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RESUMO

O pinhdo manso (Jatropha curcas L.) é um arbusto da familia Euphorbiaceae, que vem
se destacando como uma das plantas oleaginosas promissora para a producdo de oOleo
para o biodiesel no Brasil. Este estudo teve por objetivo realizar a caracterizacao
molecular por meio de marcadores ISSR em diferentes populacbes de pinhdo manso,
provenientes do Banco Ativo de Germoplasma (BAG) da Embrapa Meio-Norte, Piaui e
Embrapa Algoddo, Paraiba. Foram testados 100 primers ISSR, desses 11 foram usados
na genotipagem. Obteve-se 307 locos ISSR, sendo 294 polimdrficos, com média de 27
locos por primer. A percentagem média de locos polimorficos (P%) foi de 95,76%. A
diversidade genética de Nei (He) e indice de diversidade de Shannon (Hp) variaram de
He = 0, 0256 a 0,1703 e Hp = 0,0374 a 0,1926, respectivamente. O nimero de alelos
observados (N,) variou de 1,0619 a 1,3257, ja o nimero efetivo de alelos (N¢) variou de
1,0438 a 1,1496. O valor do coeficiente de diferenciacdo genética (Gst) foi de 0,6306
entre as populagcdes. Na AMOVA (dst = 0,4452) e no Ost pairwise, verificou-se que
houve diferenciacdo genética, sendo a diversidade genética total dividida em 44,52%
entre as populacBes e 55,48% dentro das populacBes. O dendrograma (UPGMA)
formou quatro grupos bem definidos. Concluiu-se que o BAG de Pinhdo Manso da
Embrapa Meio-Norte apresenta variabilidade genética; os Estados do PI, MA, CE, BA,
MG possuem populagdes com variabilidade genética em pinhdo manso; no Estado do
Piaui h& concentracdo de variabilidade genética nas mesorregides Norte Piauiense,
Centro-Norte Piauiense e Sudoeste Piauiense; as populacdes de Campo Maior-Pl e
Agricolandia-P1 sdo as mais divergentes e Parnaiba-Pl e Chaval-PI as mais similares; a
maior variabilidade genética da espécie esta presente dentro das populagdes; o0s
cruzamentos entre os acessos CMN 58 e CMN NP; CMN 7/7 e CMN NP; CMN 333 e
CMN 10/26; CMN 333 e CMN 58; CMN 16 e CMN 7/7; CMN NP e CMN 10/26;
CMN 333 e CMN 26 constituem a melhor combinacdo para programas de
melhoramento.

Palavras — chave: Diversidade genética, Recursos genéticos, Biodiesel, Oleaginosa.



MOLECULAR CHARACTERIZATION IN ACCESSES OF JATROPHA
(Jatropha curcas L.) THROUGH ISSR MARKERS
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ABSTRACT

Jatropha (Jatropha curcas L.) is a shrub of family, which has been highlighted as one of
the promisor oilseed plants for Euphorbiaceae biodiesel production in Brazil. This study
aimed to perform the molecular characterization using inter sample sequence repeats
(ISSR) markers in different populations of Jatropha, from active germoplasm bank of
both Embrapa Meio-Norte, Piaui and Embrapa Algoddo, Paraiba. We tested 100
primers ISSR, eleven of them used in genotyping, providing us 307 ISSR loci of which
294 were polymorphic with a mean of 27 loci per primer. The average percentage of
polymorphic loci (P%) was 95,76%. The Nei’s genetic diversity (He) and the Shannon’s
index (Ho) reached variation of He= 0,0256 to 1,703 and Ho= 0,0374 to 0,01926,
respectively. The number of observed alleles (N,) varied from 1,0619 to 1,3257, whilst
the number of effective alleles (N.) varied from 1,0438 to 1,1496. The coefficient value
of genetic differentiation (Gsr) was 0,6306 among the populations, revealing high
genetic differentiation. Both AMOVA (®st = 0,4452, P < 0,001) and ®st pairwise
revealed that there were genetic differentiation of jatropha, being the overall genetic
diversity divided at 44,52% among the populations and 55,48% inside the populations.
The dendrogram (UPGMA) formed four very distinct groups. It was concluded that the
BAG of Jatropha Embrapa Mid-North genetic variability, the states of the PI, MA, CE,
BA, MG have populations with genetic variability in jatropha, in the State of Piaui no
concentration of genetic variability in the regions Piauiense North, North Central and
Southwest Piaui Piaui; populations of Campo Maior-Agricolandia-Pl and Pl are the
most divergent and Parnaiba-Pl and PI-Chaval the most similar, the greater genetic
variability is present within populations; crosses between accessions CMN CMN 58 and
NP; CMN 7/7 and NP CMN, CMN 333 and CMN 10/26; CMN 333 and CMN 58;
CMN CMN 16 and 7/7, and NP CMN CMN 10/26; CMN CMN 333 and 26 are the best
combination for breeding programs.

