, ¢
72°C por 1 minutos. Os produtos de amplificacdo do DNA foram separados em gel de agarose
0,8%, corados com brometo de etidio (0,5ug/mL), e visualizados sob luz UV. A presenca (1)
e a auséncia (0) de bandas foram utilizadas para construcdo de matrizes, que foram usadas nas
estimativas das similaridades genéticas (Sgij) entre cada par de gendtipos, empregando o

coeficiente de Jaccard (NTSY S-pc versao 2.1).
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Tabela 2 - Acessos de Pinhdo (Jatropha sp.) utilizados no RAPD. Séo Cristévao-SE, UFS,

2006.

NUmero Localizacdo Coordenadas
1 JCUFLAO001(01) Minas Gerais
2 JCUFLAO001(02) Minas Gerais
3 JCUFLAO001(03) Minas Gerais
4 JCUFLAO001(04) Minas Gerais
5 JCUFLAO0O01(05) Minas Gerais
7 JCUFLAO001(07) Minas Gerais
8 JCUFLAOO01(08) Minas Gerais
9 JCUFLAO001(09) Minas Gerais
10 JCOI10URVGO Goids
11 JCO11URVGO Goids
12 JCO12URVMG Minas Gerais
13 JCO13URVGVGO Goids
14 JCO14URVES Espirito Santo
15 JCOISURVSHGO Goids

Lag JC024UFS8LAGSE Sergipe
98 JCO16UFSPISE Sergipe
99 JCO17UFSPISE Sergipe
101 JCO18UFSPISE Sergipe
106 JCO19UFSPISE Sergipe
107 JCO20UFSPISE Sergipe
108 JCO21UFSPISE Sergipe
109 JC022UFSPISE Sergipe
110 JCO21UFSPISE Sergipe
113 JCO21UFSPISE Sergipe

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se diferengas nos perfis eletroforéticos dos acessos para os diferentes sistemas
enzimaticos avaliados. Para a enzima peroxidase (PO) os acessos 6, 7, 8, 9, 10, 11 ¢ 12
apresentaram 1 banda isoenzimatica que ndo diferiu com relacdo a mobilidade (Rf = 63,33);
os acessos 6,8 e 12 apresentaram baixa atividade para a enzima. Os acessos 1, 2, 3, 4, 5, 13,
14 e 15 diferiam quanto a mobilidade (63,79; 64,95; 62,25; 66,10; 63,11; 66,66 ¢ 65, 57,
respectivamente), e quanto a intensidade para esta enzima.

Para a enzima glutamato oxaloacetato transaminase (GOT) os acessos 13 e 14 ndo
apresentaram atividade. Ja os acessos 2 e 3 (Rf=67,92), 4 ¢ 5 (Rf=67,59), 6 ¢ 7(Rf=69,09), 1
(Rf=67.,3), 8 (Rf=68,18), 9 (Rf=67,27), 10 (Rf=68,75), 11 (Rf=69,64), 12 (Rf=67,54) e 15

(Rf=66,66) apresentaram diferencas na migracdo de bandas e na intensidade das mesmas.
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Para a enzima esterase (EST) foram observadas 4 linhas de bandas isoenzimaticas, sendo que
apenas o acesso 10 apresentou estas bandas. Os acessos 1, 2, 8, 9 e 15 apresentaram apenas 2
linhas de bandas, sendo que apenas os acessos 1 e 2 (Rf=20,45; 65,90) nao diferiram quanto a
mobilidade e intensidade. Os acessos 3, 4, 5, 6, 7, 11, 12, 13 e 14 apresentaram trés bandas
com mobilidade e intensidade diferentes.

