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RESUMO

FERNANDES, Erika da Costa. M.Sc., Universidade Federal desdjgilho de 2017.
Variabilidade genética entre e dentro de familias ddatropha curcas L. Orientador:
Luiz Antonio dos Santos Dias. Coorientadora: Eveline Teix€nixeta.

Jatropha curcad.. € uma espécie vegetal oleaginosa de grande potpacd@aproducéo
de biocombustiveis, devido ao elevado teor de 6leo de suasitesem@orém,ha
escassez de cultivares comerciais e programas de ameloio para esta espécie sdo
raros.Estudos apontam que a espécie apresenta estraitilidade genética, sendo
necessarias pesquisas que esclarecam essa problematijeti®o deste estudo foi
avaliar a variabilidade genética entre e dentro de 28 familiasdo Banom Ale
Germoplasma dé&. curcasda Universidade Federal de Vigcosa (BAG-UFV)por meio de
marcadores moleculares microssatélites (SSH®ram testados 39 pares de
primersSSRs dos quais seis forampolimorficos, totalizando 18 alelos céghiarde trés
alelos/loos Estes seis marcadores permitiram estimaariabilidade genética entre e
dentro das familias. O conteudo de informacao de polimarfigmiou de 0,08 a 0,57,
com meédia de 0,36, indicando moderada informatividade pdomers As
heterozigosidades esperada (He)e observada (Ho) foramdade\@,44 e 0,48,
respectivamente). coeficiente de endogamig)(foi baixo (-0,03)e a variabilidade
entre e dentro das familias, com base no indice de Shaviemer (H’), foi
considerada altéH’=0,71). O agrupamento de todos os acessos revelou a formacao de
11 grupos. A andlise bayesiana classificou as familias emnoggeupos génicoA.
analise de variancia molecular revelou que a maior parteriabilidade (92,4%) esta
contida dentro das familiador fim, o valor de®sr (0,07) indicou expressiva
diferenciacdo entre as familias. Em razdo destedtadsarecomenda-se priorizar a
selecdo de gendtipos dentro das familias, pois € onde eenten maior
variabilidade.Estes resultados corroboram com a estraiBliigada na implantacdo do
BAG, que priorizou a coleta de mais plantas por familia, nelende forma eficiente

maior variabilidade genética no BAG-UFV.
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ABSTRACT

FERNANDES, Erika da Costa. M.Sc., Universidade Federal de &icisly, 2017.
Genetic variability within and between families ofatropha curcas L.Adviser: Luiz
Antonio dos Santos Dias. Co-adviser: Eveline Teixeira Caixeta.

Jatropha curcad.. is an oilseed plant with great potential for biofuelae to high oil
content in their seeds. However, there are no comalectiltivars available and
breeding programs for this species are rare. Recentrchsgalicate narrow genetic
variability outside its center of diversity, further seglion this topic are necessary to
clarify this problem and to develop new cultivars. Thus, diva of this study was
characterize the genetic variability among and within 28 ll@snfromJatropha curcas
L. Germplasm Bank of Universidade Federal deVicosa (BAsi#g SSR markers.A
total of 3®SRorimerpairs were tested, that six were polymorphic, totaling Heall
with a mean of three alleles/locos.These six markdisved estimating genetic
variability among and within families, through statistics difersity.Polymorpha
informationcontent value ranged from 0.08 t6Mwith an average of 0.36 indicating
moderatelevel of informativenessof these primers. Hédpected heterozygosity
(He=0.44) and observed heterozygosity (Ho0=0.48) were identified.eddlrg
coefficient (f=-0.03)is considerate low and high variability between antdinviamilies
with the Shannon’s information index (H=0.71). A cluster analysiswith all accessions
revealed 11 groups. Bayesian analysis ranking the accessiorisur genetic groups.
Analysis of molecular variance revealed that the greasegttion (92.4%)occurs within
families. Finally, the value of ®s7 (0.07) indicated anexpressive differentiation between
families. Therefore, we recommend prioritizing the s@&ecbf genotypes within the
lines, since it is where greater variability is found.Thessults corroborate with the
strategy used in the implementation of UFV genebank fesnifiracticed wih the
collection of many plants per family, efficiently bging together greater genetic
variability to BAG-UFV.



1. INTRODUCAO

Jatropha curcad.., popularmente conhecida como pinhdo manso, é uma espécie
vegetal da familia Euphorbiaceae, de hébito arbustivo epasten por diversas
ramificacbese que pode atingir 5 m de altura. E uma planta caducifolidpide
(2n=22), com inflorescéncias compostas de flores unissefamisinas, masculinas e,
eventualmente, hermafroditas (DIAS et al., 2007; DIAS.eR@all2). Apresenta sistema
de reproducao misto, com formacédo de sementes ocorregfdoepcialmente por meio
de cruzamentos. A taxa de autofecundacdo na espécieledrtaa 30% (BRESSAN et
al., 2013; ALVES et al, 2015). Os frutos possuem, em média, seénentes e o
amadurecimento é desuniforme (DIAS et al., 2007)

E uma espécie de grande valor social e ecolégico, reckda para a
recuperacdo de areas degradadas, devido a sua ampla d&ribuddta tolerancia a
ambientes marginais e condicbes de estresse (FRANCE., e2005; CEASAR&
IGNACIMUTHU, 2011; MONTES et al., 2014; LAVIOLA et al., 2017). Contudo,
sua exploracdo comercial esta relacionada ao elevadaéedleo nas sementes, com
valores que variam de 27 a 42% (DIAS et al., 2007; FREITAS .et2af1;
EVANGELISTA& SILVA, 2013; EDRISI et al., 2015; FREITAS et al2016) e
produtividade de 1,9 t/ha de 6leo, a partir do terceiro amdadéio (DIAS et al., 2012)
E uma oleaginosa com grande potencial para producdo de biotiweisusendo em
vista que € uma cultura ndo-alimentar, ndo competindo coodagéo de alimentos em
comparagao com o uso de outras culturas como soja, nkuooda.

Especula-se que o centro de diversidadel.deurcasseja a América Central,
sendo 0 México o pais de domesticagcdo mais provavel, psuipesotipos toxicos e
nao toéxicos, estes ultimos encontrados somente naqaéde (PIAS et al., 2012;
PECINA-QUINTERO et al., 2014; SALVADOR-FIGUEROA et al., 201DIAS et
al.(2012)postulam o norte mineiro como centro de diversidadandario da espécie
devido a adaptabilidade e ampla variabilidade morfolégica émcan nos acessos
daquela regido.

A formacédo e manutencdo de Bancos de Germoplasma que sgjesengativos
da diversidade alespécie é essencial para o desenvolvimento de novas @sltipais o
sucesso dos programas de melhoramento esta diretaraEmierado aexisténcia de

ampla variabilidade genética e alta média para o caeaabes(FREITAS et al., 2011)



Ao conhecer a diversidade existente no germaopdas possivel delinear estratégias de
melhoramento a fim de obter maiores ganhos na producdo ddokilerilinhagens
(CRUZ et al., 2011; PECINA-QUINTERO et al., 2014). A caracteépamolecular do
banco de germoplasma é um processo muito importante, vigas quantificar a
variabilidade entre e dentro dos acessos, possibilitandoitéelestratégias de selecéo
gue explorem essa variabilidade de forma mais eficierds programas de
melhoramento(MONTES et al., 2014). Essa caracterizagd® §&r realizada por meio
de marcadores fenotipicos e/ou moleculares.