Keywords: Genetic diversity, Genetic resources, Biodiesel, Oilseed.
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1 INTRODUCAO

As mudancas climaticas que vém ocorrendo nos Ultimos anos tém contribuido
para 0 aguecimento global, oriundo, principalmente, da geragdo e emissao antrdpicas
dos gases do efeito estufa. Por isso, ha uma preocupacdo em criar novas fontes de
energia limpa e renovavel, que possam substituir os combustiveis fosseis por
biocombustiveis como o biodiesel.

A producdo de 6leo para o biodiesel, a partir do pinhdo manso (Jatropha curcas
L.), é de grande importancia para o desenvolvimento regional, especialmente para o
Nordeste, pela sua capacidade de gerar renda e melhoria na qualidade de vida no meio
rural.

O pinhdo manso € um arbusto da familia Euphorbiaceae, que vive mais de 50
anos, sendo encontrado praticamente em todas as regides do Brasil, nas mais diferentes
condicdes edafoclimaticas e vem se destacando como uma das plantas oleaginosas
promissoras para a producdo de biodiesel. A espécie encontra-se em processo de
domesticacdo e h& uma grande demanda por informagdes técnica e cientifica,
principalmente, pelos empresarios, para a producdo de matéria-prima para as industrias
de biodiesel. No Brasil, 0 pinhdo manso tem despertado interesse dos produtores, do
governo e das instituicGes de pesquisas, gerando assim expectativa para o seu plantio,
inclusive no semiarido nordestino.

Apesar de toda importancia econémica e social ligada ao cultivo do pinhéo
manso, o0s estudos ainda estdo na fase inicial. Até o momento, sdo poucas as
informac@es disponiveis sobre seu cultivo e base genética. Atualmente, os materiais de
pinhdo manso utilizados em plantios comerciais no Brasil sdo geneticamente
desconhecidos. Nesse contexto, a espécie deve ser estudada de modo mais detalhado,
principalmente no ambito molecular.

Os estudos de caracterizacdo molecular conduzidos por Sun et al. (2008) e
Pamidimarri et al. (2010), realizados respectivamente nos BAG da China e india,
demonstraram baixa variabilidade. No Brasil, Rosado et al. (2009) tiveram concluséo
similar. Contudo, He et al. (2007) encontraram alto nivel de diversidade genética entre
oito populagbes de pinhdo manso usando marcadores ISSR. Grativol et al. (2011), ao
trabalhar com marcadores ISSR, concluiram que os acessos brasileiros estudados
possuem alto polimorfismo (91%) e alta diversidade genética (0,4340). Esses resultados

mostram alta diversidade genética, em comparagdo com 0s acessos de outros paises.
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A caracterizagdo molecular atua de modo eficiente, pois permite avaliar a
variabilidade genética entre individuos em nivel de DNA, sendo capaz ainda, de
associar a similaridade entre grupos (MELCHINGER et al., 1994). Os marcadores
moleculares permitem conclusGes consistentes quanto a relacdo genética entre
cultivares, espécies e hibridos intra e interespecificos, e também na construcdo de mapas
genéticos (BOREM e CAIXETA, 2009).