De acordo com o dendrograma de similaridades genéticas, os acessos que apresentaram
maior similaridades foram 1 ¢ 3, com 89% (Figural). Este dendrogama permitiu a formagao
de quatro grupos distintos: um com o genotipo 13 que ¢ o mais dissimilar em relacao aos
outros grupos, com 71% de divergéncia; outro entre os gendtipos 5 e 8§, com
aproximadamente 60% de divergéncia; e entre os demais genotipos com aproximadamente

49% de divergéncia (Figural).

020 044 059 o074 089
Coeficiente de Jaccard
Figura 1 - Dendrograma de estimativas médias de similaridades genéticas entre acessos de

Jatropha curcas L. (pinhdo-manso). Sdo Cristovao-SE, UFS, 2006.

Considerando a origem geografica dos acessos, pelo dendrograma, verifica-se que entre
os gend6tipos estudados, houve um agrupamento diferenciado, que pode ser observado entre os
acessos 1, 2 e 4 (Minas Gerais para os genotipos 1 € 2 e 14 para Goids) com similaridades
proximas dos 70% e os acessos 10, 11 e 15, localizados em Goias, Minas Gerais e Sergipe,
com 59% de similaridade. Observou-se, portanto que houve maior diversidade entre os

acessos provenientes das Minas Gerais, uma vez que eles estdo dispostos em quase todos os
4° Congresso Brasileiro de Plantas Oleaginosas, Oleos, Gorduras e Biodiesel

2001



grupos, com excegdo do acesso 13 que foi o mais divergente de todos, podendo estes acessos
serem explorados em programas de melhoramento genético visando aumento no teor de dleo
para producdao de biodiesel. Em trabalhos com mandioca por isoenzimas, obsevou-se que
agrupando acessos pela origem, houve uma variabilidade maior dentro dos grupos do que
entre os mesmos, afirmando a grande variabilidade genética existente entre as espécies, tanto
de origem selvagem quanto em sistemas agricolas tradicionais (Cabral, 2002).

De acordo com as estimativas de similaridades genéticas, os pares de gendtipos mais
divergentes sdo 13 e 15, com 12% de similaridade; 8 e 10; 8 e 11; 8 ¢ 13; 11 e 13, com 22%
de similaridades; 2 e 5, com 22% de similaridades e 12 e 13, com 25% de similaridade
(Tabela 3).

A formacao de pares observados na matriz podem ser divididos em grupos: um de 0% a
50% (mais divergentes), de 50% a 75% e de 75% a 100% (mais similares). Os maiores
valores de similaridade envolvem os acessos 1, 2, 3, 4, 6, 11 13 e 14, sendo que os maiores
valores encontrados pelos pares foram entre os acessos 13 ¢ 10 (90%), 1 e 2 (88%), 4 ¢ 6
(87%), e 10 e 11 (80%). Os pares mais divergentes foram 13 e 15 (88%); 8¢ 10,8 e 11,8 ¢ 13
(80%); e entre os acessos7 e 13 (78%) (Tabela 3).

Tabela 3 - Estimativas de similaridades genéticas obtidas de dados isoenzimaticos entre
acessos de Jatropha curcas L. (pinhdo-manso), empregando o coeficiente de Jaccard. Sdo

Cristovao-SE, UFS, 2006.

