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RESUMO

SOUSA, Romero de Lima, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, Julho de 2015.
Variabilidade genética em familias de Jatropha curcas L. por marcadores SSR
Orientador: Luiz Anténio dos Santos Dias. Coorientadores: Eveline Teixeira Caixeta e
Cosme Damido Cruz.

Jatropha curcas L. € a oleaginosa perene mais promissora para producio de biodiesel e
bioquerosene. Contudo, pesquisas recentes revelam estreita variabilidade genética na
espécie e novos estudos nesse tema sdo necessdarios para fundamentar o seu
melhoramento. O objetivo deste trabalho foi avaliar a variabilidade genética entre 93
familias, cada qual representada por uma planta, por meio de cinco pares de marcadores
SSR. Estas 93 familias compdem o Banco Ativo de Germoplasma (BAG) da
Universidade Federal de Vicosa (UFV). No total foram avaliados 60 pares de primers
SSR, mas apenas os cinco mais polimérficos foram selecionados. Observou-se a
constituicdo de nove grupos de diversidade pelo método UPGMA, com destaque para as
familias UFVJC 19, UFVIC 36 e UFVJC 98 que apresentaram a maior divergéncia
genética. Pelo método de Tocher ocorreu a formagao de 13 grupos, evidenciando a
divergéncia das familias UFVIJC 18, UFVJC 36 e UFVIC 71 por suas singularidades. A
variabilidade presente entre as familias coletadas no norte de Minas Gerais suporta a
hipétese da regido como possivel centro secunddrio de diversidade da espécie. Ainda
que exploratdria, a presente pesquisa evidenciou expressiva variabilidade genética no
BAG. Este fato corrobora o acerto da estratégia de coleta das familias do BAG-UFV,
praticada com muitas plantas por familia (minimo de 16). Na implantacdo de outros
BAGs a énfase foi coletar maior nimero de acessos, porém com poucas plantas por
acesso. Essa é talvez a principal razdo de os estudos anteriores apontarem baixa
variabilidade genética na espécie. A obtenc@o de novos marcadores SSR polimérficos e
o processamento de andlises de variabilidade dentro das familias serd a etapa seguinte

da pesquisa.
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ABSTRACT

SOUSA, Romero de Lima, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, June, 2015. Genetic
variability in Jatropha curcas L. families by using SSR markers. Adviser: Luiz
Antonio dos Santos Dias. Co-adviser: Eveline Teixeira Caixeta and Cosme Damido
Cruz.

Jatropha curcas L. is the most promising perennial oilseed for biodiesel and
biokerosene. However, recent research reveals narrow genetic variability in the species
and further studies on this topic are needed to support its genetic improvement. We
evaluated the genetic variability among 93 families, each one represented by a single
plant, through five primers of SSR markers. These 93 families make up the genebank of
the Universidade Federal de Vicosa (UFV). In total 60 SSR primer pairs were
evaluated, but only the five most polymorphic were selected. There was the
establishment of nine clusters of diversity by using UPGMA method. Families UFVJC
19, UFVIC 36 and 98 had the highest genetic diversity. A total of 13 clusters were
formed by using Tocher method, with the families UFVJC 18, UFVJC 36 and UFVJC
71 as the most divergent. This variability among families collected in northern Minas
Gerais state supported the hypothesis of the region as putative secondary center of
diversity of the species. Although exploratory, the present research showed significant
genetic variability in UFV genebank. This fact confirms the correctness of the collection
strategy of UFV genebank families, practiced with many plants per family (minimum of
16). In the implementation of other genebanks the emphasis was to collect more
accessions, but with few plants for accession. Perhaps this is the main reason previous
studies suggest low genetic variability in species. Obtaining new polymorphic SSR
markers and processing variability analysis within families are the next step of the

research.
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1. INTRODUCAO

O aumento considerdvel no consumo e a consequente diminui¢do das reservas
naturais dos combustiveis fésseis, além da maior conscientiza¢do da populacio sobre os
danos ambientais ocasionados pela utilizacdo deles, aceleraram as buscas por
alternativas vidveis que atendam a crescente demanda por combustiveis com menor
impacto ambiental.

Alternativa de destaque, o biodiesel surgiu em vdrias partes do mundo. Na Unido
Europeia ocorre producido deste combustivel em escala industrial desde 1992. Na
Alemanha, existe uma frota significativa de veiculos leves, coletivos e de carga que
utiliza biodiesel derivado de plantagdes especificas para fins energéticos e distribuido
por mais de 1.000 postos de abastecimento (RAMOS et al., 2003).

No Brasil, o Governo Federal criou, em janeiro de 2005, o Programa Nacional
de Producdo e Uso de Biodiesel (PNPB), com o objetivo de viabilizar a utilizagdo do
biodiesel, expandir o mercado das oleaginosas, impulsionar a demanda por
combustiveis alternativos e diminuir a dependéncia dos combustiveis fOsseis e a
emissao de gases poluentes (RIBEIRO et al., 2011). Tal programa busca a inser¢ao dos
agricultores familiares na cadeia produtiva do biodiesel e por isso contempla o
desenvolvimento regional e a inclusdo social. Mas para viabiliza-lo por completo é
necessdrio estimular as pesquisas com as diversas oleaginosas que serdo utilizadas na
fabricacdo do biodiesel (COSTA et al., 2013).

Matéria-prima mais atrativa para a producao de biodiesel, de segunda geracgao,
por apresentar elevado potencial de rendimentos de grdos e dleo, Jatropha curcas L.
tornou-se a mais promissora oleaginosa. Sua produtividade de dleo de alta qualidade
para combustivel pode ser trés a quatro vezes superior a da soja. Esta ultima € a
principal oleaginosa utilizada na producao de biodiesel no Brasil, respondendo por cerca
de 78% (ANP, 2015).

Outro importante diferencial de J. curcas é a possibilidade de explora-la em
areas degradadas como vem sendo feito na Africa do Sul, China, Zimbabwe e na India
(NITHIYANANTHAM et al., 2013). Srivastava et al. (2014) realizaram estudos que
comprovam nitidamente que plantagdes desta oleaginosa melhoram significativamente a
qualidade do solo podendo assim ser utilizada para producao de biodiesel e recuperagao

de 4reas degradadas.



Apesar do potencial desta oleaginosa, o conhecimento técnico sobre seu cultivo,
sua variabilidade e a arquitetura genética de suas caracteristicas € extremamente
limitado. J. curcas encontra-se em domesticacio e somente nos ultimos 30 anos
comegou a ser pesquisada agronomicamente como produtora de 6leo complementar aos
derivados do petréleo. Este fato corroborou para a existéncia de poucos programas de
melhoramento da espécie, quando comparada com outras oleaginosas ji estabelecidas
como soja, amendoim e girassol (FREITAS et al., 2011).

Rocha et al. (2012) e Dias et al. (2007) evidenciaram as limitagdes técnicas ao se
trabalhar com J. curcas. A espécie dispde de poucos cultivares no mundo e nenhum
ainda no Brasil. O desenvolvimento de cultivares brasileiros estd em processo, sendo
necessarios mais recursos para acelerar os programas de melhoramento com a espécie.

Pesquisas relacionados com a caracterizacdo e avaliagdo de germoplasma para
os programas de melhoramento das diferentes culturas sdo fundamentais. Conhecer o
grau de variabilidade genética entre e dentro da populacdo natural, seja ele dentro ou
fora do centro de origem, é fundamental para fornecimento de acessos potencialmente
valiosos para tais programas. E a partir destas informagdes que serd possivel estimar o
potencial do germoplasma para emprego imediato ou futuro na renovacgdo da
variabilidade que esta sendo trabalhada pelo melhorista (ACHTEN et al., 2010).

O estudo da diversidade visa elucidar relagdes genéticas, quantificar ou predizer
o nivel de variabilidade total existente e a sua distribui¢ao entre e dentro de unidades
taxondmicas, quer sejam individuos, acessos, linhagens, cultivares, populacdes de
sistemas controlados de acasalamento ou naturais ou espécies. Este conhecimento tem
proporcionado importantes contribuicdes ao melhoramento genético, ao gerenciamento
de bancos de germoplasma, a conservagao de recursos genéticos e ao entendimento dos
processos evolutivos das espécies. Ao se analisar a diversidade da populacdo-base é
possivel estabelecer grupos bem definidos, a partir de uma série de caracteristicas, os
quais servirdo de base para futuros cruzamentos (SETOTAW et al., 2010; CRUZ et al.,
2011).

Nos programas de melhoramento cldssico, a selecio dos gendtipos que
apresentam caracteristicas desejaveis € realizada com base nas informagdes fenotipicas
dos individuos. Sabe-se que a maioria das caracteristicas agrondmicas sao de natureza
quantitativa, ou seja, controlados por um grande nimero de genes que sofrem elevada
influéncia ambiental na expressao do fendtipo. A sele¢do fenotipica vem sendo aplicada

hd muito tempo, apresentando resultados bastante significativos. No entanto, nas
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avaliacdes fenotipicas, principalmente para caracteres de baixa herdabilidade, sdo
necessdrias técnicas elaboradas de experimentacdo para que se tenha uma boa
aproximacao entre o fendtipo e o genétipo dos individuos. Além disso, a interagdo
gendtipo X ambiente para os caracteres de baixa herdabilidade pode dificultar os
processos de sele¢do. Desta forma, surgem os marcadores moleculares como ferramenta
de auxilio em que se leva em consideracdo o potencial genético do individuo,
eliminando assim parte substancial das interferéncias das interacdes na selecao.
Algumas das vantagens dos marcadores no processo de selecao sdao: nao sofrem
influéncia ambiental, apresentam heranga mendeliana e possuem herdabilidade igual a
um, o que pode aumentar muito a eficiéncia do processo de selecdo dos gendtipos
superiores (CAIXETA et al.,, 2013). Diversos marcadores moleculares ligados a
diferentes caracteristicas de importancia econdmica estdo desenvolvidos, permitindo a
selecdo indireta de caracteristicas desejdveis em geragcdes segregantes precoces. Isso
reduz o tempo e os custos necessarios, ndo sO para desenvolver grandes populacdes
segregantes por vdrias geragdes, mas também para estimar parametros usados na

selecao.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Jatropha curcas L.