Dentre os marcadores moleculares disponiveis, os Inter Simple Sequence
Repeats (ISSR) sdo amplamente utilizados em estudos de diversidade genética e
estruturacdo genética populacional (CHRISTOPOULOQOS et al., 2010). Esses marcadores
sdo amplificados via reacdo em cadeia da polimerase (PCR) de regies do DNA
gendmico, que compreendem dois microssatélites idénticos, adjacentes e inversamente
orientados (ASSEFA; MERKER; TEFERA, 2003; ZIETKIEWICZ; RAFALSKI;
LABUDA, 1994), os mesmos possuem como caracteristicas a longa sequéncia dos
primers e a alta temperatura de anelamento, 0 que aumenta a confiabilidade e
reprodutibilidade dos resultados obtidos (BORNET; BRANCHARD, 2001).

Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi realizar a caracterizacéo
molecular por meio de marcadores ISSR em diferentes popula¢bes de pinhdo manso,
provenientes do Banco Ativo de Germoplasma (BAG) da Embrapa Meio-Norte, Piaui e

Embrapa Algodao, Paraiba.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Classificacdo botéanica do pinhdo manso (Jatropha curcas L..)

O pinh@o manso pertence a familia Euphorbiaceae, subfamilia Crotonidae, Tribo
Hippomaneae, subtribo Jatropheae, género Jatropha e a espécie Jatropha curcas L.. A
familia Euphorbiaceae possui cerca de 8000 espécies, com aproximadamente 320
géneros, enquanto que o género Jatropha contém 170 espécies de plantas herbaceas e
arbustivas (WEBSTER, 1994; HELLER, 1996), sobre as quais, tém-se registros de
aplicacdo em uso medicinal, ornamental e na producéo de 6leo.

A espécie Jatropha curcas L. possui elevado valor medicinal e representa uma
oleaginosa bastante promissora para a producdo de biodiesel, sendo considerada mais
uma opcao agricola para a regido Nordeste, por ser tolerante a seca (ARRUDA et al.,
2004).

O nome Jatropha é de origem grega, iatros (doutor) e trophé (comida) o que
significa ‘uso medicinal’ (HELLER, 1996). Dependendo do local de ocorréncia o
pinhdo manso pode ser conhecido como pinhdo branco, pinh&o do Paraguai, purgueira,
pinha-de-purga, gréo-de-maluco, pinhdo-de-cerca, pinhdo-bravo, figo-do-inferno,
pinhdo-das-barbadas (DRUMMOND et al., 1984). Entre os ingleses é conhecido por
physic nut, na Franca recebe o nome de pulghera, purgera, pignon de Inde, pagnon de
Barbérie, noix americaine, no México é zicilte e no Egito ab el boluk (PEIXOTO,
1973).

2.2 Origem e distribuicdo geografica

A origem do pinhdo manso ainda ndo € bem definida, acredita-se que seja
originario das Américas do Sul e Central, sendo o México seu centro de origem
(HELLER, 1996; BASHA; SUJATHA, 2007; FAIRLESS, 2007). A distribuicdo dessa
espécie, que ocorre principalmente nas Américas, Africa e na Asia, provavelmente
aconteceu por causa da presenca dos navios portugueses nas Illhas de Cabo Verde e
Guiné Bissau (HELLER, 1996; OPENSHAW, 2000).

O pinhdo manso é encontrado de forma espontanea em quase todas as regides
intertropicais, tendo maior ocorréncia nas regides tropicais. No Brasil, apresenta ampla
distribuicido geografica, sendo encontrado de forma dispersa adaptando-se a condigdes

edafoclimaticas variadas, ocorrendo nas regides Sudeste, Centro-oeste e Nordeste
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(PEIXOTO, 1973), devido as caracteristicas de rusticidade e tolerancia a estiagens
(SATURNINO et al., 2005).

2.3 Caracteristicas e usos da planta

O pinhdo manso é uma planta perene, que possui como caracteristica
interessante sua capacidade de adaptar-se bem em locais com temperatura elevada e em
clima seco.