Os marcadores fenotipicos sao avaliados desde o inicigyrituliura e se
baseiam em caracteristicas de facil observacao.Algundosstém sido realizados para
guantificacdo da variabilidade genética e curcas por meio de marcadores
fenotipicos (FREITAS et al., 2011; AGUILERA-CAUICH et,&015;FREITAS et al.,
2016) Porém esses marcadoresestdo sujeitos a variacOes ida nggek ocorrem
alteracbes no ambiente, geralmente apresentam baixabiiglade, em razdo da
maioria das caracteristicas serem de natureza quamtitatha limitacdo na quantidade
de caracteres avaliados (TOPPA & JADOSKI, 2013).

Em razéo disso, o uso de marcadores moleculares éateanecomendado para
caracterizacdopor serem ferramentas de facil aplicdgabaixo custo relativo
epermitirem a exploracdo de todo o genoma de forma réagidecisa (CAIXETA et al.
2013). A principal vantagem dos marcadores moleculares, @mpacacdo aos
fenotipicos, é a possibilidade dasua aplicagdo em quakgiagio fenoldgico da
planta,independentemente da localizacdo da populacaotédioede desenvolvimento
vegetativo e das condi¢cBes bidticas e abioticas (SAKDAAM al., 2014) Dentre as
diferentes técnicas para obtencdo de marcadores navEgulos microssatélites
também conhecidos como marcadores de Sequéncias Singpesidd (SSRs), séo
recomendados por serem altamente polimorficos, distribuddolongo do genoma,
multialélicos e de heranca codominante.

Estudos de diversidade genética &ourcapor meio de marcadores moleculares
SSRstém sido realizados (SUDHEER PAMIDIMARRI et al., 200€NAét al., 2010;
BRESSAN et al., 2012; PECINA-QUINTERO et al., 2014; SALVADOR-FERDA
et al., 2014; ALVES et al., 2015; VASQUEZ-MAYORGA et al., 2Q1@} resultados
com respeito a quantidade de variabilidade genética repordadaostraditériogla
tem sido classificada como baixa nos estudos realizadoa@ssos de regides que nao

séo consideradas centro de diversidade. Esta baix#ilidade pode estar relacionada
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a diferentes aspectos, dos quais podemos destacar: detipzarcador utilizado, se
dominante ou codominante;a quantidade de marcadores encongadosiimero
limitado de individuosavaliados(MAURYA et al., 2015). E precisosiderar também a
procedéncia dessesindividuos, se oriundos de centros deiddiletbem como o
método de coleta e, se for 0 caso, a instalagéo nicoBie Germoplasma.

Quando o estudo da variabilidade genética € realizado consoaceso
originarios do centro de diversidade é de grande impoadastudar a forma como a
espécie foi introduzida na regido ou no paiscurcasfoi introduzida no Brasil sendo
utilizada, principalmente na construcéo de cercas vivas [FREéet al., 2015).

Estima-se que os colonizadores trouxeram estacas daglgue apresentavam
fendtipo desejado e foram distribuidas nas diferentgi®a® do Brasil, ocorrendo a
disseminacdo a partir desses poucos genétipos. Estudosdesliem bancos de
germoplasma avaliando a variabilidade genética entre adassilgiros tém reportado
baixa variabilidade (ALKIMIM et al., 2033SANTOS et al. 2016)Estes resultados
podem estar relacionados ao modo como a planta foi intdzduzi

Entretanto, FREITAS et al. (2011¢ FREITAS et al. (2016) avaliam
caracteristicas fenotipicas e de produtividade em acpsstEncentes ao Banco Ativo
de Germoplasma dé. curcasda Universidade Federal de Vigosa (BAG-UFV) no
oitavo e no 52més de planti@ revelaram a existéncia de ampla variabilidade a ser
explorada.SOUSA(2015) e SOUSA et al. (2017)caracterizardiversidade genética
entre 93 acessos do BAG-UFV com marcadores molecularesossatélites
confirmando a variabilidade presente nesta colecdo eaafimgue essa variabilidade
se deve ao modo de coleta dos acessos e ao modelodatiliEa instalacéo
dobanco.Porém, neste trabalho os autores avaliaram apenelividuo por acesso,
impossibilitandoa avaliacdo dessa diversidade com a identificacédo e sépada seus
componentes entre e dentro de acessos.

A decomposicao da variabilidade genética em seus compoeattese dentro de
acessos (familias) permite o delineamento de estratégiasett®ramento mais
eficientes que possibilitem obter maior ganhogenético, emomtempo. Em razao
disto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a variabilidgeeética entre e dentro de 28
familias do B\G-UFV de Jatropha curcasL.,por meio de marcadores moleculares
SSR



2. MATERIAL E METODOS

2.1.Coleta do material

O BAG-UFV de J. curcas estd implantado na Fazenda Experimental da
Universidade Federal de Vigcosa, em AraporgslG, situada na latitude 20° 39’ S,
longitude 2° 32’ O e altitude de 823 m. E constituido de acessos provenientes de
diferentes regides do Brasil e do mundo (Tabela 1).

A implantagdo do BAG-UFVfoi iniciada em novembro de 2008, ¢8nacessqs
sendo 75 provenientes de diferentes regides brasileita®&s acessos oriundos do
Camboja. Cada acesso é a representacdo de uma pldriia omale foram retiradas
aproximadamente 20 sementes que foram implementadas comaraftia ho banco.
Dessa forma, assumimos que cada acesso do BAG-UFV é,daalecuma familia de
meios irmaos, sendo denominado de familia neste trabalho.

Atualmente o BAG-UFVdetém um total del504 plantas distrilsuigia 102
familiasinstaladas em cinco experimentos (modulos) deliseadon blocos
casualizados, com quatro repeticbes e parcelas de quatr@asplaniizando o
espacamento 2x2m, com duas testemunhas comuns. Estegestnatular possibilitou
a implantacdo de 16 plantas por familia, com crescimesntinuo de acordo com a
disponibilidade de novas familias, facilitando a instalacGar@nejo. Permite também
estudar a estrutura genética da populacdo com maior lmitidéide nas analises e
comparaveis entre si. O plantio foi realizado com sdoreadireta nas covas e o0s tratos
culturais tém sido realizados de acordo com DIAS et al.(2007)

As testemunhas foram constituidas dos genoétipos maisagtentno Brasil,
adquiridas diretamente do produtor Nagashi Tominaga. Em cada experifoeam
implantadas 16 plantas de cada uma das testemunhas. Assimasala forma que os
acessos foram considerados familias, neste traballtestmmunhas também seréo
tratadas como familias.

Para caracterizacdo molecular entre e denteofatailias do BAG-UFV foram
selecionadas 28familias consideradas mais divergentesoddoamom 0s resultados
reportados porSOUSA(2015) €O8SA et al(2017). Cada familia foi constituida de
sete plantas, escolhidas aleatoriamente dentre assfiéndieis,juntamente com $ré
plantas das familiastestemunhas, compondo um total de 18asplan

Foram coletadasamostras de folhas joyeompletamente desenvolvidas,sadias
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de coloragdo verde brilhante. As amostras foram envdtas papel aluminio
devidamente identificado e acondicionadas em caixa de isapuor gelo para o
transporte até o Laboratério de Biotecnologia e Melnerdo Vegetal da UFV, onde

foram armazenadas em freezer -80°C.

