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RESUMO - O conhecimento da variabilidade genética de areas produtoras de pinhdo-manso se faz
necessario para 0 manejo de plantio e para a elaboracao de estratégias de melhoramento genético.
Diante de tal importancia, este trabalho teve como objetivo caracterizar geneticamente genotipos de
pinhdo-manso, cultivados em areas experimentais da Embrapa Tabuleiros Costeiros em dois
municipios de Sergipe (Umbauba e Carira), por meio de marcadores moleculares RAPD. Folhas de 20
individuos de cada area foram submetidas a extracédo de DNA pelo método CTAB 2% e para geragdo
de polimorfismo foram empregados 31 iniciadores de sintese. Os resultados das amplificagdes
serviram para construgdo de uma matriz binaria, que foi usada para estimar a similaridade genética
entre 0s genotipos e agrupa-los pelo método UPGMA. Também foi calculado o erro de similaridade
associado e o valor minimo de similaridade (Sgm). Entre os individuos foi encontrada uma similaridade
média de 0,55 (£0,08). A amplitude das similaridades variou de 0,18 a 1,00. O Sgm foi igual a 0,72, e a
partir deste foi possivel a formagéo de oito grupos maiores e alguns genétipos foram mais divergentes
por estarem isolados. Pode-se concluir que ha a necessidade de introdugdo de novos genétipos devido
a baixa diversidade genética existente.
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INTRODUGAO

O pinhdo-manso (Jafropha curcas L.), planta da familia das Euforbidceas, a mesma da
mamona e da mandioca, tem sido utilizado desde tempos antigos em aplicagdes medicinais, fabricagéo
de 6leo para iluminacdo de casas e vilarejos, como cerca-viva e para a produgdo de sab&o
(SATURNINO et al., 2005). Recentemente ganhou atencédo especial para producdo de biodiesel e
espalhou-se além de seu centro da origem para paises tropicais e subtropicais por causa de sua
resisténcia a seca, propagacéo facil, teor de 6leo elevado, crescimento rapido, adaptagdo a varias
condigdes agroclimaticas e usos multiplos da planta (HELLER, 1996).
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No Brasil, ndo ha cultivares melhoradas que possam ser recomendadas com seguranga para
os produtores (BELTRAO et al., 2006) e para tanto, se faz necessario caracterizar e estudar a
diversidade genética, que fornecem informagdes basicas para composi¢ao de bancos de germoplasma

e melhoramento genético (HOSBINO et al., 2002).

Esta caracterizagéo pode ser feita por meio de marcadores morfoldgicos e moleculares sendo
estes Ultimos mais precisos, por ndo serem influenciados pelo ambiente (OLIVEIRA et al.,2007). Dentre
os marcadores moleculares de DNA baseados em PCR, o RAPD destaca-se por ser um método rapido
e com o menor custo (FERREIRA & GRATTAPALIA, 1998). Desta forma, o objetivo deste trabalho foi
caracterizar, por meio de marcadores RAPD, gendtipos de pinhdo-manso cultivados em duas areas

produtoras experimentais no Estado de Sergipe, Umbauba e Carira.

METODOLOGIA

Para o estudo da variabilidade genética, foram coletadas amostras de folhas de 20 genétipos
de pinhdo-manso cultivados experimentalmente em dois municipios do Estado de Sergipe: Umbauba
(PM1) e Carira (PM2). A extracdo do DNA foi realizada no Laboratorio de Biologia Molecular da
Embrapa Tabuleiros Costeiros, Aracaju, utilizando-se 0 método CTAB 2%, proposto por Doyle & Doyle

(1991), com modificagdes.

As reacdes de RAPD foram baseadas no método descrito por Willians et al. (1990), usando 31
primers da Bioneer. As reacbes de amplificagdo foram conduzidas em termociclador Biocycler em um
volume total de 25uL contendo 14,8 pL de &gua ultra-pura; 5,0 pL de tampéo PCR 10X (Promega,
USA); 0,5uL de Mix de dNTPs (10mM), 0,2uL (5 U) da enzima Taq DNA polimerase (Easy Path);
2,5uL do primer (5 mM) e 2uL do DNA gendmico. Foi utilizada, para cada primer, uma reagao controle.
As reagdes foram submetidas a 35 ciclos de amplificagdo apos a desnaturacao inicial a 96°C por 5
minutos. Cada ciclo constituiu-se de 45 segundos para desnaturagdo a 95°C, 45 segundos para
anelamento a 36°C, 45 segundos para a extensé@o a 72°C. Ao final dos 35 ciclos foi realizada uma
extensao final de 10 minutos a 72°C. Os produtos da amplificagdo foram separados por eletroforese
em gel de agarose 1,0% em tampao TBE 1X a 120 V por cerca de 120 minutos, e corado com brometo
de etidio e os produtos visualizados e fotografados sob luz ultravioleta.