Esse arbusto possui crescimento rapido e pode atingir de dois a cinco metros de
altura (HELLER, 1996). O seu tronco encontra-se dividido desde a base em varios
ramos, 0S quais possuem cicatrizes oriundas pela queda das folhas na estacdo seca
(SATURNINO et al., 2005), que surgem logo ap6s as primeiras chuvas. O diametro do
tronco mede geralmente 0,20 m, sendo o caule liso, porém quando ferido expeli um
liquido leitoso, o latex, que segundo Arruda et al. (2004), possui propriedade medicinal,
sendo usado como cicatrizante, hemostatico e purgante.

De modo geral, o caule do pinhdo manso é pouco resistente, apresenta lenho
mole e medula desenvolvida. O floema possui longos canais que se estendem até as
raizes, nos quais circula o latex; suas raizes sdo curtas, superficiais e com pouca
ramificacdo. As folhas do pinhdo manso sdo verdes, esparsas e brilhantes, largas e
alternas, em forma de palma com trés a cinco l6bulos e pecioladas, com nervuras
esbranquigadas e salientes na face inferior (SATURNINO et al., 2005).

Quanto a reproducdo, o pinhdo manso € uma planta mondica, assim, encontra-se
em uma mesma inflorescéncia flores masculinas e femininas. Comumente, as flores
masculinas estdo presentes em maior quantidade e ficam concentradas nas extremidades
da inflorescéncia (SOLOMON RAJU; EZRADANAM, 2002). Como apresenta
fecundacéo cruzada, é uma planta alogama (CARVALHO et al., 2008).

Para o melhoramento genético, a biologia floral de uma espécie é fator decisivo
na conducéo dos estudos. Por outro lado, o florescimento apresenta uma estreita ligacao
com a producdo, visto que o nimero de flores femininas e sua fecundagéo determinam a
quantidade de frutos e sementes a serem produzidas (JUHASZ et al., 2009). No pinh&o
manso, as primeiras horas da manha séo consideradas o melhor momento para ocorrer a
polinizacdo (PAIVA NETO et al., 2010).

O fruto do pinhdo manso € carnoso do tipo capsula trilocular, e em seu interior

estdo dispostas as sementes, sendo geralmente uma em cada cavidade, formado por um
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pericarpo ou casca dura e lenhosa, indeiscente. Normalmente, sdo geradas trés sementes
por fruto, cujo tamanho pode variar de 1,5 a 2,0 cm de comprimento, 1,0 a 1,3 cm de
largura e o0 peso de 1,53 a 2,85 g, apresentando teor de 6leo variando entre 33 e 38%,
1SS0 representa de 53 e 79% do peso do fruto (SATURNINO et al., 2005).

A composicao do fruto esta distribuida em 27,8% de casca, 26,2% de epicarpo e
46% de alblmen e € nesta regido que se encontra o maior teor de 6leo, podendo chegar
a 60,8% (BRASIL, 1985). Com relacdo a cor, inicialmente o fruto é de tonalidade
verde, passando para amarelo, depois castanho e por fim torna-se preto, no ultimo
estadio de maturacdo (SATURNINO et al., 2005).

Como o pinhdo manso ainda se encontra em processo de domesticacdo ha falta
de cultivar desenvolvidas, assim, informacdes basicas de cultivo e manejo ndo estdo
bem definidas. Por este motivo, os plantios sdo desuniformes, principalmente, quanto a
producdo e maturacdo dos frutos. Saturnino et al. (2005) e Beltrdo et al. (2006)
exemplificam essa desuniformidade ao esclarecer que, em um mesmo cacho, existem
frutos com idades diferentes, por causa do dia de abertura das flores femininas,
existindo ainda diferencas entre época de florescimento, e isso dificulta a colheita, ja
que a producéo uniforme viabiliza a colheita mecanizada.

Embora essas questfes tenham influéncia na producéo, tem sido observado que
0 pinhd manso é uma espécie com potencial produtivo. Relatos anteriores indicavam
boa expectativa de producdo, conforme Peixoto (1973), a producdo pode variar de 1 a 6
Mg ha™, sendo essa variacéo ligada & idade da planta, que frequentemente, comeca a
produzir aos 10 meses apds o plantio. Estima-se que no quarto ano seja alcancada sua
estabilidade de producéo, podendo estender-se até 50 anos.