O género Jatropha deriva do grego jatrés (doutor) e trophé (comida) e possui
175 espécies distribuidas pela América Tropical, Asia e Africa. J. curcas pertence a
familia Euphorbiaceae, representada por aproximadamente 72 gé€neros e 1.100 espécies
de diferentes habitos e habitats (WEBSTER, 1994). Possui uma distribuicdo natural
desde o México até o Brasil, incluindo as ilhas do Caribe (HEIFFIG & CAMARA,
2006).

A Asia (85%), Africa (13%) e América (2%) possuem as maiores dreas de
cultivo de J. curcas, respectivamente (WWF, 2008). No Brasil, pode-se encontra-la em
estado nativo, sendo que a maior incidéncia ocorre nos plantios como cerca viva ou, em
menor ndmero, como fonte de 6leo para uso medicinal.

Nunes (2007) relata as denominacdes desta oleaginosa nos diversos locais do
mundo: pinhdo-manso, pinhdo-branco, pinhdo de purga e pinhdo-paraguaio (Brasil);

physic nut, purging nut (Inglés); tempate (Honduras e El Salvador); médicinier, pignon



d’Indi, purghere (Franga); kadan (Nepal) yu-lu-tsu (China); mupuluka (Angola); butuje
(Nigéria) e pifioncillo (México).

J. curcas apresenta baixa exigéncia hidrica e nutricional em plantios naturais.
Dependendo das condi¢des de solo e regimes pluviométricos foram observadas
produtividades de sementes variando entre 0,5 a 12 t/ha/ano (BASHA et al., 2009).
Também possui precocidade na producdo e baixo custo final do 6leo (TEIXEIRA,
2005), possibilitando ainda a recuperacdo de dreas degradadas, como o projeto de
combate a desertificacdo em Mali (HENNING, 2013).

Esta oleaginosa apresenta algumas caracteristicas que favorecem o seu cultivo,
tais como rusticidade, resisténcia ao estresse hidrico, adequagdo ao consércio com
outros cultivos anuais e a facil propagacao, via seminal ou clonal, além da sua utilizacdo
na recuperacdo de terrenos marginais, erodidos e na reten¢do da dgua no solo (DIAS et
al., 2007). Sua fécil adaptacdo a condi¢des climaticas muito varidveis facilita seu cultivo
que se estende a diferentes tipos de solo. Apenas recomenda-se a reposicao adequada de
nutrientes para que nao ocorra o empobrecimento do solo ao longo dos anos de cultivo
(LAVIOLA & DIAS, 2008)

Laviola (2009) relata que em condic¢des climdticas normais, o ciclo fenolégico
da espécie, a partir do 2° ano de plantio, obedece a seguinte ordem: em outubro, o
aumento de temperatura e umidade induz o crescimento vegetativo da planta. Junto com
as novas folhas e ramos ocorre o desenvolvimento de inflorescéncias, que florescerao a
partir de novembro. Em janeiro inicia-se a produgdo de frutos que ocorrerd até meados
de junho. Com a diminui¢@o da temperatura e umidade por volta do més de maio, esta
oleaginosa entra em repouso vegetativo (caducifolia), com a perda das folhas, até o
inicio de outubro quando comeca a nova brotacao.

Matos et al. (2012) estudaram o comportamento da senescéncia foliar em quatro
populacdes silvestres de J. curcas, por meio da avaliacido de caracteres fisiolégicos. A
pouca variacdo no comprimento do dia, a concentracdo adequada de nitrogénio nas
folhas e o alto potencial hidrico do solo durante o experimento ndo foram determinantes
para desencadear a senescéncia. Contudo, a reduzida temperatura minima e o aumento
da amplitude térmica pareceram ser determinantes para a ocorréncia da senescéncia
foliar.

J curcas é um arbusto caducifélio e perene que pode alcancgar até 5 m de altura.
A semente mede de 1,5 a 2 cm de comprimento, quando seca. E ovalada, endospérmica,

com tegumento rijo, albimen abundante e oleaginoso. A semente contém 7,2% de dgua,
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37,5% de 6leo, 55,3% de agucar, amido, albumindides e matérias minerais (ARRUDA
et al., 2004).

E uma planta alégama, mondica, com flores unissexuais masculinas e femininas
produzidas na mesma inflorescéncia, e raramente flores hermafroditas. As flores
femininas estdo localizadas na base das ramificacdes, enquanto que as masculinas estao
nas pontas. Em média observa-se de 10 a 20 flores masculinas para cada flor feminina.
A abertura antecipada das flores pistiladas em relacdo as estaminadas favorece a
polinizacdo cruzada, apesar de a espécie ser auto compativel e de polinizacdo
entomdfila, principalmente por formigas, abelhas, moscas e trips (RAJU &
EZRADANAM, 2002; CHANG-WEI et al., 2007; PAIVA NETO et al., 2010;
BRASILEIRO et al., 2012).

Alves et al. (2008) relataram que um dos entraves na mecanizacao da colheita de
J. curcas é a maturacdo desuniforme dos frutos ocasionada pela floracdo descontinua,
com frutos da mesma inflorescéncia em idades e niveis de deiscéncia diferentes.

A espécie € diploide (2n=2x=22) (DAHMER et al., 2009), com um genoma
relativamente pequeno de 0,85 pg DNA/2C com 38,7% de bases GC, distribuidas em
cinco cromossomos metacéntricos e seis submetacéntricos (CARVALHO et al., 2008).

Jongschaap et al. (2007) relataram algumas formas de utilizacdo desta
oleaginosa como controle de erosdo, manejo verde e lenha; os frutos servem como
fertilizantes; folhas e latex apresentam uso medicinal; sementes podem ser utilizadas
para producdo de inseticidas; o 6leo extraido da semente pode ser utilizado para
producdo de biodiesel, iluminagdo, produ¢do de sabdo, inseticida e uso medicinal; e a
torta resultante da extracdo do 6leo pode ser usada como fertilizante, para producdo de
biogés e ra¢ao animal quando detoxificada.

O dleo tem cerca de 83,9% do poder calorifico do dleo diesel. Quando utilizado
em veiculos automotivos pode gerar a mesma poténcia com consumo cerca de 20%
maior, o ruido mais suave e a emissdo de fumaca semelhante (FURLAN et al., 2006).
Segundo Abdrabbo et al. (2009), o 6leo possui cerca de 80% de dcidos graxos
insaturados (Tabela 1), o que confere baixo ponto de solidificagio do 6leo (-10 °C),
podendo ser utilizado inclusive em regides de clima sub-tropical. O 6leo possui maior
qualidade de igni¢do por ser menos viscoso que os 6leos de dendé, babagu e soja; no
entanto, ¢ muito mais viscoso que o diesel.

Os componentes quimicos (toxialbumina jatrofina [curcina], ésteres de forbol e

flavondides) das suas sementes sdo utilizados no Sudeste Asidtico para fins medicinais
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como no tratamento do cancer, da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) e
como anti-inflamatério (STAUBMANN et al, 1999, LIN et al, 2003; LUO et al.,
2006).

Tabela 1. Composi¢ao percentual de 4cidos graxos no 6leo de Jatropha curcas L.

, Oleo de Jatropha curcas L. (%)
Acidos Graxos

CETEC (1983) Abdrabbo (2009)
Acido Palmitico 14,3 13,45
Acido Palmitoléico 1,30 0,78
Acido Estedrico 5,10 7,24
Acido Oléico 41,1 47,29
Acido Linoléico 38,1 30,68
Acido Linolénico 0,20 0,28
Acido Saturados 19,4 20,97
Acido Insaturados 80,6 79,03

Fonte: Matos, F.S. (2010)

A toxidez de J. curcas € uma caracteristica marcante e estd relacionada a
presenca de fatores antinutricionais tais como a curcina (uma proteina inativadora de
ribossomos que age como irritante da mucosa gastrointestinal e tem acdo
hemaglutinante); inibidores de tripsina (enzima necesséria a boa digestdao das proteinas);
fitatos (classe de compostos de ocorréncia natural formados durante o processo de
maturagdo de sementes e graos) e os ésteres de forbol. Com excecdo dos ésteres de
forbol, os demais agentes antinutricionais sdo destruidos pelo calor durante o processo
de extracdo do 6leo. Os ésteres de forbol sdo os principais componentes toxicos € sao
derivados de diterpenos tetraciclicos, restritos as familias Euphorbiaceae e
Thymelaceae. Tais ésteres possuem atividades promotoras de tumor e inflamacgdes
(MARQUES & FERRARI, 2008). O éster de forbol € estruturalmente semelhante ao
Diacilglicerol (DAG), que € um mediador secundério da inflamacgdo. Ele pode ligar-se
permanentemente a proteina quinase C, substituindo o DAG e induzindo uma resposta
inflamatéria grave e, em casos cronicos, levando a formacdo de tumores

(MENDONCA, 2009).

2.2 Centro de origem
Os estudos referentes aos Centro de Origem foram iniciados por Vavilov, entre

as décadas de 1920 e 1930. Este pesquisador concluiu que grande parte da variabilidade
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genética de uma espécie estd presente no seu centro de origem ou centro de diversidade
e, dependendo da espécie, pode ser um ou mais centros. Caso isto ocorra, a
diferenciagdo destes € feita com base na quantidade de variabilidade observada.

Tomemos como exemplo uma determinada espécie com dois centros de
diversidade comprovados. O local onde existe maior variabilidade é denominado centro
primdrio, enquanto que o segundo € denominado de centro secunddrio, o qual se
desenvolve a partir de tipos que migraram do centro primdrio. Desta forma, Vavilov
considerou centros de diversidade genética como centros de origem das espécies
cultivadas. Entretanto, alguns pesquisadores afirmam que nem sempre o centro de
origem coincide com o centro de maior diversidade genética de uma determinada
espécie

Nao existia certeza quanto ao centro de origem de J. curcas. Muitos estudos
foram feitos e nenhum foi aceito em sua totalidade pela comunidade cientifica. De
acordo com Heller (1996), o centro de origem desta espécie € questiondvel, porém a
América Central é tida como a mais provavel. Arruda et al. (2004) afirmaram que o
centro de origem fica no Brasil. Mishra (2009), Rao et al. (2008) e Ginwal et al. (2005)
alegam que J. curcas é tropical, nativa do México e América Central, enquanto que
Basha et al. (2009) incluiram as Américas do Sul e Central.