Tabela 1ldentificacdo e procedéncia das 28familiasldeopha curcak. do Banco

Ativo de Germoplasma da Universidade Federal de Vigosaaakd&zno estudo

Familias Local da coleta Familias Local da coleta
UFVJC 4 Santa Vitoria MG UFVJC 53 Barbacena MG
UFVJC 5 Joéao Pinheiro MG UFVJC 57 Janalba MG
UFVJC 6 Joéao Pinheiro MG UFVJC 68 Séao Luis MA
UFVJC 7 Joéo Pinheire- MG UFVJC 70 Ariquemes RO
UFVJC 10 Joao Pinheiro MG UFVJC 71 Jodao Pinheiro- MG
UFVJC 18 Cana Brava Il, Montalvania | UFVJC 80 Desconhecido
UFVJC 19 Cana Brava Il, Montalvania | UFVJC 83 Araras -SP
UFVJC 22 Ipatinga -MG UFVJC 84 Petrolina -PE
UFVJC 31 Poté -MG UFVJC 86 Jequié BA
UFVJC 33 Itaipé -MG UFVJC 90 Ipiad - BA
UFVJC 36 Serra da IbiapabaCE UFVJC 93 ltaité - BA
UFVJC 41 Jales -SP UFVJC 98 Iraquara BA
UFVJC 43 Matozinhos MG UFVJC 102 Desconhecido
UFVJC 47 Pirajai -SP UFVJCT1 Setor 2 Bento

Apds aproximadamente trés dias em freezer -80°C, as rasiofbram
acondicionadas nos frascos doLiofilizador(ModulyoDfreezedopm suas respectivas
identificacdes. O Liofilizador mantém as amostras a -41&@menta gradativamentea
presséo retirando a umidade das folhas, sem que haja dégrate@NA. O tempo
necessario para completa liofilizacdo das amostrasapsarelho foi de 30 horasnk
seguida tais amostras foram maceradas em cadinhosagearadas em microtubos de
2mL.

2.2.Extracdo do DNA

A extracdo doDNA foi realizada no Laboratorio de Biotecnologia do Cadeei
(BioCafé),no BIOAGRO, UFV. Foi utilizado o protocolo par&écaroposto por DINIZ
et al. (2005), com modificacbes. Um volume de aproximadsamBO0 mg de cada
amostra detecido foliar macerado foi adicionado em mibas de 2 mL, previamente

identificados. Dois tampdes foram preparados: o primeirondieaolo tampéo de lise



(Sorbitol 0,35 M, Tris-HCI 0,10 M pH 8,0, EDTA 5 mM) e o segundoegtzacdo
(NaCl 2 M, CTAB 2%, Tris-HCI 0,2 M, EDTA 0,05 M). Os dois tampderam
misturados e acrescidos de sarcosil (5%), bissulfito de $b%ip, carvao ativo (0,1%)
e PVP-40 (2%), formando a solucdo de extracdo. ApOs esseaqrépam mL desta
solugéo, pré-aquecida a 65 °C, foi adicionada em cada ufiorde 2 mL contendo o
tecido vegetal macerado de cada amostra. Os tubos foreadake em banho-maria a
65 °C por 40 min, realizando inversdes a cada 10 minutos a fipnodever maior
contato entre o tampdo e o material vegetal. Em segw@daamostras foram
centrifugadas por 10 minutos a 14000 rpm e o sobrenadante richmgiara novos
tubos, com a adicdo de 600 pL de cloroférmio-alcool isd@m(i24:1). Os tubos foram
agitados até completa homogeneizacdo e centrifugadosOpminutos a 14000 rpm.
Foram transferidos 800 puL do sobrenadante para outro obor@t foram adicionados
novamente 600 pL de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1), tiege a agitacdo e a
centrifugagcdo. Foram transferidos 600 pL do sobrenadpata outro microtubo
contendo 600 pL de isopropanol gelado, invertendo suavemeatbgaogeneizar. Os
microtubos foram mantidos por 2 horas a -20 °C e entaaterial foi centrifugado por
20 minutos a 14000 rp@ sobrenadante foi descartado e o pellet lavado comletano
70% e 95%. O DNA foi ressuspendido em 200 pL de TE (Tris-HCI 10pHMS,O0,
EDTA 0,1 mM pH 8,0), contendo RNAse na concentracao final geggoL e incubado
em banho-maria a 37 °C por 30 minutos. O DNA foi precipitazta 40 pL de NaCl
5M, mais 500 pL de isopropanol 100%, incubado por 2 horas a -20€t€@ seguida,
centrifugado por 20 minutos a 14000 rpm. O sobrenadante foirthekrae, apds
lavagem com etanol 70% e 95%, foi ressuspendido em 200 pL. de agua ultrapura
autoclavada.

A qualidade do DNA foi verificadapor eletroforese em gehdarose 1% corado
com Brometo de etidio. A quantificacdo das amostras redlizada em
espectrofotometroNanoDrof2000, da ThermoScientific. A concentracdo final foi

ajustada para 25ng/pL eo DNA armazenado a -20 °C até o uso.

2.3. Marcadores microssatélites (SSRs)

Foram testados 39 paresmianergnicrossatélites desenvolvidos e validados para
J.curcasedisponibilizados na literatura (Tabela 2). As reacfes g@difammcao por PCR
foram realizadas com 50 ng de DNA para um volume total de 20puL contendo 1,5 mM
de MgC}, 150uM de cada dNTP (dATP, dTTP, dGTP e dCTP), 0,4uM depcadar,



1x de tampéao da Taq com KCI [500 mMKCI; 100 mM Tris-HCI (pH 8,88%0,
NonidetP40] e 1,2 UalTaq DNA Polymeras@~erramentakife Sciencg

As amplificacbes foram realizadas em termocicladdJ (Research, PTC
100),constituicas de desnaturacdo inicial a 94°C por 2 min, com uma etapa de
touchdow?CR compreendendo 7 ciclos, iniciando com 94°C por 30 sepetatura
de anelamento reduzindo 1°C a cada ciclo (de 57 °C até 5brr@) geg e extensao a
72°C por 40 seg.Na sequéncia,mais 35 ciclos a 94°C por 30 seg, atemapeate
anelamento a 51°C por 30 seg e extensao 72 °C por 30 seg/iidalzzam um ciclo de
extenséo de 72°C por 15 min.

Os produtos da amplificacdo foram separados em 1 hora defalete vertical
em gel de poliacrilamida desnaturante 6x e corados coatonitie prata, conforme
metodologia descrita por BRITO et al. (2010).

2.4.Analise dos dados

Os dados foram codificados como codominantes. Dessa.fajoando o loco
apresentou quatro alelos foram atribuidos os cédigos 113328, 44 para as formas
homozigotas e 12, 13, 14, 23, 24 e 34 para as formas hetersziBata as analises

foram utilizados apenas os dados gerados pelos locopiudins.