Na avaliagdo dos géis, a presenca (1) e auséncia (0) de bandas foram usadas para a
construgdo da matriz binéria que foi utilizada para calcular a porcentagem de polimorfismo obtida com
cada primer utilizado, além das estimativas das similaridades genéticas entre cada par de individuos
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empregando o coeficiente de Jaccard e método de agrupamento UPGMA (SNEATH e SOKAL, 1973).
Para analises foi utilizado o programa FreeTree (PAVLICEK et al., 1999) e para geragdo do
dendograma foi utilizado o TreeView (PAGE, 1996). Posteriormente também foi calculado o erro de

similaridade associado e o valor minimo de similaridade (Sgm) como sugerido por Skroch et al. (1992).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A amplificagéo com 31 primers gerou 111 bandas, das quais 42 foram polimérficas (37,83%) e
69 monomérficas (66,96%). A média de bandas por primer foi 3,58 e 1.35 foi a média de bandas
polimérficas por primer. Doze primers foram totalmente monomérficos e as anélises de divergéncia

foram feitas com os 19 que apresentaram bandas polimérficas.

A matriz de similaridade genética, baseada no coeficiente de Jaccard, evidenciou similaridade
média entre os individuos de 0,55 (+0,08). A amplitude das similaridades variou de 0,18 (+0,08) a 1,00
(£0,00). Esta ultima similaridade maxima (100%) foi observada entre os genétipos PM2-19 e PM2-20, e

a minima para os individuos PM1-7 e PM2-6.

O valor Sgm, acima do qual os individuos sdo considerados semelhantes, foi igual a 0,72, a
partir deste nivel, observando o dendograma (Figura 1), houve a formagao de oito grupos maiores
distintos, sendo que dois grupos com trés genétipos (Grupo | - PM1-15, 11 e 14; Grupo Il - PM1-18, 19
e 20), um com quatro gendtipos (Grupo Il - PM1-9, 13,10 e 12), quatro grupos destes apresentaram
dois gendtipos, (Grupo IV — PM1-1 e 2; Grupo V — PM1-4 e 8; Grupo VI- PM1-6 e 7, Grupo VII - PM2-4
e PM2-50), outro grupo com 14 gendtipos (Grupo VIII - PM2- 12,10, 8, 9, 11, 7, 6, 15, 16, 17, 19, 20, 13
e 14) e os outros gendtipos foram considerados 0s mais divergentes por apresentarem apenas um

individuo por grupo.

Com base nos resultados, observa-se que a area experimental de Carira (PM2), apresenta os
gendtipos mais similares. Em Umbauba, mesmo os gendtipos apresentando a formagdo de mais
grupos mais dissimilares, o nivel de variabilidade genética encontrado pode ser considerado baixo. Um
provavel para isto pode esta associado ao fato dos lotes de sementes que compuseram os plantios

foram retirados de uma mesma matriz, ocasionado a base genética estreita entre os individuos

Desta maneira, recomenda-se que, com base nos resultados obtidos destas duas éareas

experimentais, sejam selecionados e priorizados genotipos que apresentem caracteristicas
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agrondmicas desejaveis para producdo e que sejam mais divergentes para composi¢ao de um banco

de germoplasma e programas de melhoramento.

CONCLUSAO

Os gendtipos estudados das duas areas experimentais evidenciaram baixo nivel de

variabilidade genética com os marcadores RAPD.
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Figura 1. Dendrograma de similaridade genética a partir do coeficiente de Jaccard e agrupado pelo método UPGMA entre

40 gendtipos de Jatropha curcas L. cultivados em duas areas do Estado de Sergipe. PM1 — Umbalba e PM2- Carira.
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