Dias et al. (2012), com base em registros histéricos e conceitos genéticos,
propuseram que tanto o centro de origem, quanto o de domesticacdo de J. curcas, € o
Meéxico, assim como o norte de Minas Gerais € centro secundario de diversidade da
espécie. Segundo esses autores, ndo ha registros do uso de J. curcas e seus produtos
anteriores aos Olmecas do México. Além disso, gen6tipos ndo toxicos s existem por 14,
provavelmente selecionados pelos Maias, os quais pretendiam a reducao de toxicidade a
fim de tornar graos e dleo comestiveis. Pecina-Quintero et al. (2014), com base em
marcadores moleculares de DNA confirmaram os relatos de Dias et al. (2012),
afirmando que o México, mais precisamente Chiapas, é o centro de origem mais
provavel, enquanto que os estados que estdo mais préoximos da bacia do Golfo do
México, como Vera cruz, Puebla, Hidalgo e Yucatan sdo os locais provéveis de
domesticacdo, uma vez que apresentam individuos com auséncia ou baixo teor de

ésteres de forbol.



2.3 Banco de germoplasma

E o repositério do material genético das espécies de interesse, ou seja, é um
banco de alelos, que sdo as formas alternativas dos genes, que caracterizam a existéncia
de variabilidade genética. Estes bancos ndo possuem apenas a fun¢do de armazenar
germoplasma, sao também responsdveis pelas atividades de prospeccdo, coleta,
introducdo, intercAmbio, quarentena, caracterizacdo, conservacdo, inspecao,
multiplicacdo e regeneracdo do germoplasma (RAMALHO et al., 2012)

A diminui¢do ou perda da variabilidade genética de espécies cultivadas, seus
parentes silvestres e variedades locais sdo preocupacdes dos melhoristas, uma vez que,
sem elas, pode ocorrer estreitamento da base genética de determinada cultura. Tal
problematica leva a uniformidade e consequentemente ao aumento da vulnerabilidade
genética, limitando assim, a possibilidade de ganhos adicionais nos programas de
melhoramento.

Em plantas perenes, a caracterizacdo destes bancos desempenha papel
preponderante por eliminar duplicatas, reduzir gastos considerdveis na manutengdo,
quantificar a diversidade, otimizar estratégias de amostragem pelo conhecimento dos
niveis de estruturacdo genética, além de identificar acessos desejaveis para o programa
de melhoramento genético (GOMES, 2007).

O melhoramento genético em J. curcas ainda nio € expressivo, se comparado
com outras culturas consolidadas, uma vez que muitas pesquisas bdsicas ainda
necessitam ser realizadas para esta espécie. No entanto, grande avanco estd sendo obtido
com essa oleaginosa em virias partes do planeta, como na India (National Botanical
Research Institute em Nova Delhi e Jabalpur na University of Agriculture), China,
Africa (Kenya Agricultural Research Institute), América Central, Sul e Norte (Flérida
(Tropical Research and Education Center), Hawaii e México (Autonomous University
of Chiapa), muitas das quais mant€ém bancos de germoplasma da espécie.

No Brasil, encontramos bancos de germoplasma mantidos e em pesquisa na
Universidade Federal de Vicosa (UFV) em Vicosa - MG, Embrapa Agroenergia em
parceria com a Embrapa Cerrado em Planaltina - DF, Universidade Federal de Sergipe
(UFS) em Sao Cristovao - SE, Empresa de Pesquisa Agropecudria de Minas Gerais
(EPAMIG) em Nova Porteirinha-MG, Instituto Agrondmico de Campinas (IAC) em
Campinas - SP, Universidade Federal do Mato Grosso do Sul (UFMS) no Mato Grosso
do Sul - MS e Universidade Federal do Reconcavo da Bahia (UFRB) na Bahia.



A criacao e manutencdo de Bancos de Germoplasma em geral tem contribuido
para a preservacdo da variabilidade genética, constituindo a “fonte genética” usada pelo
melhorista para desenvolver novas cultivares (BOREM, 2013). Vicente et al. (2005)
relataram que a caracterizacdo de germoplasma pode ser realizada por diferentes
métodos, incluindo desde préaticas tradicionais, que envolvem o uso de listas de
descritores morfologicos e agrondmicos, a aplicagdo bioquimica para detectar

diferencas entre isoenzimas, proteinas e marcadores moleculares.

2.4 Variabilidade genética

Com as constantes mudangas na demanda de produtores, os melhoristas
precisam desenvolver cultivares cada vez mais produtivas, adaptadas aos mais diversos
ambientes, resistentes a pragas, doencas e pouca necessidade de insumos. O
conhecimento, conservacdo e utilizacdo da variabilidade genética € primordial para o
sucesso de qualquer programa de melhoramento genético.

De acordo com Kageyama (1987) a variabilidade genética ou diversidade,
devida a diferencas nos alelos pode ocorrer nos seguintes niveis: a) de espécies dentro
de ecossistemas, b) de populacdes dentro de espécies e c) de individuos dentro de
populacdes da espécie.

Diversidade genética pode ser definida como a quantidade de variacdo genética
presente em uma populagdo ou espécie, em consequéncia de processos evolutivos, cuja
importancia para a agricultura comeca na conservacao e aumenta com a sua utiliza¢ao
em programas de melhoramento para diferentes propdsitos (SOUSA, 2015).

O conhecimento da diversidade genética e a relagdo com cultivares melhoradas é
de grande importancia para o melhoramento. Diversidade genética assegura medidas de
protecao contra problemas futuros como pragas ou doencas e fornece base para ganhos
genéticos. A uniformidade genética, dentro de uma cultura, pode ser causada pelo uso
extensivo de uma ou mais cultivares estreitamente relacionadas. A hibridacdo entre
esses tipos de cultivares resulta em base genética estreita para as novas variedades
(BERTINI et al., 2006).

A quantificacdo da diversidade genética auxilia no planejamento de estratégias
mais eficazes que venham a maximizar os ganhos no melhoramento. Dentre as
possibilidades de estudos da diversidade, destacam-se: determinagdo das inter-relagdes
genéticas entre linhagens, cultivares e populacdes; identificacio de combinacgdes

parentais adequadas a obtenc@o de hibridos altamente heterdticos e que possibilitem
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maior segregacdo em recombinagdes, com o aparecimento de transgressivos;
introgressao de genes favordveis provenientes dos acessos de bancos de germoplasma,
componentes da base genética da espécie-alvo; e identificacdo de variedades derivadas
no processo de prote¢ao de cultivares (MOHAMMADI & PRASANNA 2003; REIF et
al., 2005).

Espera-se que com os estudos da variabilidade genética dos acessos de J. curcas,
procedentes de diferentes locais, seja formada a base para o Programa de melhoramento
genético da espécie. Nessa base serd possivel encontrar materiais que quando
comparados entre si serdo ditos como superiores para aquela caracteristica em estudo
como exemplo: maior produ¢do em quantidade e qualidade de dleo, resisténcia a pragas
e doencas visando o melhoramento genético desta espécie. Pesquisas com J. curcas tém
sido direcionadas para o entendimento da sua diversidade genética.

Sun et al. (2008) estudaram uma colec¢do de germolasma de J. curcas, provenientes
de diversas localidades, do Jardim Botianico do Sul da China. Eles avaliaram a
diversidade genética dos 58 acessos com base nos 17 marcadores microssatélites
desenvolvidos para o estudo e sete marcadores AFLP. Dos microssatélites apenas um
foi polimérfico com dois alelos e dos AFLP ocorreu a amplificagdo de 70 locos
polimérficos no total, mostrando assim a diversidade genética dos acessos de J. curcas
em Guizhou.

Pamidimarri et al. (2008) caracterizaram variedades toxicas e nido téxicas em J.
curcas por meio de marcadores moleculares RAPD, AFLP e SSR. De todos os
marcadores utilizados 56 RAPD e 238 AFLP apresentaram especificidade para qualquer
uma das variedades, enquanto que dos 12 SSR, apenas sete foram polimérficos, com
destaque para o JCMS21 que apresentou o alelo homozigoto para as plantas toxicas
demonstrando assim a viabilidade do uso dessas técnicas no estudo.

Kumar et al. (2009a) analisaram a diversidade genética entre oito espécies de
Jatropha e trés acessos de J. curcas por meio de nove marcadores ISSR. Foram geradas
61 bandas polimoérficas, com destaque para os primers ISSR 11, 12, 13, 14, 15, 16, I7 e
110 por apresentarem 100% de polimorfismo. Na andlise de agrupamento foram gerados
trés grupos distintos: um com todos os acessos de J. curcas (TNMIJ1, TNMJ 22 e TNMJ
23), o segundo com quarto espécies (J. tanjorensis J. L. Ellis et Saroja., J. gossypifolia
L., J. podagrica Hook e J. maheshwarii Subrum and M.P. Nayer) e o terceiro com 0s

restantes (J. villosa Wight J. multifida L., J. integerrima Jacq and J. glandulifera Roxb)
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Kumar et al. (2009b) analisaram a diversidade genética de 26 acessos de J. curcas
com o auxilio de marcadores RAPD. Dentre os 55 primers utilizados, apenas 26
apresentaram boa amplificacdo, correspondendo a 30,92% das bandas consideradas
polimérficas, sugerindo assim a utilizagdo dos primers RAPD como ferramenta na
estimativa da diversidade genética em germoplasma de J. curcas.