2.4.1. Diversidade entre e dentro de familias

Para caracterizacdo da diversidade genética entre farfoitea® estimadas as
frequéncias génicas e alélicas, os numeros de aletmsvablos (na) e efetivos (ne)
(KIMURA& CROW, 1964), a heterozigosidade observada (Ho) peresla (He),
também descritas como diversidade génica de Nei (NEI, 1978jicemte de
endogamia ou indice de fixacdo de Wright (WRIGHT, 1978),dicénde diversidade
de Shannon-WiengiHH’) (LEWONTIN, 1995) e a matriz de distancias de Nei (NEI,
1972), utilizando-se softward®>opgene(YEH& BOYLE, 1997).

Com o software Genes (CRUZ, 2013) foi obtido o Conteddo médio de
Informacéo Polimérfica (PIC), calculado segundo BOTSTRIMEI.e(1980), a partir do

seguinte modelo:

a a

a
PIC=1-Y"pt= > > viv]
j=i i,j=1(i#j)

ondepé a frequéncia do i-ésimo alelo do j-ésimo loco estudado.






Tabela 2.Identificacdo e sequéncia dpsmers microssatélites utilizados na avaliagdo

da variabilidade genética entre e dentro de familias do BAG-tlH-germoplasma de

Jatropha curcak. da Universidade Federal de Vigosa

Sequéncias 5'-3'

Primer Forward Reverse

3CESR0163 AACCACAGGAGTTGGTAATG GAAAGAAGCAACAGAAATGG
3CESR0333 ACAATATACAATGGCGATTTC TAATGAATCTGTAGGACCCG
3CESR0399 CAATGCATGGATCATAAGTG CTCAAGTCAAATCTGGGAAC
SCESR0836 CTTCCGCCTTCTCTTCCC CATGGTTATCAGCCCATAGT
3CESR0756 CAGGTTCGTCTTCTTCAACT ATATATGATCCCGACAACAA
1JCENAS87 ATCTGGAGTGAAACCAAAGA CACATGGTAAGCATTACAAGC
1JCENA27 CATTTTTCATCAAGGCCTAC GTATTTCTCCACACGCAACT
1JCENA41 CTTTCTTACCCCTCATCCTT AAAGCCAGGACATACTTGAA
1JCENA47 GCCCGAGTTCTCTATAAGGT CCATGGACTATCTCAACTTC
1JCENAG3 GCGTGGACTATCTCAACTTC CTGATTACGCAATGGAACTA
2JCDS10 CATCAAATGCTAATGAAAGTACA CACACCTAGCAAACTACTTGCA
2JCMS21 TAACCTCTTCCTGACA ATAGGAAATAAGAGTTCAAA
2JCPS1 GAGGATATTACAGCATGAATGTG AATCAATCAATCTTTGGCAAA
3SSRY63 TCAGAATCATCTACCTTGGCA AAGACAATCATTTTGTGCTCCA
3SSRY132 CTTTTTGCCAGTCTTCCTGC TGTCCAATGTCTTCCTTTCCTT
3SSRY184 TCATCCCAAAAATACCTCTAACA CTCCGACAAGCATGTGAATG
3SSR107 CCATTTTCTCTTGCTTCTGTCA TGGTTTGAACTATAAAATCCTT
3SSRY150 CAATGCAGGTGAAGTGAATACC AGGGTGCTCTTCAGAGAAAGG
3SSRY153 TTCCAGAAAGACTTCCGTTCA CTCAACTACTGCACTGCACTC
3SSRY133 AGCATGTCATTGCACCAAAC CGACTGCATCAGAACAATGC
3SSRY50 CCGCTTAACTCCTTGCTGTC CAAGTGGATGAGCTACGCAA
3SSRY7 TGCCTAAGGAAAATTCATTCAT TGCTAAGCTGGTCATGCACT
3SSRY146 TTCCCTCGCTAGAACTTGTC CTATTTGACCGTCTTCGCCG
3SSRY113 TTTGCTGACCTGCCACAATA TCAACAATTGGACTAAGCAGC
3SSRY46 TCAGGAACAATACTCCATCGAA CGCTAAAGAAGCTGTCGAGC
3SSRY53 CCATGCAGTAGTGCCATCTTT ATTTTCACCAACCGCAACTC
3SSRY136 CGACTGCATCAGAACAATGC AGCATGTCATTGCACCAAAC
3SSRY100 ATCCTTGCCTGACATTTTGC TTCGCAGAGTCCAATTGTTG
3SSRY127 CTTCGCCCTCTACAAAAGGA GCTGAACTGCTTTGCCAACT
3SSRY61 GGCTGCTTTACCTTCTACTCAGA CAAGAACGCCAATATGCTGA
3SSRY4 ATAGAGCAGAAGTGCAGGCG CTAACGCACACGACTACGGA
3SSRY185  GAAGAAGACGGTTAAAGCAAGTT ATGCCAGTTTGCTATCCAGG
3SSRY177 ACCACAAACATAGGCACGAG CACCCAATTCACCAATTACCA
3SSRY151 AGTGGAAATAAGCCATGTGATG CCCATAATTGATGCCAGGTT
3SSRY146 TTCCCTCGCTAGAACTTGTC CTATTTGACCGTCTTCGCCG
3SSRY159 CTTATCCTGTCCCCTCCACC GACAATTGCATAGGAAGCACA
3SSRY119 AACATAGGCATTAAAGTTTGGCA GCAAATGTGTTTTCAATATAAGGC
3SSRY58 GAAGGACAAGCAAAGAAGCAA TGGAATCCAATATTGATGACTAAGA
2JCDS24 GGATATGAAGTTTCATGGGACAAG TTCATTGAATGGATGGTTGTAAGG




Fontes’BRESSAN et al. (2012SUDHEER PAMIDIMARRI et al. (2009); 3\EN et al.
(2010).

Em seguida, um dendrograma circular foi construido a pdatirmatriz de
distancias genéticas de Nei, empregaselo-método de agrupamento da ligacdo média
entre grupos (UPGMA) comsoftwareMega(KUMAR et al., 2016)

Com os dados codificados, foi realizado também um estudestlatura da
populacao, com softwarestructure(PRITCHARD et al., 2000), baseado em estatistica
bayesiana. Foram testados valores de K que variaram d201l@m 20 repetigcdes.
Cada corrida foi implementada com 500.000 interacdes ini@ai$.000.000 de
simulacdes de Monte Carlo, via Cadeias de Markov (MCNP@)a definicdo do melhor
nimero de grupos genéticos foi realizado o calculoAKe conforme descrito por
EVANNO et al. (2005), utilizandse o softwaretructureHarvester(EARL&
VONHOLDT, 2012).

2.4.2. Diversidade entre familias

A andlise de variancia molecular (AMOVA) foi utilizada peaeaelaradivisdo da
variancia em seus componentes entre e dentro das farAillOVA foi processada
utilizando os dados codificados de acordo com a metodalegi&ita porEXCOFFIER

et al. (1992), usandseo softwareGenes (CRUZ, 2013) e no seguinte modelo:

FV gl SQ QM E(QM) Dsr
_ o}

Entre familias a—1 SQE QME o! + No} G_’;’%

Dentro familias N-a SQD QMD o}

Total N-1 SQT — 0%

Em quea: nimero de familiasN: nimero total de planta®j: média harmdnica do
N

Ny o P .2 A
o7 variancia total;o: variancia

nimero de plantas por familias, seNde

a—

dentro das faml'lias;a,%: variancia entre as familias.