Acessos PM1  PM2 PM3 PM4 PM5 PM6 PM7 PM8 PM9 PMIO PMIl PMI2 PMI3 PMI4 PMIS

PMI 1.00

PM2 0.88 1.00

PM3 0.66 0.72 1.00

PM4 0.70 0.77 0.72 1.00

PMS5 0.55 022 045 0.62 1.00

PM6 0.60 0.66 0.63 0.87 0.71 1.00

PM7 0.54 045 046 0.60 044 0.66 1.00

PM8 033 037 027 037 0.60 042 037 1.00

PM9 0.58 0.63 0.61 0.80 0.50 0.70 0.63 0.30 1.00

PM10 038 041 042 0.54 027 045 054 020 0.72 1.00

PMI1 038 041 042 0.54 040 0.60 0.54 020 0.72 0.80 1.00

PM12 0.60 0.66 0.50 0.66 0.50 0.55 0.66 042 0.70 0.60 0.45 1.00

PMI3 033 037 027 037 033 042 022 020 030 090 020 0.25 1.00

PM14 0.66 0.75 0.54 0.75 0.57 0.62 040 028 060 036 036 0.62 0.50 1.00

PMI5 0.50 0.55 041 0.55 037 044 040 0.28 045 0.66 0.50 0.62 0.12 0.50 1.00

Considerando os acessos mais similares (1, 2, 4, 6, 10, 11 e 13) sendo os mais

representativos do conjunto examinado, pode-se sugerir cruzamentos com pares mais
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divergentes, como entre os pares 8 com 10, 11 e 13, muito embora estes marcadores nao
fornegam informagdes sobre o potencial agrondmico dos descendentes dos referidos
cruzamentos.

Na anélise de RAPD, com a utilizacdo de 14 oligonucleotideos, observou-se 36 bandas
polimorficas entre os acessos estudados. (Figura 2). A similaridade méxima observada foi de
83% entre os acessos 8 (Minas Gerais) e 10 (Goias), sendo ambos pertencentes a espécie J.
curcas. O acesso 109 (Sergipe), pertencente ao género Jatropha, foi o que mais divergiu,
apresentando similaridade igual a 10%, quando comparado aos demais. Os acessos 1, 3, Lag,
8, 10, 9, 13, 11, 12, 4, 5, 14, 2 e 15, de J. curcas, mesmo sendo da mesma espécie

apresentaram grande diversidade genética (33%).
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Figura 2 - Similaridade genética entre acessos de Jatropha sp. Sdo Cristovao-SE, UFS, 2006.

Este agrupamento permitiu a formagdo de quatro grupos distintos: Grupo I entre os
acessos 1, 3, Lag, 8, 10,9, 13,11, 12,4, 5, 14, 2 ¢ 15 (31% de similaridade); Grupo II entre os
acessos 7, 107 e 101 (27% de similaridade); Grupo III entre os acessos 98, 99, 110, 113, 106 e
108 (25% de similaridade); e o ultimo grupo (Grupo IV) com o acesso 109 (10% de

similaridade).
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Com a distingdo destes grupos, houve agrupamentos com relagdo a espécie estudada,
independente da origem. O grupo I é formado pelos acessos da espécie Jatropha curcas L. e o
grupo III é formado por acessos do género Jatropha sp. Dentro do Grupo I, formado por
acessos de Jatropha curcas L., observam-se pequenos grupamentos entre os acessos ¢ 1, 3
(Minas Gerais) e Lag (Sergipe); 8 (Minas Gerais), 9, 10 (Goias) e 13 (Espirito Santo); 11
(Minas Gerais) e 12 (Goias); 4, 5 (Minas Gerais) e 14 (Goias) e 2(Minas Gerais) e 15 (Goias).
Como cada subgrupamento possui diferentes origens, mesmo pela proximidade observada
pelo dendrograma pode ser que estes materiais sejam utilizados em programas de
melhoramento genético, visando melhoria em caracteristicas agronomicas desejaveis, que
com os marcadores utilizados ndo possam ter evidenciado esta diferenca.

Em estudo realizado com pimenta-de-macaco, em quatro populacdes estudadas,
observou-se uma grande variabilidade genética entre os materiais estudados e que acessos
originados de uma mesma regido podem ser explorados em programas de melhoramento

genético para fins agricolas (Gaia et al., 2004).

4 CONCLUSAO

A analise isoenzimatica permite diferenciar os acessos de Jatropha curcas L.,
independente da origem.

A analise de RAPD permite diferenciar acessos de Jatropha cucas L. de acessos do
género Jatropha sp.

Com o uso das duas técnicas € possivel a caracterizagdo bioquimica e molecular dos

acessos do banco de germoplasma.
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