Basha & Sujatha (2009) realizaram estudo de andlise genética de oito espécies € um
hibrido natural de Jatropha provenientes da India. O experimento foi composto de 34
acessos de Jatropha, 200 marcadores RAPD, 100 ISSR e 50 SSR. Os sistemas de
marcadores revelaram elevada variacdo genética interespecifica, com polimorfismo de
98, 5%, fato este validador da nitida diferenciacdo morfoldgica das especies utilizadas
no estudo. Os primers SSR apresentaram polimorfismo satisfatério. Avaliacdo de
derivados de retrocruzamentos interespecificos envolvendo J. curcas e J. integerrima
indicam possibilidades de pré-acasalamento e melhoramento genético de J. curcas
através de hibridacdo interespecifica. Os marcadores RAPD e ISSR confirmaram a
hibridacdo natural entre as especies.

Basha et al. (2009) realizaram estudo de avaliagdo genética entre acessos de J.
curcas de diferentes paises. O experimento foi composto por 72 acessos de 13 paises
que passaram por andlises moleculares e bioquimicas. Nas bioquimicas 0s acessos
provenientes do México apresentaram variagdo contendo baixos niveis de ésteres de
forbol. Nas moleculares, os primers RAPD e ISSR apresentaram polimorfismo de
61,8% e 35,5%, respectivamente. Doze primers microssatélites diferenciaram os
acessos mexicanos ndo toxicos dos toxicos e apresentaram novos alelos no
germoplasma mexicano. A estreita variacdo genética entre os acessos das diferentes
regides do mundo e a rica diversidade dos acessos do México indicam a necessidade de
exploracdo de germoplasma do México em programas de melhoramento.

Rosado et al. (2010) analisaram a diversidade genética de uma colecdo de
germoplasma com 192 acessos de J. curcas coletados em diversas partes do Brasil.
Foram utilizados 96 primers RAPD e seis SSR. Apenas 23 RAPD e um SSR
apresentaram padrao polimorfico. A base genética estreita pode ser explicada pela
potencial possibilidade de acessos duplicados, com ancestral comum ou a sele¢do
intensiva feita nos materiais desde a época de sua introdu¢do no Brasil. Esse resultado
aponta para necessidade de introducdo de novos acessos na colecao de germoplasma do

Brasil para impulsionar e sustentar os programas de melhoramento genético.
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Grativol et al. (2011) em seu estudo de diversidade genética de J. curcas utilizou
332 acessos de oito Estados do Brasil. Sete primers ISSR amplificaram um total de 21
bandas, dos quais 19 (91%) mostraram polimorfismo. Entre as bandas polimérficas 275
foram identificadas como bandas raras (presente em menos de 15% dos acessos).
Andlises dos marcadores ISSR como ndmero de locos polimérficos, diversidade
genética e as relacoes dos acessos através de UPGMA mostraram que acessos
brasileiros estdo intimamente relacionados, mas tém maior nivel de diversidade genética
de acessos de outros paises, e os acessos de Natal (RN) sdo os mais diversos e podem
ser fonte de diversidade genética em programas de melhoramento.

He et al. (2011) analisaram o éster de forbol e contetido curcina de sementes de J.
curcas oriundas do México e Madagascar. Concluiram que embora ésteres de forbol
estejam ausentes em sementes comestiveis, ambos os tipos contém curcina, € o
tegumento € a regiao de maior concentragao de forbol. J4 a curcina foi encontrada tanto
no endosperma quanto no tegumento. Concluiram ainda que a toxicidade da semente de
€ uma caracteristica monogénica que pode estar sob controle materno. Estudos de
diversidade genética com marcadores AFLP foram realizados e constatou-se limitada
diversidade na cole¢dao de Madagascar, quando comparado com a do México.

Dias et al. (2012) sugeriram que o centro de origem e o centro de domesticacdo de
J. curcas € o México. Eles tomaram como base evidéncias da antiguidade do
conhecimento da espécie por povos Olmeca que viveram 3500-5000 anos. A existéncia
de tipos nao-téxicos, que s6 existem naquele pais, juntamente com estudos de DNA,
também sugerem fortemente que o México € o centro de domesticagcdo da espécie.

Rafii et al. (2012) utilizaram 48 acessos de J. curcas para analisar a diversidade
genética utilizando marcadores RAPD. Oito iniciadores geraram um total de 92
fragmentos. A porcentagem de acessos polimorficos para os locais Selangor, Kelantan e
Terengganu foram 80, 50 e 58% respectivamente e foram agrupados em quatro grupos.

Mastan et al. (2012) realizaram estudo para analisar a diversidade genética entre os
germoplasmas elite de J. curcas, selecionados com base em seu desempenho no campo,
utilizando marcadores RAPD, AFLP e SSR. As plantas foram selecionados com base na
altura, circunferéncia da copa, nimero de sementes por fruto, peso de 100 sementes,
producdo de sementes em gramas por planta e teor de 6leo. Foram utilizados 26 primers
RAPD, 17 AFLP e 19 SSR. O percentual polimérfico foi 56,4 para RAPD, 57,9 para

AFLP e 36,8 para SSR. Todos os marcadores apresentaram boas correlacdes entre si.
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Destaque para diversidade observada em JCC6 (em RAPD), JCC8 (em AFLP) e JCC 6
e JCCI10 (em SSR)

Danquah et al. (2012) realizaram avaliacdo da diversidade genética de 40 acessos
representativos, retirados de 90 acessos coletados a partir de dez regides de Gana com
base em seu desempenho no rendimento das sementes. Dez primers RAPD revelaram
um polimorfismo médio de 25% indicando diversidade genética estreita.

Medina et al. (2013) relataram estudos realizados com J. curcas cultivada no estado
de Chiapas, México, por marcadores AFLP e SSR. J. curcas mexicana apresentou-se
moderadamente estruturada em subpopulacdes, mas com alta diversidade dentro das
populacdes. A existéncia de barreiras genéticas que isolaram algumas populacdes foram
confirmadas com os dados moleculares. Os resultados sdo discutidos com referéncia a
possivel ascendéncia das populagdes.

Montes et al. (2014) avaliaram a estrutura genética e a diversidade em
germoplasma de J. curcas com marcadores co-dominantes SSR e SNP em 70 acessos de
vérios locais do mundo. Constataram elevado nivel de homozigotos no germoplasma
que nao corresponde ao sistema de acasalamento da espécie. Aventou-se que o sistema
de acasalamento predominante em Jatropha é composto por um nivel elevado de auto-
fertilizacdo e que a taxa de cruzamento € baixa. Diversidade genética em acessos da
América Central e do México foi mais alta que a dos acessos da Africa, Asia e América
do Sul.

Ouattara et al. (2014) estudaram a diversidade genética de 103 acessos de J. curcas,
incluindo 82 de diferentes zonas agroecoldgicas no Senegal e 21 exdticas. Eles foram
avaliadas por meio de 33 marcadores microssatélites. Todos os marcadores
amplificaram com o tamanho da banda esperado. Apenas um marcador microssatélite,
JCT17 foi polimé6rfico mostrando trés alelos e permitindo distinguir dois acessos a
partir de Burkina Faso. O nivel baixo da variacdo genética pode ser explicado pela
forma de introduc¢do de J. curcas no Senegal que parece ter sido feito a partir de uma ou
algumas origens comuns e as espécies nao recuperaram a diversidade genética, desde
entdo, devido a propagacao vegetativa. Cultivo de J. curcas em larga escala naquele
pais pode enfrentar a vulnerabilidade a pragas e exigir muitos cuidados. Sendo assim,
sdo necessdrias medidas que visem ampliar a base genética de J. curcas no Senegal
através de novas introdugdes de seu centro de origem.

Figueroa et al. (2015) utilizaram marcadores SSR para estudar a diversidade

genética e estrutura de populacdes nativas de J. curcas do México. Um total de 93
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amostras representativas foram selecionados a partir de sete locais em duas regides no
estado de Chiapas e agrupados por proximidade geografica. Dez pares de primers
microssatélites foram utilizados e 27 fragmentos foram detectados (77% de
polimorfismo) e individuos heterozigotos distinguidos. O microssatélite mais
informativo foi Jcps20 (nove alelos, conteido indice polimérfico de 0,354). O
polimorfismo médio por populacio foi de 58%. Os testes de Hardy-Weinberg revelaram
um padrdo reprodutivo de acasalamento ndo aleatéria. Anélise Bayesiana revelou que os
acessos pertenciam a apenas quatro grupos genéticos e confirmaram a diferenciagdo
entre as regioes. Por alguns locos estarem em desequilibrio de Hardy-Weinberg,
aventou-se que a diferenciagdo foi devido a reproducao clonal de J. curcas praticado por
agricultores em Chiapas, junto com a dispersdo antropogénica regional. Este estudo
evidenciou que em Chiapas J. curcas tem diversidade genética maior do que a
observada em outras partes do mundo, o que representa um potencial germoplasma para
a selecdo dos gendtipos.

Sinha et al. (2015) relataram que no estudo de diversidade genética de 192 acessos
coletados de 12 estados indianos e cinco outros paises foram utilizados marcadores
AFLP. A andlise de varidncia molecular indicou que 59% da variagdo genética foi
distribuida entre populacdes e 41% dentro. Dezesseis acessos (8,3% da cole¢do) foram
identificados como contendo toda a diversidade alélica de 192 acessos, no que diz
respeito aos AFLP utilizados. Esses acessos mais diversos foram apontados como muito
uteis para o futuro melhoramento genético de Jatropha.

Naresh et al. (2015) relataram em seu estudo de diversidade genética que
marcadores moleculares RAPD confirmaram a variabilidade genética observada entre
0s acessos quanto as caracteristicas morfoldgicas e fisico-quimicas analisadas,
separando assim 0s acessos superiores entre si.