3. RESULTADOS

Dos 39 pares deprimers testados, nove apresentaram amplificagdo dos
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fragmentos com bandas nitidas e individualizadas. Destes seis foram eficientes

em identificar polimorfismo nas 189 plantas do BAG-UFVJaéropha curcad.., e

foram utilizados nas analises de estrutura da populacaeersidade.As frequéncias
alélicas observadas (Tabela 3) apresentaram uma \@arided0,0080 (marcador
SSRY146) a 0,9572 (SSRY113). O alelefdi o mais frequente de cada marcador e
variou de 0,5027 (SSRY159) a 0,9572 (SSRY113). Os locos SSRY159 e SSRY146
foram os que apresentaram a maior detecgdo de polimorfidenacordo com a
frequéncia de alelos, pois revelaram maior nimero dasalé), com ampla variacdo da

frequéncia.

Tabela 3. Frequéncia dos alelos; AA;, As e A, dos seis locos polimérficos obtidos
com marcadores microssatélites e utilizados na aval@gg&ariabilidade genética entre

e dentro das 28 familias datropha curcag..

Locos Al As As As
JCENA87 0,5535 0,4465 - -
SSRY113 0,9572 0,0428 - -
SSRY159 0,5027 0,0187 0,2059 0,2727
SSRY146 0,6070 0,0080 0,0187 0,3663
SSRY100 0,5856 0,0294 0,3850 -
SSRY151 0,6818 0,2968 0,0214 -

Os seis locos polimorficos analisados permitiram a ideat#io de 18 alelos (na),
gue variaram de 2 a 4om média de 3 alelos/loco® numero de alelos efetivos (ne)
variou de 2,70 a 1,09, com média de 1,93 e desvio padrdo de 0,52a(#Fabed
estimativas da heterozigosidade observada (Ho) e esperadad@ienportantes para
guantificar a diversidade genética dentro das populacoesn €xtas estimativas é
possivel identificar se a populacdo esta sob acasalam@mertcaso ou ndo. Ho variou de
0,04 a 0,83, com um valor médio de 0,48 e desvio padréo de 0,26, endqaargdou
de 0,08 a 0,63, com média de 0,44 e desvio padréao de 0,19 (Talkedaas)estimativas
confirmam a ampla natureza heterozigotica do BAG-UFV. ldeesentou valores
menores do que a He para os marcadores SSRY113, SSRY159 e SSRYlifha em
com valores positivos do coeficiente de endogamia0,48, 0,36 e 0,11,
respectivamente). Os demais marcadores apresentaramati@stimmegativas para o0s
coeficientes de endogamia, variando de -0,22 a -0,68, e de&diy03. As estimativas

do coeficiente de endogamia identificam a ocorrénciardeamentos preferenciais
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entre aparentados na populacdo. Valores negativos para ces$eiente sdo
interpretados como endogamia nula, ou seja, ndo ha criammpreferenciais na
populacdo. Esses resultados indicam que as familias do BAGs&li-provenientes de
populacdes sob acasalamento ao acaso.

Outro estimador importante na caracterizacdo da divers@adeonteddo médio
de informacédo polimérfica (PIC) que mede o poder discrimiratdd marcador,
considerando ndo apenas o numero de alelos por, Ioasstambém a frequéncia do
alelo. Assim, foram observadas estimativas para ovRiando de 0,08 (SSRY113) a
0,57 (SSRY159). O marcador SSRY113 apresentou o0 menor PIC.

Os valores estimados para o indice de Shamiener (H’) apresentaram
variacdo de 0,18 (SSRY113) a 1,10 (SSRY159), com valor médig/deMabela 4).
Esse valor indica elevada variabilidade nas familidsdarcasanalisadas.

Tabela 4. Estimativas genéticas populacionais para as 28 familidatdgpha curcas

L. do BAG-UFV, geradas por seis marcadores molecularesssutélites

Locos na ne Ho He f H’ PIC
JCENA87 2 1,98 0,83 0,49 -0,68 0,69 0,37
SSRY113 2 1,09 0,04 0,08 0,48 0,18 0,08
SSRY159 4 2,70 0,40 0,63 0,36 1,10 0,57
SSRY146 4 1,99 0,60 0,50 -0,22 0,78 0,40
SSRY100 3 2,03 0,45 0,51 0,11 0,78 0,41
SSRY151 3 1,81 0,55 0,45 -0,23 0,70 0,36
Média 3 1,93 0,48 0,44 -0,03 0,71 0,36
Desvio padrao 0,89 0,52 0,26 0,19 0,43 0,30 0,16

na namero total de alelos por loco; ne: niamero efetivoleless Ho: heterozigosidade
observada; He: heterozigosidade esperadaoeficiente de endogamia; H’: indice de
diversidade de Shannon-Wiener e PIC: contetdo de informagéaint®rfismo.

Para analise da diversidade entre os 187 acessos fdo abti dendrograma
UPGMA, utilizando a matriz de distancias de Nei (NEI, 1972)(Figir®bservou-se a
formacdo de 11 grupos separados da seguinte forma: Gruponrieflio, 45 plantas),
Grupo Il (verde, 17plantas), Grupo Il (azul escuro, 2 plant@yupo IV (roxo,
3plantas), Grupo V (marrom, 12plantas), Grupo VI (cinza, 1&pdanGrupo VIl (verde
claro, 5plantas), Grupo VIII (amarelo, 45 plantas), Grupdd2ul, 27plantas), Grupos
X (azul claro, 10 plantas) e Xl (laranja, 7 plantas).

Nesta analise foram consideradas as distancias enssoasem vinculacdo da
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familia. Dessa forma é possivel observar a existéncangda variabilidade entre eles,
visto que individuos pertencentes a mesma familia ndo gsgpaam, mas se

distribuiram em diferentes grupos.
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Figura 1. Dendrograma de UPGMA baseado na matriz de distancias deNHEi (
1972)para avaliacdo da diversidade entre 187plantdstdepha curcad.. do BAG-

UFV, por meio de marcadores moleculares microssatélites

As familias UFVJC 43 e UFVJC 41 foram as que apresentaram niaitero de
acessos (5 acessos cada uma) no mesmo grupo (grupo indistoque essas familias
apresentam menor variabilidade entre seus individuos, quangm@das as demais.
Em contrapartida, os individuos da familia UFVJC 19 foramueasapresentaram maior
variabilidade com distribuicdo em seis grupos diferertel/( V, VIII, IX e X). Os
acessos UFVJC 10 7, UFVJC 19 1 e UFVJC 31_2 formaram um grupoodigtimpo
IV), o que indica maior similaridade entre essesacespesaade serem provenientes
de familias diferentes. Convém observar que a insercdaulmkeriéo, seguido do
namero, a exemplo de UFVJC 10 7 denota o acesso 7 da farmMll@UEOD. As

testemunhas, que representam os genétipos plantados ebmente, foram separadas
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em grupos diferentes (indicado por setas), sendo UFVJCT1_3 eCQJEVS 0 grupo
amarelo e UFVJCT1_4 no grupo verde.

