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Resumo

Entre as espécies prospectadas para producdo de biodiesel, o pinhdao manso (Jatropha curcas L.)
destaca-se pelo seu alto potencial para producdo de dleo. Este trabalho foi realizado com objetivo de
verificar a diversidade genética entre 15 acessos de pinhdo manso, selecionados do banco de
germoplasma da Embrapa Agroenergia, por meio de marcadores RAPD e microssatélites (SSR). Os
indices de similaridade entre os acessos foram calculados a partir de 23 locos polimérficos RAPD e 2
locos SSR. A partir dos indices de similaridade as distdncias genéticas entre os acessos foram
estimadas e estes agrupados por meio das metodologias de Tocher e UPGMA. A andlise dos locos
RAPD revelou similaridade média de 0,76 € a dos locos SSR de 0,65. Em ambos marcadores foram
formados trés grupos distintos pelas metodologias de agrupamento, evidenciando baixa diversidade
genética entre os acessos de Jatropha curcas avaliados.

Introducao

O Brasil possui atualmente um programa nacional de producio de biodiesel e para atender a este
programa, a Embrapa estd desenvolvendo pesquisas com vdrias espécies oleaginosas. Dentre as
espécies oleaginosas o pinhdo manso (Jatropha curcas L.) pertencente a familia das Euforbiéceas,
destaca-se que pelo seu elevado potencial de rendimento de graos e 6leo, por ser uma espécie nao
alimentar e compativel com perfil da agricultura familiar (CARCERES et al., 2008).

A Embrapa Agroenergia possui um banco de germoplasma de acessos de Jathropha coletados em
diversas regides do Brasil. Com exce¢do do local de coleta e informagdes sobre uma possivel origem
dos acessos, nada se sabe sobre a diversidade genética destes materiais. O conhecimento da
diversidade molecular dos acessos que compdem um banco de germoplasma é um passo fundamental
para entender a dimensdo e amplitude da variabilidade genética disponivel para o avanco e
sustentabilidade do processo de ganho genético por selecdo no melhoramento. Diversidade molecular
estimada com marcadores moleculares neutros fornece uma estimativa rdpida e precisa de
ancestralidade comum entre acessos, permitindo otimizar os esforcos de melhoramento na montagem
de populacdes e planejamento de cruzamentos visando maximizar a segregacdo e recuperacdo de
gendétipos superiores (FERREIRA GRATTAPAGLIA 1998)

Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi verificar a diversidade genética existente entre acessos
selecionados do banco de germoplasma da Embrapa Agroenergia com base em marcadores
moleculares RAPD e microssatélites.

Material e Métodos

Foram selecionados, com base na literatura disponivel (BASHA et al., 2007; PAMIDIAMARRI et
al., 2008; RANADE et al., 2008), 96 primers tdnicos de RAPD e 6 pares de marcadores
microssatélites (SUN, et al., 2008; PAMIDIMARRI et al., 2008) que apresentaram maior potencial de
revelar polimorfismo molecular em Jatropha curcas . Esses primers foram utilizados em 15 acessos
selecionados do banco de germoplasma da Embrapa Agroenergia (Tab.1). Os 15 acessos constituem
uma amostra representativa das diferentes regides do Brasil e foram selecionados visando maximizar a
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oportunidade de selecionar primers informativos para posterior andlise de todo o banco de
germoplasma.

O DNA dos acessos foi extraido segundo o protocolo proposto por Ferreira e Grattapaglia (1998),
e a concentracdo final ajustada para 10 ng/pL.

As distancias genéticas entre os acessos foram estimadas a partir dados moleculares de RAPD e
microssatélites pelo coeficiente de similaridade de Jaccard a/(n-d) em que a = nimero de coincidéncias
positivas (tipo 1-1), n= ntimero total de amostras e d= niimero de coincidéncias negativas (tipo 0-0).
Para os dados dominantes de RAPD os estimativas de similaridade foram estimadas a partir dos dados
de presenca de banda (1) ou auséncia (0) e para os dados de microssatélites co-dominantes a descrigcdo
genotipica de cada individuo foi representada por cédigos numéricos (1 a 9) informativos da
combinacio alélica de cada um.

A partir das informacdes provenientes das matrizes de distiancia, foram feitas andlises de
agrupamentos por meio dos métodos de otimizacdo de Tocher e ligagdo média entre grupos
(UPGMA). Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa Genes (CRUZ, 2009)

Resultados e Discussao

Os 96 iniciadores RAPD amplificaram 381 locos, dos quais 23 foram polimérficos (6,2%). A
matriz de similaridade gerada pelo Indice de Jaccard revelou variacdo de 0,11 a 1,0 entre os acessos e
similaridade média de 0,76. Os menores indices de similaridade foram observados nas comparacdes
do acesso 170 (Minas Gerais) com o acesso 124 (Maranhio) e com o acesso 310 (Pard), cujos indices
de similaridade foram de 0,11 e 0,48 respectivamente. Similaridade igual a 1 foi verificada entre os
acesso 315 e 261 e entre os acesso 302 e 313 todos origindrios do México evidenciando a estreita
divergéncia genética entre estes, e sugerindo que esses acessos possam ser réplicas no banco.
Similaridade igual a 1 também foi detectada entre acessos de diferentes regides do Brasil 107 (Minas
Gerais) com 101 (Goias) e 302 (Rio Grande do sul) com 114 (Parand), demonstrando que a
diversidade geogréfica ndo foi sin6nimo de divergéncia genética para esses acessos.