Dhakshanamoorthy et al. (2015) analisaram a diversidade genética entre
mutantes obtidos a partir de diferentes doses de raio gama, por meio de 21 marcadores
RAPD. Foram observados 20 primers polimérficos. Destacando-se o OPM 14 e OPAW
13 para a menor quantidade de bandas (trés) e OPF 13 para o maior nimero (dez) com
media geral de 4,57 bandas. A percentagem de polimorfismo variou de 0,00 a 100 com
uma média de 57%. Na constru¢do do Dendrograma com base no coeficiente de
Jaccard, os mutantes foram separados em trés grupos. Por este estudo concluiu-se que
os marcadores RAPD sao utéis para a identificagdo de mutantes obtidos por raio gama e

plantas tratadas com EMS.
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Kole et al. (2015) analisaram a variabilidade genética entre 182 acessos de J.
curcas coletados em 19 estados indianos. Trinta primers RAPD roduziram 263 bandas,
sendo 254 polimoérficas (96,82%). Os primers Oligo 905 (0,9) e OPAD 11 (0,6)
apresentaram o maior e o menor valor de informacgao polimérfica, respectivamente, com
média de 0,7. Tais resultados ratificam a viabilidade do uso de marcadores RAPD para
o uso em estudos de variabilidade genética em J. curcas.

Bhering et al. (2015) avaliaram a diversidade entre e dentro de populacdes de J.
curcas, usando marcadores SNP e DArT para tragar a melhor estratégia de selecao nessa
cultura. Foram utilizadas trés familias segregantes, com 14 individuos, e 1495
marcadores SNP e DArT. Foram realizadas a andlise de variancia molecular (AMOVA),
contetido de informacdo polimérfica (PIC) e métodos de agrupamento de Tocher e
UPGMA. Por Tocher foram formados sete grupos. Na AMOVA a variacdo dentro foi
superior aquela entre familias. Seis grupos foram formados pelo UPGMA. Com base
nas variancias, os autores recomendam que nas coletas de acessos de J. curcas deva-se

priorizar o maior nimero de sementes por familia.

2.5 Marcadores moleculares

Os marcadores moleculares acessam o genoma e, diferentemente dos
marcadores morfoldgicos, podem ser obtidos em grande numero, ndo sendo afetados
por fatores ambientais ou pelo estdgio de desenvolvimento do vegetal. Eles sdo
encontrados em regides ndo-codificantes do DNA, sendo assim considerados
seletivamente neutros (COLLARD et al., 2005). Para Milach (1998), marcadores
moleculares sdo técnicas de DNA que diferenciam dois ou mais individuos e sdo
herdados geneticamente. E definido como qualquer fenétipo molecular oriundo de um
gene expresso ou de um segmento especifico de DNA (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1998).

Existem vérios tipos de marcadores moleculares na literatura. Um dos maiores
desafios para o pesquisador € saber qual deles melhor se aplica ao seu projeto e a sua
cultura (CAIXETA et al.,, 2013). Cada tipo de marcador possui suas caracteristicas
préprias que podem ser vantajosas ou ndo para o tipo de estudo a ser desenvolvido
(Tabela 2; COLLARD et al., 2005). Marcadores moleculares detectam polimorfismos
no DNA e com base no seu método de detec¢do podem ser divididos em trés categorias:
hibridizacdo; PCR (Polymerase Chain Reaction); e sequenciamento (GUPTA et al.,
2008; JONES et al., 1997; JOSHI et al., 1999).
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Tabela 2. Vantagens e desvantagens dos marcadores moleculares mais comumente usados.

Marcadores RFLP RAPD AFLP SSR ISSR SNP
Dominancia Codominante  Dominante = Dominante = Codominante = Dominante = Codominante
Reprodutibilidade Média Baixa Alta Alta Alta Alta
Dificuldade técnica Laborioso Simples Laborioso Simples Simples Simples
Custo Elevado Baixo Elevado Baixo Baixo Moderado
Automatizagdo Impossivel Possivel Possivel Possivel Possivel Possivel
Conhecimento da sequéncia de DNA Sim (Sonda) Nio Nio Sim Nio Sim
Quantidade de DNA Muito Pouco Médio Pouco Pouco Pouco
Polimorfismo Alto Médio Médio Alto Alto Médio

Fonte: Collard et al., (2005).
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Um dos principais aspectos a ser levado em consideracio em estudos de
variabilidade genética é que os marcadores sejam polimérficos entre os parentais e
apresentem segregacdo mendeliana na populacdo em estudo. Além disso, devem ser
levadas em consideracdo informacdes como custo por unidade de genotipagem,
neutralidade fenotipica e abundancia dos marcadores moleculares no genoma
(TANKSLEY, 1993). Segundo Dudley (1993), o sucesso do marcador escolhido é
dependente da disponibilidade de um grande ndmero deles altamente polimérficos, de
estreita relacdo de ligacdo entre o loco marcador e o cardter de interesse e da facilidade
com que podem ser utilizados.

A avaliacdo precisa dos niveis e padroes de diversidade genética de espécies
cultivadas por meio de marcadores moleculares pode ter diversas aplicacdes, como
andlise de variabilidade genética de cultivares, identificacdo de combinacdes de
parentais para criar progénies segregantes com a maxima variabilidade genética para a
selecdo e introducdo de genes desejaveis de germoplasma diversos dentro da base
genética disponivel. Marcadores moleculares podem auxiliar na escolha de cultivares a
serem utilizadas em cruzamentos, de forma a ampliar as diferencas genéticas entre eles.
Além disso, a andlise de diversidade e distancia genética por meio de marcadores
moleculares pode auxiliar na ampliacio da base genética da populagdo de

melhoramento (MOHAMMADI & PRASANNA, 2003).

2.5.1 Marcador molecular SSR

Os genomas eucariotos sdo densamente povoados por sequéncias simples
repetidas, as quais consistem em um a seis nucleotideos repetidos em tandem, sendo
denominadas Microssatélite ou SSR (Simple Sequence Repeats — Sequéncias simples
repetidas). As sequéncias de DNA que flanqueiam os microssatélites sdo geralmente
conservadas entre os individuos de uma mesma espécie, permitindo selecdo de primers
especificos que amplificam, via PCR, fragmentos contendo o DNA repetitivo em todos
os gendtipos. Os produtos de amplificacdo sdo observados em gel de poliacrilamida ou
em gel de agarose de alta resolucio (BOREM & CAIXETA, 2009). Em estudos de
diversidade genética, marcadores SSR sdo potencialmente uteis, especialmente para
explorar regides altamente varidveis do genoma entre individuos ou populacdes da
mesma espécie (MISSIO et al., 2010).

As sequéncias mais frequentes em plantas sao (AT)a, (GT)a, € (AG)n, enquanto

que em animais repeti¢des (AC), sao mais comuns (KATTTI et al., 2001; RAMALHO et
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al., 2012). Existem estratégias para a obten¢do de marcadores SSR, dentre elas a de
buscar, em bancos de dados, sequéncias que contenham microssatélites ou buscar
microssatélites numa biblioteca gendmica utilizando iniciadores complementares as
sequéncias de microssatélites (RAKOCZY-TROJANOWSKA & BOLIBOK, 2004;
LENCH et al., 1996; CIFARELLI et al., 1995). A segunda estratégia € mais trabalhosa e
onerosa, por demandar a criacdo de bibliotecas gendmicas, a hibridizacdo com
oligunucleotideos repetidos em tandem e o sequenciamento de clones candidatos. O
polimorfismo detectado pelos SSRs € devido a diferencas no nimero de repeticdes nos
microssatélites (RAKOCZY-TROJANOWSKA & BOLIBOK, 2004).

Os microssatélites possuem heranca codominante, ou seja, € possivel diferenciar
homozigotos de heterozigotos. Essa caracteristica juntamente a sua alta
reprodutibilidade, pequena quantidade de DNA requerida, baixo custo, grande poder de
resolucdo, alto nivel polimérfico e a simplicidade do uso da PCR, fazem com que esse
marcador seja o mais utilizado, ndo s6 no melhoramento de plantas, mas também em
estudos de ecologia, biologia da conservacdo e filogenia (CAIXETA et al., 2009;
CAIXETA et al., 2013).

3. OBJETIVO GERAL

Avaliar a variabilidade genética entre 93 familias do Banco de Germoplasma de
Jatropha curcas L. da Universidade Federal de Vigosa (UFV) por meio de marcadores

moleculares SSR.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta do material vegetal
O BAG (Banco Ativo de Germoplasma) da Universidade Federal de Vigosa
(UFV) estd situado em Araponga-MG (latitude 20° 39° S, longitude 42° 32° W e altitude
823 m) e é constituido de acessos oriundos de diferentes regides geograficas do Brasil
(Tabela 3). O BAG estd instalado em cinco experimentos, todos em blocos
casualizados, com quatro repeticoes e parcelas de quatro plantas, utilizando o
espacamento 2x2m, com duas testemunhas comuns, totalizando 1504 plantas. Essa

estratégia possibilitou a implantacdo de todas as 93 familias em ensaios experimentais
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com até 20 familias cada, de facil manejo e compardveis entre si pela presenca da
testemunha comum. As testemunhas foram constituidas dos gendtipos mais plantados no
Brasil. As sementes que originaram estas testemunhas foram adquiridas do pioneiro
produtor Nagashi Tominaga, quem produziu e distribuiu propagulos delas em todo o Brasil.
As familias foram plantadas com sementes diretamente nas covas e todos os tratos
culturais como calagem, adubacao, controle de pragas e doencas foram realizados de

acordo com DIAS et al. (2007).
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Tabela 3. Procedéncia das 93 familias avaliadas de Jatropha curcas L.