A analise com csoftwaréStructure permite verificaa estrutura da populacéo
Visualizase a ancestralidade dos individuos constituintes das farpibasneio da sua
identificacdo e organizacdoem grupbessa forma, de acordo com o calculo Ak,
quatro grupos distintos (k=4) foi o nimero 6timo para dlaasitodas a familias e

estudar a estrutura da populacao (Figura 2).

DeltaK = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))

5 \—/\_J

0

5 10 15 20
K

Figura 2. Valores estimados d&k para caracterizacdo do melhor nimero de grupos,

segundo a metodologia proposta por EVANNO et al. (2005)

Na Figura 3 visualizaea proporcao de alelos proveniente de cada grupo genético
(quatro cores) e para cada individuo (barra vertical). Analisaa estrutura da
populacdo nos quatro grupos obsesggue alguns individuos apresentam maior
variacdo no fracionamento dos alelos, indicando a pgasdeadmixturena ancestria
das populacdes. Individuos de diferentes familiasapreserdastiiibuicdo aleatoria nos
guatro grupose alguns acessos apresentaram proporcdes semelhantes siecalio
UFVJC47_5 e UFVJC31 4.

Os gruposforam formados por familias provenientes de diferentes estimos
Brasil, de forma que ndo houve distincdo entre as regiéecoleta e a formacéo dos
grupos. Poucas familias tiveram sagesos reunidos em apenas um grupo, dentre elas
€ possivel destacar UFVJC86 (grupo azul) proveniente de JequiédBAIC4 (grupo
amarelo) de Santa VitordG e UFVJCA41 e 47 (grupo vermelho) ambos de Sao Paulo
(Jales e Pirajai respectivamente)

Os acessos das familiastestemunha foram separados nos @mmaosio
(UFVICT1_3 e UFVJIC T1_5) e vermelho (UFVICT1A4pliando a proporcao dos
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alelos é possivel identificar correspondéncia comadisendo dendrograma, visto que
cada um dos trés individuos apresemimporcdes diferentes.

UFWVIC 71_3
UFVIC 90_4
UFVIC 71_6
UFVIC 68_3
UFVIC 83_2
UFVIC 98 5
UFVIC 98 7
UFVIC 6_7
UFVIC 53_5
UFVIC 102_1
UFVIC 102 2
UFVIC 90 _7
UFVIC 98 4
UFVIC 102 4
UFWVIC 70 3
UFVIC 71_9
UFVIC 31_3
UFVIC 93_2
UFVIC 86 1
UFVIC 68 2
UFVIC 86 _3
UFVIC 86 2
UFWVIC 83 1
UFWVIC 57_5
UFVIC 84_4

UFVIC 47 2
UFVIC 19 1
UFVIC 31_8
UFVIC 31 2
UFVIC 5 9
UFVIC 7_8
UFVIC 18 1
UFVIC 22 1
UFVIC 22 2
UFVIC 41_8
UFVIC 47 _9
UFVIC 7 3
UFVIC 19_10
UFVIC 41_3
UFVIC 41 7
UFVIC 10_7
UFVIC 36 10
UFVIC 57_6
UFVICT1_ 4
UFVIC 41_2
UFVIC 10_9
UFVIC 70 7
UFVIC 98 1

UFVIC 70_1 UFVIC 19 8
UFVIC 57_3 UFVIC 68_10
UFVIC 53 _8 UFVIC 18_7
UFVJIC 57_4 UFVIC 84_1
UFVIC 71_5 UFVIC 7 2
UFVIC 80_2 UFvIC 4:5
UFVIC 577 UFVIC 93 _5
:’izjf Z;—i UFVIC 84 2
UFVIC 53_6 UFvIC 70_2
UFVIC 53 4 UFVIC 33 8
UFVIC 84 7 UFVIC 47 3
UFVIC 36_6 UFVIC 7_9
UFEVIC 86 6 UFVIC 70 4
UBPVIC 57 1 UFVIC 31_4
UFVIC 98 2 UFVIC 47_5
UFVIC 80 _4 UFVIC 68_7
UFVJIC 53 7 UFVIC 19_9
UFVIC 71 _1 UFVIC 7 5

UFVIC 83 7
UFWVIC 10 5
UFVIC 4 8
UFWVIC 90_1
UFVIC 102_6
UFVIC 84_5
UFVIC 31_5
UFVIC 47 1
UFVIC 6. 1
UFWVIC 22 3
UFVIC 86 5
UFVIC 43_6
UFVIC 6_5
UFVIC 5_2
UFVIC 22 7
Urvic 4 7
UFWVIC 80_5
UFVIC 18 10
UFVIC 4 4
UFVIC 4 3
UFVIC 53_2
UFVIC 4_2
UFVIC 6_4
UFVIC 18 8
UFVIC 57 2
UFVIC 83 4
UFVIC 102 3
UFVICTL1 5
UFWVIC 10_1
UEFVIC 86_4
UFVIC 4_9
UFWVIC 22 4
UFVIC 19 7
UFVIC 31 1

UFVIC 6 3
UFVIC 41_4
UFVIC 47 7
UFVIC 98_6

UFVIC 1027
UFVIC 47 6
UFVIC 36_7
UFVIC 53 3

UFVIC 5.8
UFVIC 36_9
UFVIC 43_2
UFVIC 43 4
UFWVIC 33 2
UFVIC 90_2
UFVIC 22 6
UFVIC31_7
UFVIC 43 5

UFVIC 43_10
UFVIC 80_6
UFVIC 68 6

UFVIC 6_6
UFVIC 70_5
UFVIC 41_5
UFVIC 10 _3
UFVIC 68 4

UFVIC 102_5
UFVIC 84 6
UFVIC 80_1
UFVIC 33_6
UFVIC 36_5
UFVIC 10_4
UFVIC 41_6
UFVIC 90 3
UFVIC 86_7
UFVIC 90 6
UFVIC 93 1
UFVIC 43_1
UFVJIC 36 3
UFVIC 90_5
UFVIC 71_4
UFVIC 93 7
UFVIC 18_6
UFVIC 83 5
UFVIC 43 7
UFVIC 84 3
UFVIC 19_4
UFVIC 83 9
UFVIC 33 _9

UFVIC 7_4

UFVIC 10_8
UFVIC 33 4
UFVIC 33 5
UFVIC 5 10
UFVIC 68 8
UFVIC 93 4
UFWVIC 98_3
UFVIC 93 3
UFVIC TI1_3
UFVIC 93 &6

UFrvIC 5 6
UFVIC 80_3
UFWVIC 18 5
UFVIC 19 6
UFVIC 18_2

UFVIC 55

Figura 3. Gréfico da estrutura da populagdo, com a separacdo em guabos, dos
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187 acessos doAZ5-UFV deJatropha curcak.

A analise de variancia molecular (AMOVA) permite a digisk variancia total
em seus componentes entre e dentro das familias. Corseiss marcadores
microssatélites utilizados foi possivel identificar que 92@®variabilidade genética
esta contida dentro das familias (Tabela 5). Apenas 7,5%%#ridgdo total ocorre entre

as familias.