Pelo resultado da hierarquizacdo dos gendtipos pelo método UPGMA (Fig.1), ao se adotar um
percentual de divergéncia genética de aproximadamente 56%, constatou-se a formagdo de trés
diferentes agrupamentos heterdticos, dos quais um grupo foi unitdrio constituido pelo acesso 259 o
segundo formado pelos acessos 170 e 169 e um terceiro grande grupo constituido pelos demais
acessos (Fig.1).

O método de otimiza¢do de Tocher resultou em 3 grupos (Tab.1). Os acessos 170, 124 e 259
ficaram em grupos distintos como no método UPGMA e o acesso 310 formou um grupo unitério.

Dos seis pares de iniciadores SSR testados, dois foram polimérficos (Jc06 e Jc41) sendo que para o
loco Jc06 todos os acessos foram homozigotos e para o loco J41 seis acessos foram heterozigotos. O
nimero de alelos produzidos nos locos polimérficos foi igual a 2, com tamanhos idénticos aos
previamente descritos por Sun et al. (2008).

Os valores de similaridade determinados para os marcadores SSR variaram de 0,25 a 1,0 com
média de 0,65. Assim como na andlise de RAPD o menor indice de similaridade (0,25) foi verificado
entre o acesso 170 (Minas Gerais) e o acesso 124 (Maranhdo). As metodologias de agrupamento
UPGMA (percentual de divergéncia genética de aproximadamente 80%) e de Tocher, resultaram na
formacgdo de trés diferentes grupos, dos quais um foi constituido pelos acessos 102 114 e 124 o
segundo grupo pelos acessos 170, 313 e 302 e o terceiro pelos demais acessos (figura 2 e tabela 2).
Assim como na andlise com RAPD os acessos 170, 259 e 124 ficaram em grupos distintos
demonstrando a elevada distancia genética entre esses.

Os resultados das analises de diversidade genética baseadas em marcadores RAPD e SSR foram
similares e revelaram baixa diversidade genética entre os acessos avaliados. Diversidade genética
baixa também foi verificada por Sun, et a/ (2008) com marcadores SSR e AFLP em acessos de origem
chinesa e por Basha e Sujatha (2007) com marcadores RAPD e ISSR em acessos da india. Estes
autores justificam que a estreita base genética entre os acessos de J. curcas chineses e indianos é
devida as poucas introdugdes iniciais que se espalharam essencialmente por propagacdo vegetativa.
Neste estudo, era esperado que a diversidade genética entre acessos de diferentes regides do Brasil
fosse elevada. No entanto, isso nio foi verificado para os 15 acessos selecionados demonstrando que
ha uma necessidade imediata de analisar todo o banco de germoplasma para verificar a divergéncia



dentro de cada regido. Caso a mesma tendéncia seja verificada, acessos de outras regides do Brasil e
do exterior deverdo ser introduzidos no banco para que seja alcancado um nivel de diversidade
adequado para subsidiar o programa de melhoramento desta espécie.

Conclusoes

Os marcadores RAPD e SSR evidenciaram baixa diversidade genética entre os acessos de Jatropha
curcas avaliados.
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Tabela 1. Locais de coleta e origem de acessos do banco de germoplasma de Jatropha curcas L.
Acesso Local da coleta Origem Acesso Local de coleta Origem

124 Santa Inés - MA Maranhio 259 Sidrolandia - MS | Mato Grosso do Sul
170 Jaiba - MG Desconhecido 309 Para Para
102 Santa Vitéria- MG Minas Gerais 310 Para Para
101 Rio Verde - GO Goias 302 Rio Grande do Sul Rio Grande do Sul
114 Umuarama - PR Parana 313 Jodo Pinheiro Desconhecida
107 Santa Vitéria - MG Minas Gerais 315 Jodo Pinheiro Desconhecida
169 Jaiba - MG Desconhecido 261 Jodo Pinheiro Desconhecida
210 Lavras-MG Minas Gerais

Tabela 2. Agrupamento dos acessos definido pelo método de Tocher para marcadores RAPD

Grupo Acessos
1 124 102 101 114 107 210 259 309 302 313 315 261
2 170 169

3 310




Tabela 3. Agrupamento dos acessos definido pelo método de Tocher para marcadores SSR

Grupo Acessos
1 101 107 169 210 310 259 309 315 261
2 170302 313
3 102114 124
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Figura 1. Dendrograma gerado pelo método UPGMA a partir da matriz de similaridade baseado em
marcadores RAPD
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Figura 2. Dendrograma gerado pelo método UPGMA a partir da matriz de similaridade baseado em
marcadores SSR