Familias Local de coleta Familias Local de coleta
UFVIC 1 Santa Vitéria-MG UFVIC 52 Barbacena-MG
UFVIC 3 Santa Vitéria-MG UFVIC 53 Barbacena-MG
UFVIC 4 Santa Vitéria-MG UFVIC 54 Barbacena-MG
UFVIC 5 Joao Pinheiro-MG UFVIC 55 Janatuba-MG
UFVIC6 Joao Pinheiro-MG UFVIC 56 Janaiba-MG
UFVIC7 Joao Pinheiro-MG UFVIC 57 Janaiba-MG
UFVIC 8 Joao Pinheiro-MG UFVIC 58 Janatuba-MG
UFVIC9 Joao Pinheiro-MG UFVIC 59 Janaiba-MG
UFVIC 10 Joao Pinheiro-MG UFVIC 60 Pompéu-MG
UFVIC 11 Joao Pinheiro-MG UFVIC 61 Rio Grande do Sul-RS
UFVIC 12 Joao Pinheiro-MG UFVIC 62 Juiz de Fora-MG
UFVIC 13 Taud-MG UFVIC 63 Novo Repartimento-PA
UFVIC 14 Olhos D'agua-MG UFVIC 65 Desconhecido
UFVIC 15 Veredas-MG UFVIC 66 Desconhecido
UFVIC 16 Jaiba-MG UFVIC 67 Desconhecido
UFVIC 17 Montalvania-MG UFVIC 68 Sédo Luis-MA
UFVIJC 18 Cana Brava II, Montalvania) UFVIC 70 Ariquemes-RO
UFVIJC 19 Cana Brava II, Montalvania) UFVIC 71 Joao Pinheiro-MG
UFVIC 20 Pocdes-MG UFVIC 72 Camboja
UFVIJC 22 Ipatinga-MG UFVIJC 73 Camboja
UFVIJC 23 Don Lara-Caratinga-MG UFVIJC 74 Camboja
UFVIC 24 Sta Luzia-Caratinga-MG UFVIC 75 Bonfim-MG
UFVIC 25 Imbé-Caratinga-MG UFVIC 79 Jordania-MG
UFVIC 28 Poté-MG UFVIC 80 Desconhecido
UFVIC 29 Poté-MG UFVIC 81 Jordania-MG
UFVIC 30 Poté-MG UFVIC 82 Jordania-MG
UFVIC 31 Poté-MG UFVIJC 83 Araras-SP
UFVIC 32 Poté-MG UFVIC 84 Petrolina-PE
UFVIC 33 Itaipé-MG UFVIC 85 Jatai-GO
UFVIC 34 Itaipé-MG UFVIC 86 Jequié-BA
UFVIC 35 Ervalia-MG UFVIC 87 Jequié-BA
UFVIC 36 Serra da Ibiapaba-CE UFVIC 88 Jequié-BA
UFVIC 37 Janaiba-MG UFVIC 89 Jitaina-BA
UFVIC 38 Petrolina-PE UFVIJC 90 Ipiai-BA
UFVIJC 39 Natal-RN UFVIJC 91 Apuarema-BA
UFVIC 40 Formoso-TO UFVIC 92 Itaité-BA
UFVIC 41 Jales-SP UFVIC 93 Itaité-BA
UFVIC 42 Dourados-MS UFVIC 94 Andarai-BA
UFVIC 43 Matozinhos-MG UFVIC 95 Andarai-BA
UFVIC 44 Sao Carlos-SP UFVIC 96 Mucugé-BA
UFVIC 45 Barra dos Bugres-MT UFVJC 97 Mucugé-BA
UFVIC 46 Barra dos Bugres-MT UFVIC 98 Iraquara-BA
UFVIC 47 Pirajai-SP UFVIC 99 Iraquara-BA
UFVIC 48 Getulina-SP UFVIC 100 Souto Soares-BA
UFVIJC 49 Bocaitiva-MG UFVIJC 101 Wagner-BA
UFVIC 50 Bocaiiva-MG UFVIC 102 Desconhecido
UFVIC 51 Rio Pomba-MG

Amostras de folhas jovens e completamente desenvolvidas das 93 familias

foram coletadas, cada qual com sete sub amostras (plantas), totalizando 658 plantas. As
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folhas foram envolvidas em papel aluminio, devidamente identificadas e colocadas em
caixas de isopor com gelo para transporte até o Laboratério de Patologia Florestal da

UFV (LPF-UFV) onde foram armazenadas a -80 °C.

4.2 Extracio do DNA

O processo de extragdo de DNA foi realizado no LPF-UFV com base no
protocolo para eucalipto, modificado de DOYLE & DOYLE (1990). Tal modificagao se
deu pela forma de maceragdo das amostras que seguiu as etapas: apOs a retirada das
nervuras central e secundarias, as folhas foram colocadas em microtubos de 2 mL, com
beads metélicas, juntamente com 700 puL de tampao de extragao (Tris-HCI 100 mM, pH
8,0; EDTA 20 mM; NaCl 1,4 M; CTAB 2 % (p/v); PVP 2 % (p/v) e B-mercaptoetanol
0,4 % (v/v), este dltimo separado dos demais componentes) para serem maceradas com
auxilio do equipamento Tissuelyser Il da Qiagen. Ao término da maceragdo, as
amostras foram agitadas e incubadas em banho-maria a 65 °C, durante cerca de 30
minutos. Apds incubacdo, adicionou-se 500 uL de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1)
aos tubos, que foram invertidos manualmente por varias vezes. Os tubos foram
centrifugados a 12000 rpm por 5 min. Depois da centrifugacio a fase superior (aquosa)
foi recolhida e transferida para novo tubo de microcentrifuga. A extracdo com
cloroférmio foi repetida uma vez. A fase superior (~500 pl) foi recolhida e transferida
para um novo tubo de microcentrifuga, adicionou-se 0,9 volumes (450 pl) de
1sopropanol frio. Em seguida foram centrifugados a 12000 rpm por 15 min e descartado
o isopropanol. O pellet resultante foi lavado por duas vezes com 500 pL de etanol frio a
70 % e uma vez a 95 %. Em seguida, os pellets foram colocados em temperatura
ambiente para secagem por 1 hora. Apds a secagem, o DNA foi ressuspendido em 50
uL de TE (Tris 10 mM e EDTA 1 mM, pH 8,0) acrescido de RNAse (10 ug.mL™") por 2
horas a 37 °C e armazenados a -20 °C. A quantificacdo de DNA foi realizada utilizando-
se espectrofotdmetro NanoDrop, da Thermo Scientific e a concentrac@o final ajustada

para 10 nguL™.

4.3 Marcadores moleculares SSR
Foram testados 60 pares de primers microssatélites desenvolvidos para J. curcas
(Tabela 4). Nas reacdes de PCR foram utilizadas 50 ng de DNA para cada reacao de 20
puL, contendo 10X Tampao da Taq com KCI1 [S00 mM KCI; 100 mM Tris-HCI (pH 8,8);
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0,8% Nonidet P40]; 100 uM de cada dNTP (dATP, dTTP, dGTP e dCTP); 1,5 mM de
MgCly; 0,2 uM de cada iniciador e 1 U de Taq polymerase (Ferramentas Life Science).

As amplificagdes foram realizadas em termociclador (MJ Research, PTC 100),
empregando um programa com desnaturagdo inicial a 94 °C por 3 minutos, com uma
sequéncia de 40 ciclos de 1 min a 94 °C, 1 min na temperatura especifica de cada
primer, seguida de 1 min a 72 °C e, em seguida, 8 min a 72 °C para extensao.

Os produtos de amplificagdo foram separados em 2 horas de eletroforese em gel
de poliacrilamida, desnaturante 6X e depois corados com nitrato de prata, conforme

metodologia descrita por Creste et al. (2001).

Tabela 4. Primers SSR utilizados na avaliacdo de variabilidade genética de familias de

Jatropha curcas L.

Nome Forward primer Reverse primer
CATTTTTCAT GTATTTCTCCA
1
JCENA 27 CAAGGCCTAC CACGCAACT
CTTTCTTAC AAAGCCAGGA
1
JCENA 41 CCCTCATCCTT CATACTTGAA
GCCCGAGTTC CCAAGAGAAA
1
JCENA 47 TCTATAAGGT TTAGGAATGC
IJCENA 87 ATCTGGAGT CACATGGTAAG
GAAACCAAAGA CATTACAAGC
2CDS 10 CATCAAATGCT CACACCTAGCA
AATGAAAGTACA AACTACTTGCA
2CDS 24 GGATATGAAGTT TTCATTGAATGGA
TCATGGGACAAG TGGTTGTAAGG
CDS 41 AACACACCAT TGCATGTGTGCG
GGGCCACAGGT GGTTTGATTAC
2CDS 58 TCCATGAAG AGGTCATCTGGT
TTTGCTGGCAAT AAAGCCATACC
CDS 66 CCTACGAGTGAT TCTTCCATCAAG
TGGATAGTTTCTCA AGTCGTTGGGCA
2JCPS 6 CCAGAAGTAGA AGCGGCTCTGA
ATTATAAATTAAA CATTATGTAC
2JCPS 9 GTACTTAGATCT TATCTCTTGTT
CTTGTAACTAACAG CAGAAATGGAT
2JCPS 20 ACAGCAAGTGC TACTGCAGATG
ACAACAATCTCA GATGGCATGA
2JCMS 30 GGGAAAGA ATGAGTTCACAT
GGCTCTTTGC AAAATCATGCA
AACCACAGG GAAAGAAGCA
3
CESR 0163 AGTTGGTAATG ACAGAAATGG
GCTTTAGCA AATCATCGTT
3
CESR 0231 AACCAAGATTC ATCGTTGGAC
TGTCACAGT ACCTTCGATT
3
CESR 0235 ACATGCCACTT CATTTGTGTC
TCAATCAAT CTAAATTCTCA
3
CESR 0290 TCCAACAACAA ACCAGGTGC
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Tabela 4. Continuacdo...