Tabela 5. Andlise de variancia molecular (AMOVA) de 28 familiasldéropha curcas

L. do BAG-UFV

Componentes % de
PV gl SQ QM de varidncia  variacéo ST
Entre familias 27 15,79 0,58 0,03 7,59 0,07
Dentro familias 159 60,05 0,37 0,37 92,40
Total 187 75,84 0,40 0,40

O estimadordst representa a diferenciacdo entre familias e o valarynéraco

(Ps1=0,07)indicaelevada diferenciacédoentre elas.

4. DISCUSSAO

A existéncia de diversidade genética é importante em progdamaslhoramento
para selecdo de genitores, visando obter a melhor combidacéalelos favoraveis. O
conhecimento da distribuicdo da variabilidade entre e delasisopopulacdes permite
tracar estratégias eficientes para coleta de germoplasmara a selecdo. Poucos
estudos de diversidade entre e dentro de acessdatagha curcasL. tém sido
desenvolvidos com marcadores moleculares microssat@igRs) (MAURYA et al.,
2015; MONTES OSORIO et al., 2014; SALVADOR-FIGUEROA et al., 2014). Este
primeiro estudoobjetivando avaliara diversidade genétita endentro de 28 familias,
totalizando 187acessos, nesta colecdo

Asestatisticas de diversidade estimadas no presente esbuddoram com
aguelas reportadam pesquisas recentes. Onimero médio de alelos pdinctoi de
3, similar ao reportado por SANTOS et al.(2016), os quais aaalidB gendtipos com
11 marcadores SS&dgdentificaram de 2 a 5 alelos. DEL ANGEL et al. (2016),
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utilizando seis marcadores SSRs, também identificaraZrned® alelos, com média de 3
alelos/loco. BRESSAN et al. (2012), ao desenvolverem elaralin 41 marcadores
SSRs,identificaram maior variacdo alélica (2 a 8 g)JelBRESSAN et al. (2013)
utilizaram cinco marcadores SSRspara testar o sistepnadigivo deJ. curcase
reportaram variacdo de&6 alelos, com média de 4,67 alelos/loco. Em contrapartida
SALVADOR-FIGUEROA et al. (2014), ao avaliarem 93 acessosJdecurcas
provenientes do México,com 10 pares de marcadores SSRs,figdeati 2,28
alelos/loco.®MIE et al. (2014), ao estudarem a estrutura de uma populagéont
marcadores SSRs, identificaram valores mais baixésli de 2,13 alelos/loco) do que
0s encontrados no presente trabalho.

O numero de alelos efetivos (ne) quantifica os alelos presentaram frequéncia
significativa na populagéo. Os valores de ne encontrdgo8 & 2,70) foram maiores do
gue os reportados por BM et al. (2010)e SALVADOR-FIGUEROA et al. (2014)
porém similares aos de ONE et al. (20IMJEN et al. (2010) obtiveram ne cujos
valores variaram de 1,45 a 1,67 em seu estudo com 45 aceskosudsasavaliados
com marcadores SSRs.SALVADOR-FIGUEROA et al. (2014) enagatr valores de
ne de 1,50 a 1,82.NE et al. (2014),a0 avaliarem uma populaca@dm marcadores
SSRs, relataram ne de 1,35 a 2,71.

O conteudo de informacao polimorfica (PIC) indica o patiscriminatério do
marcador. Os valores de PIC variaram de 0,08 a 0,57, coma méd,36 sendo,por
isso,considerados moderadamente informativos (BOTSTE#N, et980) VASQUEZ-
MAYORGA et al. (2017) encontraram valores semelhantes @®47), ao avaliarem
50 acessos da Costa Rica, porém com média menor (02 9uto lado, MONTES et
al. (2014), ao estudarem a diversidade em 70 acessos provemianidrica, Asia e
América do Sul, encontraram valores mais baixos de ®0% @ 0,50e média de 0,15).
MONTES et al. (2014)associaram esses valores a elevadazigmse nos acessos
avaliados, e sugeriram ocorréncia de altas taxas de autdé&é@o neledNo entanto, 8
valores encontrados nas estimativas de heterozigosided®,04 a 0,83) observada
naquele trabalho ndo confirmam a especulacéo

As estimativas de heterozigosidade observada (Ho) e eap@f@) permitem
avaliar ndo somente a diversidade genética, mas tanmfénn sobre a estrutura das
populacdes. Os valores médios obtidos neste trabalhcO(#®=e He=0,44) foram de
mesma magnitude que os encontrados PpoE €t al. (2014) (Ho=0,47 e He=0,43) e por
SANTOS et al. (2016) (Ho=0,64 e He=0,40), quando avaliaram 48 ackssofecao
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de germoplasma da EPAMIG por meio de marcadores SSEre IS

As estimativas do coeficiente de endogamig (ambém chamado indice de
fixacdo, s&o utilizadas para identificar a ocorréncigrdeamentos preferenciais entre
aparentados na populacdo que, por consequéncia, alteragué@nitia de heterozigotos.
Valores negativos para esta estimativa sao interpretemim® endogamia nula, de
forma que na populacdo ndo ha ocorréncia de acasalareettesparentados (CRUZ
et al.,, 2011). Of positivo em 3 dos 6 marcadores avaliados pode ter relaghcac
ocorréncia de autofecundacédo entre algumas plantasAds B-V. ALVES et al.
(2015) identificaram variagdes na taxa de cruzamento (885 e ocorréncia de
autofecundacéo (s=0,12) em populacbesJdeurcas Taxas de cruzamento misto
também foram encontradas por BRESSAN et al. (2013) (tm=0,680¢32). Esse
processo dinamico na reproducdo da espécie pode gerar pamtdferentes niveis de
endogamia, tal como identificado neste estudo. Porém,base no valor médio fie
0,03) podeseafirmar que o nivel de endogamia encontrado néo foi gigtivfo. Valor
similar paraf (f=-0,10)foi reportado por VASQUEZ-MAYORGA et al. (2017).

O indice de ShannoWiener (H’) é muito utilizado como medida de diversidade
dentro de populagcbes. Ele considera em seu calculogaéfieia do gendtipo e o
namero de classes genotipicas para um dado loco comprobabilidade. Por isso, &
considerado um indice de riqueza genotipica. Os valores encontrados de H’ variaram de
0,18 a 1,10 (média 0,71), o que revelou a existéncia de elevaahiliiade genética
dentro das 28 familias de curcaslo BAG-UFV. PIOTO et al.(2015), ao estudarem a
diversidade genética entre e dentro de cinco populacdkscdecascoletadas no estado
de Sao Paulo, por meio de marcadores AFLP, encontraranevahédios de 0,43 para
H’, inferiores aos encontrados no presente trabalheNWt al. (2010) reportaram
valores de H’ de 0,41 a 0,50, mais baixos que os descritos no presente trabalhg esse
autores consideraram os acessos estudados com eleviddidade. N&o obstante,
ONE et al (2014)obtiveranvalores para H’ variando de 0,13 a 1,04, em linha com o
presente trabalho.