3CESR 0293
*CESR 0303
3CESR 0312
*CESR 0333
3CESR 0361
3CESR 0370
’CESR 0382
3CESR 0386
*CESR 0398
3CESR 0399
3CESR 0494
SCESR 0498
3CESR 0718
*CESR 0719
3CESR 0733
’CESR 0756
SCESR 0804
3CESR 0820
SCESR 0844
3CESR 0889
SCESR 0934
’CESR 1041
3CESR 1042
SCESR 1044
3CESR 1050

’CESR 1055

CAAAGAAGC
CATTTCTGTTC
AAAGCCTAG
TGCATTTGAAG
AAGAAACAA
ACAATTGTGCC
ACATCTACA
ATGGCGATTTC
AGGCAGATAT
GCTGATTAAGTT
ATCAATGAA
CCTGTTGAAGG
ATGACCTACA
AGCAAGCACT
ATTACTGTGA
ATGAAGCCCA
CAATCTTATT
GCAGTGCTGA
CAATGCATGG
ATCATAAGTG
GCCAAAGCT
TCTCTTAACAA
GCTCGTTCA
TTCATCTCACT
ATGATGTTA
AGGACGAGGTG
ATGATGTTAA
GGACGAGGTG
CAAACAGATCA
AGTACCCAGA
CAGGTTCGTC
TTCTTCAACT
CGTATTACCA
CCAACATCCT
CTCGAGCAC
ATGTTTAATGA
GAAATAGAGA
CAGAAGGCGA
GCTCTTGATT
GATTCCATTT
GTTATTATC
CTCGCCACTTG
TTGCTGAAG
CCCTTTCTAT
TTGGATTCCC
TATGAACAAC
TTGTCGAAGC
TAAGGATTTC
TTTCCACAC
ATCAGCGGC
TTTGAGAGGT
GGCAATAACT

TATCATCACA
AAGGTGCAAA
TCATGCTCTT
TCTCCATCTT
TAGAAATCCT
TGCTGGGTTA
TAATGAATC
TGTAGGACCCG
AGGCAGATATG
CTGATTAAGTT
TCCAGACTCC
AAACTTAATCA
CCAATGACAC
CTCAGAATTT
ACAGAGCACC
CTAACGATAA
CAAACAGCTA
GAATCCCTTG
CTCAAGTCAA
ATCTGGGAAC
TAATCACCAT
ACCCACCTTC
TTAACTGTGA
ATGCCCTTCT
ATCGGCTTCT
TCTTCTTCTT
GCAAGTTCTG
GATTGTTCTC
AAATTGATGG
TGGTGATGAT
ATATATGATCC
CGACAACAA
CCATCAATCC
ACTTATCGTT
TGAGATCAAT
TCAACCACAA
AAATGAACAG
GGAATTGTTG
TGATGATGATG
ATGATGAGG
TTTGTATTTG
TTCACACGGA
CAGTGTTGAGA
TCATAGCGA
TTTGTCTGTC
GAATCCTCTC
CCATTCTTTCT
TCCTTTGTG
ATAAACCTTCA
AACGAGCAA
GTCACAACC
GGCAATTAG
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Tabela 4. Continuacdo...

3NS. 260 TCAGCTGTATG AGGGAAGGAAC
TTGAGTGAGCA ACCTCTCCTA
NS, 308 GGAAATTGGT CGCATTGGAC
TATGTCCTTTCC TTCCTACAAA
3NS. 689 AGGATGATGATG CAGACTGGACTT
AGACAAGAAGA GAACTTTCACT
NS, 720 CCATTACTTAC GGAAATTGGT
ACATTGGACTTCCT TATGTCCTTTCC
3SSRY 4 ATAGAGCAGA CTAACGCACAC
AGTGCAGGCG GACTACGGA
3SSRY 7 TGCCTAAGGA TGCTAAGCTG
AAATTCATTCAT GTCATGCACT
3SSRY 107 CCATTTTCTCT TGGTTTGAAGTCC
TGCTTCTGTCA TATAAAATCCTT
3SSRY 112 CGCAAGGTAA ACAATCAAAGG
ATCGGAGCTA AGTCGTGTAATC
3SSRY 113 TTTGCTGAC TCAACAATTGG
CTGCCACAATA ACTAAGCAGC
3SSRY 127 CTTCGGCCTC GCTGAACTGC
TACAAAAGGA TTTGCCAACT
3SSRY 133 AGCATGTCAT CGACTGCATCA
TGCACCAAAC GAACAATGC
’SSRY 146 TTCCCTCGCT CTATTTGACCG
AGAACTTGTC TCTTCGCCG
3SSRY 150 CAATGCAGGT AGGGTGCTCTTC
GAAGTGAATACC AGAGAAAGG
3SSRY 151 AGTGGAAATA
AGCCATGTGATG CCCATAATTGATGCCAGGTT
3SSRY 153 TTCCAGAAA CTCAACTACT
GACTTCCGTTCA GCACTGCACTC
3SSRY 159 CTTATCCTGT GACAATTGCAT
CCCCTCCACC AGGAAGCACA
3SSRY 177 ACCACAAAC CACCCAATTCA
ATAGGCACGAG CCAATTACCA

Referéncias: 'Bressan (2012); 2Pamidimarri et al. (2008); *Wen et al. (2010).

4.4 Variabilidade entre familias
Para quantificar a variabilidade entre familias foi selecionado um individuo,
dentre os sete coletados, com base na maior concentracdo e melhor qualidade do DNA.
Na sequéncia, foram selecionados os primers mais polimérficos para analisar a

variabilidade entre as familias.

4.5 Analises estatisticas
Dias (2006) e Cruz & Carneiro (2003) relatam que o principio geral de todo
método de agrupamento € maximizar a similaridade dentro e a dissimilaridade entre
grupos. O UPGMA ¢ um método que tem sido comumente utilizado em estudos de

diversidade genética, por considerar médias aritméticas das medidas de dissimilaridade.
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Isso evita caracterizar a dissimilaridade por valores extremos entre os individuos, como
ocorre com 0s métodos do vizinho mais préoximo e do vizinho mais distante. Outra
razdo que também favorece o UPGMA € que ele tende a gerar valores mais altos de
CCC - coeficiente de correlacdao cofenética (SOKAL & ROHLF, 1962). Isso significa
dizer que ele produz menor distor¢do quanto a representagdo das similaridades entre
individuos capturada em matriz de distancia e plotada em dendrograma. O CCC foi
processado para avaliar a distorcdo do dendrograma de UPGMA. Todas as andlises
foram realizadas no software Genes (CRUZ, 2013).

Outro método de agrupamento mais comumente usado € o de otimizacdo de
Tocher que identifica o par de individuos mais similar, com base na matriz de
dissimilaridade. Este formard o grupo inicial tendo como critério a menor distancia

média intragrupo, quando comparada a intergrupo, para inclusdo ou nao de novo

individuo (CRUZ et al., 2013).

5. RESULTADOS

Ao todo 60 pares de primers SSR desenvolvidos para J. curcas foram avaliados
no presente estudo, mas apenas cinco pares apresentaram perfil polimoérfico (Tabela 5).
Este estudo do polimorfismo foi realizado, no primeiro momento, escolhendo-se 12
individuos aleatoriamente dentre as familias, com um representante por familia. Com
base neste estudo, selecionaram-se os microssatélites que apresentaram polimorfismo,
os quais foram novamente avaliados com outros 24 individuos e, por fim, os mais

polimoérficos foram selecionados e aplicados a todas as 93 familias.

Tabela 5. Primers SSR utilizados na avalia¢do da variabilidade genética entre familias

de Jatropha curcas L.

Nome Forward primer Reverse primer
ATCTGGAGTG CACATGGTAA
1
JCENA 87 AAACCAAAGA GCATTACAAGC
2CDS 10 CATCAAATGCT CACACCTAGCA
AATGAAAGTACA AACTACTTGCA
3$SRY 107 CCATTTTCTC TGGTTTGAAGTCC
TTGCTTCTGTCA TATAAAATCCTT
3SSRY 127 CTTCGGCCTC GCTGAACTGC
TACAAAAGGA TTTGCCAACT
CAGGTTCGTC ATATATGATC
3
CESR 0756 TTCTTCAACT CCGACAACAA

Referéncias: 'Bressan (2012); 2Pamidimarri et al. (2008); *Wen et al. (2010).
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Os pares de primers selecionados detectaram individuos homozigotos e
heterozigotos em todas as familias, sendo JCDS 10 o mais polimérfico e JCENA 87 o

menos polimorfico (Tabela 6).

Tabela 6. Numero de heterozigotos, homozigotos e falhas observadas nos pPrimers

SSR utilizados na avaliagdo da variabilidade genética entre 93 familias de Jatropha

curcas L.

Nome Numero de Heterozigotos = Niumero de Homozigotos Numero de Falhas
1JCENA 87 1 92 0

2JCDS 10 85 7 1

3SSRY 107 78 15 0

3SSRY 127 70 22 1

3CESR 0756 59 32 2

Quando as 93 familias foram agrupadas pelo método UPGMA (Figura 1)
observou-se a formacdo de 9 grupos assim compostos: Grupo I (28 familias), Grupo II
(19 familias), Grupo III (13 familias), Grupo IV (6 familias), Grupo V (9 familias),
Grupo VI (5 familias), Grupo VII (4 familias), Grupo VIII (6 familias), Grupo IX (3
familias). Destacam-se as familias UFVJC 36, UFVIC 98 e UFVJC 19 do Grupo IX que
estdo localizadas em Serra da Ibipiaba (CE), Iraquara (BA) e Montalvania (MG),
respectivamente. Os individuos UFVIJC 72, UFVIC 73 e UFVJC 74 oriundos do
Camboja foram separados em grupos diferentes. A maioria das familias coletadas em
Minas Gerais e Bahia foi reunida no Grupo I. As familias coletadas em Sdo Paulo
(UFVIC 41, UFVIC 44, UFVIC 47, UFVJC 48 e UFVIJC 83) foram separadas em
grupos distintos. As familias UFVJC 61 e UFVIC 70 coletadas no Rio Grande do Sul e

Ariquemes (RO) foram coligadas no mesmo Grupo II.
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Metodo de agrupamento :  Ligagdo Media Entre Grupo(UPGMA)
UFVIC10
UFVIC102
UFVICT3
UFVICES
urvIce?
UFVICH
uFvICez
UFVICES
UFVICEY
UFVICEY
UFVICET
UFVICTS
uFvICat
UFVICS0
UFVICss
UFVICIS
UFVIC3O
urvIcsz
uFVICH
UFVJC24
urviczs
UFVICIS
UFVICSS
UFVICSS
UFIVCSS
UFVICS3
UFVICHY
uFvICS
UFVICSS
UFVICES
uFviCE
UFVICSS
UFVICEY
UFVICH
UFVICe9
UFVIC100
UFvICe
UFVICH
uFVICTo
UFVICSH
UFVIC58
UFVICI0
UFVICIT
UFVICTE
UFVICIT
uFVICIo
UFVICT
UFVICS0
UFVICHS
UFvICT
UFVICes
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UFvIC20
uFVICIE i =
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Figura 1. Dendrograma de UPGMA para 93 familias de Jatropha curcas L., utilizando
cinco locos microssatélites. Destaque para as familias UFVIC 36, UFVJC 98 e UFVJC

19, separadas das demais.
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A aplicagdo do método de otimizacdo de Tocher separou as familias em 13
grupos (Tabela 7). Grupo I englobando 18 familias, o II com 27 familias, o III com trés
familias, o IV com 14 familias, o V com seis familias, o VI com quatro familias, o VII
com 10 familias, o VIII com quatro familias, o IX e X com duas familias cada e grupos
X1, XII e XIII com uma familia cada. Destaque para os individuos UFVJC 18, UFVIC

71 e UFVIC 36 por serem tnicos em seus grupos.

Tabela 7. Agrupamento pelo método de Tocher para 93 familias de Jatropha curcas L.

Grupo Familias

I UFVICI; UFVIJC3; UFVIC4; UFVIC20; UFVIC38; UFVIC48; UFIVC54;
UFVIC90; UFVIC96; UFVICS; UFVIC44; UFVIC55; UFVIC63; UFVIC6S;
UFVIC66; UFVIC49; UFJVC56; UFVJC93.

I UFVICe6; UFVJC23; UFVJC74; UFVIC79; UFVJC85; UFVIC13; UFVJC15;
UFVIC24; UFVJC29; UFVIC32; UFVJC34; UFVIC35; UFVIC39; UFVJC50;
UFVIJC68; UFVICT75; UFVICS81; UFVIC83; UFVIC87; UFVJC88; UFVICS89;

UFVIC91; UFVJC92; UFVIC95; UFVIC97; UFVIC101; UFVJC102.

I UFVIC7; UFVJCI12; UFVJC53.
v UFVIJC9; UFVJCI10; UFVIC11; UFVICI16; UFVIC17; UFVIC30; UFVIC37;
UFVIJC51; UFVICS8; UFVIC61; UFVIC70; UFVIC99; UFVJC100; UFVJC22.
v UFVIC14; UFVJC46; UFVIC80; UFVJC25; UFVIC62; UFVJC84.
VI UFVIJC19; UFVIC98; UFVIC59; UFVIC9%4.
VII UFVIJC28; UFVIC31; UFVIC73; UFVJC40; UFVIC42; UFVJCA45; UFVICS2;
UFVIC60; UFVJC82; UFVICS6.
v UFVIC57; UFVIJC67; UFVICT72; UFVIJC43.
IX UFVIJCS; UFVIJC47.
X UFVIJC33; UFVICA41.
XI UFVICI8
XII UFVIC71
XIII UFVIJC36
6. DISCUSSAO

Diversos estudos estdo sendo feitos com intuito de investigar a variabilidade
genética de J. curcas e na maior parte deles observa-se que existe reduzida variabilidade
nos acessos amostrados. Essa realidade é um fator limitante para os programas de
melhoramento, uma vez que € através da exploracdo da variabilidade que o melhorista
consegue melhorar as espécies para alimentacdo humana e animal.

Os baixos niveis de diversidade genética em J. curcas tém sido relatados na
literatura e estdo sendo atribuidos a diferentes causas como forma de dispersdao das
espécies nativas pelos continentes (HELLER, 1996), distribuicao geografica feita por

propagacdo vegetativa (BASHA & SUJATHA, 2007), germoplasma com limitadas
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introducdes (BASHA et al., 2009), ancestria comum e sele¢c@o intensiva dos materiais
cultivados no Brasil desde a época de introdu¢do (ROSADO et al., 2010).

O BAG da UFV ¢€ bem representativo e composto por individuos de diversas
partes do Brasil, além de acessos do Camboja. A realiza¢do de estudos que comprovem
ou ndo a existéncia de variabilidade nesse banco € de fundamental importancia para o
desenvolvimento do programa de melhoramento da cultura em questdo. Freitas et al.
(2011), analisando as sementes das plantas matrizes que deram origem ao BAG-UFV,
encontraram teor médio de 6leo de 31%, com ampla variacao de 16% a 45%.

O principal foco do programa de melhoramento de J. curcas da UFV € a selecao
das melhores plantas quanto a produtividade de 6leo para a producdo de biodiesel.
Sabendo disso, Freitas (no prelo) selecionou, com base no valor genotipico, as 20
melhores familias do BAG-UFV quanto a produtividade de 6leo. Neste trabalho foi
possivel constatar o potencial genético deste BAG, uma vez que a predicdo de ganho
genético, ao utilizar essas familias, resultard num adicional de 47.9% de produtividade
de 6leo. Ao considerar os 20 melhores individuos selecionados pelo valor genético
aditivo (sementes) observou-se um adicional de 157,0% de produtividade de dleo.

A escolha dos genitores para a formagdo da populagdo base ¢ de fundamental
importancia. Sendo assim, a correta e precisa caracterizacdo dos acessos do banco é
primordial para que se consiga detectar e explorar a caracteristica desejavel (BHERING
et al. 2011). A selecdo inicial de genétipos divergentes superiores quanto a produgdo de
graos e 6leo, aumenta a chance de selecdo de combinacdes gé€nicas superiores, jd nas
primeiras geragdes, em razdo da concentracdo de alelos favoraveis (LAVIOLA et al.,
2010; JUHASZ et al., 2013).

Uma ferramenta muito 1til para se avaliar essa divergéncia entre os acessos sao
os marcadores moleculares. Desta forma, neste estudo, os cinco locos SSR polimérficos
foram utilizados nas 93 familias de J. curcas. Todos eles foram capazes de detectar
considerdvel nivel de heterozigotos. De fato, alguns estudos (SUN et al., 2008;
ROSADO et al., 2010; WEN et al., 2010) revelam essa alta heterozigosidade que pode
ser explicada de a J. curcas ser uma espécie mondica. Desta forma, espera-se que os
locos estejam em heterozigose devido a alogamia.

As familias que apresentaram maior divergéncia genética, por meio dos métodos
UPGMA e Tocher, foram UFVJC 18 e UFVIJC 19, coletados em Montalvania (MG),
além da UFVJC 36, UFVIC 98 e UFVIC 71 recolhidas, respectivamente, em Serra da
Ibipiaba (CE), Iraquara (BA) e Joao Pinheiro (MG). A maior variabilidade presente nas
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familias coletadas em Minas Gerais ratifica a hipétese de Dias et al. (2012) que
consideram o norte do estado como centro secundario de J. curcas.

Ao se analisar a formacdo dos grupos pelo método do UPGMA e Tocher, apesar
deste estudo ser exploratdrio, fica evidente alta variabilidade presente no BAG-UFV, se
comparado com estudos realizados em outros bancos de germoplasma pelo mundo. Sun
et al. (2008), em avaliacdo da diversidade genética de 58 acessos de J. curcas do banco
de germoplasma do South China Botanical Garden, utilizaram 30 microssatélites, 17
deles polimérficos, e encontraram limitada diversidade neste banco. Rosado et al.
(2010) analisaram a diversidade de 192 acessos por meio de marcadores RAPD e seis
marcadores SSR encontrando baixa variabilidade entre os acessos. Na-ek et al. (2011)
avaliaram 32 individuos provenientes de diferentes regides do mundo com cinco SSR e
registraram limitada diversidade genética. Salvador Figueroa et al. (2015), estudando 93
acessos coletados em sete locais de duas regides de Chiapas no México, utilizaram 10
pares de SSR e constataram que tais acessos de J. curcas possuem diversidade maior
que a observada em outras partes do mundo, com potencial para compor banco de
germoplasma e programas de melhoramento. Naresh et al. (2015) avaliaram a
diversidade genética entre 14 acessos da India com o auxilio de 10 marcadores RAPD e
observaram baixa variabilidade entre os acessos.

A estratégia de coleta das familias do BAG-UFV foi certamente o diferencial
deste banco. Tal estratégia, preconizada por Dias & Kageyama (1991), privilegiou a
coleta de maior nimero de sementes de cada familia, visando capturar maior quantidade
de variacdo genética dentro delas. Dias & Kageyama (1991) relatam que o
conhecimento do nivel de variacdo genética e a sua distribuicdo entre e dentro de
populacdes é fundamental. Com ele € possivel o melhor direcionamento das estratégias
de melhoramento a serem adotadas de forma a maximizar os ganhos genéticos através
dos ciclos de selecdo. Em J. curcas alguns estudos detectaram maior quantidade de
variabilidade genética dentro de populacdes (PIOTO et al., 2015; SINHA et al., 2015;
MAURYA et al., 2015; BHERING et al., 2015). Essa alta concentragdo da variacao
genética dentro de populacdes implica em se amostrar mais plantas por familia (Dias &
Kageyama, 1991); Bhering et al., 2015).

O presente resultado atesta o acerto do processo de coleta do BAG - UFV, em
que cada familia foi representada por 16 plantas. Ao mesmo tempo, este resultado serve

de alerta para outros BAGs que se preocuparam em coletar maior nimero de acessos,
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porém, com poucas plantas por acesso. Essa € talvez a principal razdo de os estudos

anteriores com marcadores de DNA apontarem baixa variabilidade genética na espécie.

7. CONCLUSAO

Constatou-se a existéncia de expressiva variabilidade genética entre as 93
familias do BAG — UFV, por meio dos cinco primers SSR. Este foi um primeiro estudo
de cardter mais exploratério da potencialidade do banco. Para maior conhecimento do
banco o trabalho terd sequéncia com a obtencdo de maior nimero de marcadores
polimoérficos e o estudo de variabilidade dentro das familias.

Recomenda-se estudos mais detalhados com as familias UFVJC 18, 19, 36, 71 e
98, por apresentarem elevada divergéncia genéticae por isso promissoras para O

programa de melhoramento.
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