A formacéo de 11 grupos por UPGMA a partir da matriz de distérde Nei
evidencia a presenca de ampla variabilidade entre os acessBAG-UFV, como
relatado anteriormente por FREITAS et al. (209QUSA(2015)e FREITAS et al.
(2016). A maioria desses acessos sao provenientes da Kegigodo estado de Minas

Gerais, corroborando com a idei@ @ssa regido ser um centro secundario de
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diversidade da espécie, como proposto por DIAS et al.(2012)

A andlise da estrutura da populacéo realizadasafowareStructure revelou a
distribuicdo das familias em quatro grupos (k=4) e evidencioexisténcia de
admixturena ancestria de alguns individuesrém esse fato ndo apresentou relacdo com
a regido de coleta nem com a ordem das familias. RéssilsEemelhantes (k=4) foram
reportados por MAURYA et al. (2015) ao avadiar 96 acessos dd. curcasde
diferentes regides do mundo, incluindo acessos toxic@e ¢oxicos. Naquele caso, os
autores atribuiram essadmixture a afinidade filogenética dos acessos. OVANDO-
MEDINA et al. (2011), estudando cinco populagbes Mecurcas do México,
evidenciaram a formacao de cinco grupos (k=5) que estavaooredos a origem
geogréfica das populacdes, porém também foi identificadeéwia dadmixture na
ancestria dos acessos. Para explicar essa mistunatoossdevantaram hipéteses como
a biogeografia da espécie, ou seja a distribuicdo no egmEg tempo, que levou a
ocorréncia de cruzamentos entre individuos de difereotgens, fato este que
sustentaria a ideia da origem heterozigotica da populacddos trabalhos
supracitados continham acessos do centro de diversidade, @oqtréduiu para
formacéo do elevado numero de grupos. Dessa forma, o feréisshalho € o pioneiro a
retratar a formacéo de quatro grupos e elevada variabilidaééaeutilizando apenas
acessos fora do centro de diversidade da espécie.

SANTOS et al. (2016) utiizando marcadoresSSRs elSSRs,detecta@am
formacédo de trés grupos génicos (k=3) ao avaliar a diversipadica de 48 acessos
do BAG da EPAMIG, acessos estes também provenientes de Merais. Porém foi
relatada baixa variabilidade genética entre os acessdsIMAM et al. (2013), ao
avaliarem a diversidade genética entre 46 acessos do ni&@&ocom marcadores
RAPD e ISSRs, também encontraram baixa variabilidade iganéhtre os acessos.
Estes resultados contrastantes podem ser atribuidos der pascriminatorio do
marcador utilizado, no caso ISSR e RAPD, que por serecad@es dominantes nao
permitem a identificacdo do genoétipo heterozigoto, e assintosgm menos
informativos que os marcadores microssatélites. Poo tado, este contraste evidencia
a eficacia da estratégia de implantacdo deGBJFV, onde foram implantadasl6
plantas por familia. Essa estratégia possibilitou reuniomairiabilidade genética na
colecdo tornanda-mais representativa da diversidade existente na espécie.

A Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) revelou que a mgooporcao da

variagdo encontrada esta contida dentro das familiag%92,com um indice de
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diferenciacdo ®s7) de 0,07 entre familias. OVANDO-MEDINA et al. (2011)
reportaram 87,8% da variagcdo ocorrendo dentro das populacoebsgote 0,04 ao
avaliaem cinco populacdes no México, indicando elevada variabili@adignificante
diferenciacédo entre as populacdes. MAURYA et al. (2015)@eten 94,0% da
variacéo total dentro das populacdes ao estudar 96 acessaseipode marcadores
SSR, com indice de diferenciacdo de 0,06, consideradadelewapesar de reportar
baixa variabilidade nos acessos estudados. MAVUSO et al. )(R@igificarama
variacdo dentro das populagbes como sendo de 68,7% da vaosaaao utilizar
marcadores ISSR para avaliar 13 populacte3. @ercas Por outro lado,GRATIVOL
et al. (2011) quantificaram a diversidade genética de 332 acedssds curcas
provenientes de oito estados do Brasil, utilizando maread&SRs e reportaram baixa
variabilidade, além de identificarem que a maior parte bitidade genética existente
ocorre entre 0os acessos (37,4%) e entre regides (33,4%ut@es atribuiram essa
baixa divergéncia genética como reflexo de selecOegadas por produtores a fined
obter maiores produtividades. Estes trabalhos corrobocam os resultados
apresentados, evidenciando a expressiva diferenciacadentisnas familias
pertencentes ao BAG-UFV e a elevada variabilidade genétickp a variacdo dentro
das familias como seu componente mais importante.

FREITAS et al. (2011) realizaram o primeiro estudo de divadsidgenética no
BAG-UFV de J. curcas utilizando caracteristicas fenotipicas e de produtividade.
Naquele trabalho a colecdo se encontrava no fim dodeejivenil mas,ainda assim,
foi revelada elevada variabilidade com a formacdo de oitpogr Outro estudo
realizado por FREITAS et al. (2016)fundamentou a presencéedada variabilidade
genética na colecao apds 52 meses de plantio, com ecimrda cinco grupos, também
por meio de caracteristicas fenotipicas e de produtividatien disso, os autores
reportaram o elevado teor de 6leo dos acessos dacalegi@riou de 30 a 39,6% com
média de 36,2% e a correlacdo desta caracteristica corasoparametros de
produtividade.SOUSA(2015) realizou estudo para avaliar a diversigeaé&tica do
mesmo BAG, por meio de marcadores microssatélitesyfermou a presenca de ampla
variabilidade entre acessos com a formacao de nove gruposteSiente trabalha
elevada variabilidade entre as familias descrita antegiste foi comprovada com a
formacdo de 11 grupos. Além disso, foi possivel revelasgpti@ ampla diversidade
genética ocorre dentro das familias, de forma que 92,4% debiliedede presentees

encontra dentro das familias. Este resultado confirn@eicada estratégia utilizada na
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formacdo da presente colecdo, onde foi preconizado a aietaaior nimero de
sementes por acesso, ao invés de maior nimero de sacédss@wio adocdo dessa
estratégia de coleta na formacédo de outras colec6esspodensiderada a razao de os
estudos de diversidade reportarem baixa variabilidade genétespécie.

Baseado nos resultados apresentados neste trabalhonsisggue a etapa selecao
dos genoétipos em programas de melhoramento seja reaépadaxperimentos com
grande numeros de repeticdes e em condi¢des variadas @atasybcorroborando com
SANTOS et al. (2016)Devido a elevada variabilidade genética dentro de familias, a
selecdo deve ser praticada entre plantas dentro das famdliatando mais plantas por

familia, pois assim se estara capturando a variabilidaderda &ficiente.

5. CONCLUSOES

Os seis marcadores moleculares microssatélites utiSzZg@@ENA87, SSRY113,
SSRY159, SSRY146, SSRY100 e SSRY151) foram eficientes em quantficar
diversidade genética entre e dentro das 28 familiasAd® BFV deJatropha curcak.

Constatou-se que a variancia dentro das familias € spanpor 92,4% da
variabilidade total dos acessos. Em razéo disso, reconsemdaior atencdo na etapa da
selecdo nos programas de melhoramento, dandse em selecionar mais plantas por
familias.

Estes resultados sdo os primeiros a revelar os com@snda variancia entre e

dentro de acessos datropha curcad.. provenientes de diferentes regides do Brasil.
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