A variacdo da produtividade de sementes para as condigOes brasileiras variam de
0,59 a 6,26 Mg ha™, sendo 0,59 a 5,64 Mg ha™* sem irrigacdo e 4,88 a 6,26 Mg ha™ para
cultivos irrigados. O rendimento potencial de 6leo esperado é de 203 a 2.153 Mg ha™
(LAPOLA; PRIESS; BONDEAU, 2009). Drummond et al. (1984), em ensaio
experimental na regido de Janauba-MG, observaram a producdo de pinhdo manso com
idade média de 18 meses sob condicdes irrigadas, registrando producéo de 2,5 Mg ha™
de sementes.

De acordo com Arruda et al. (2004), a producdo anual de pinhdo manso nao €
inferior a 2 Mg de 6leo ha™. O risco de variacdo dessa producéo é atribuido a fatores

como a regido de plantio, método de cultivo, tratos culturais, idade das plantas,
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quantidade de chuva e fertilidade do solo. Tais fatores poderédo ser objetos de pesquisas,
cujo aprimoramento possibilitara que a producdo seja estavel e tenha viabilidade
econdmica, evidenciando assim, a importancia dos estudos com melhoramento genético
para a espécie. Além disso, com a expansdo das areas de plantio, o pinhdo manso tende
a contribuir com a fixacdo do homem no campo, uma vez que a proposta de fornecer
matéria-prima para a industria é uma atividade geradora de renda.

Com relagdo ao uso, essa planta apresenta atributos como a boa aptiddo para
recuperar areas degradadas, j& que, apos a extracdo do oleo, a torta, que é o subproduto
gerado, pode ser utilizada como adubo organico, principalmente, por conter elevados
teores de nitrogénio, fosforo e potassio (TEIXEIRA, 2005; MENDONCA; LAVIOLA,
2009). Somando-se a isso, possuem ainda, propriedades medicinais, pode ser usada na
producéo de sab&o e como cerca-viva (HELLER, 1996).

Sua aplicacdo na medicina popular tem beneficio em varias enfermidades, sendo
o latex rico em propriedade antimicrobiana e cicatrizante; as raizes podem ser usadas
como diuréticas e antileucémicas; enquanto que as folhas e o 6leo sé@o muito eficazes no
tratamento de doengas na pele. Outra serventia do 6leo é no tratamento de reumatismo.
Ja as sementes sdo nocivas a animais e ao ser humano, sua ingestdo pode provocar
vomito e diarreia, por causa da presenca de curcina e ésteres de forbol que apresentam
alta toxidade (HELLER, 1996), bem como o &cido jatrépico (PEIXOTO, 1973).

O 6leo extraido das sementes tem provocado interesse pela espécie por causa da
sua alta qualidade e boa perspectiva para producao de biodiesel. Esse 6leo apresenta-se
incolor, inodoro, muito fluido e facil de extrair por pressdo (ARRUDA et al., 2004).
Quando comparado com o 6leo de outras espécies como soja, mamona e palma observa-
se qualidade superior quanto a estabilidade de oxidacdo, viscosidade e ponto de
congelamento, respectivamente (CARELS, 2009).

2.4 Potencial para a producdo de matéria-prima para biodiesel

Nos ultimos anos, a producdo de biocombustivel, derivado de Gleos vegetais,
tem despertado interesse em varios estudos (FREITAS et al., 2011), e nas mais variadas
areas do conhecimento. Isso acontece, principalmente, por causa dos altos indices de
poluicédo gerada pelos combustiveis fosseis. Neste contexto, torna-se necessaria a busca
por novas fontes de energia que possam contornar tais problemas ambientais, bem como

reduzir os riscos de sua falta.
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O biocombustivel atua de modo eficiente, ja que o uso do biodiesel no transporte
rodoviario, principalmente nos grandes centros urbanos, possui a emissdo de poluente
bem inferior quando comparado com o 6leo diesel (MASJUK; SAPUAN, 1995). De
acordo com Chang et al. (1996), as emissdes de monoxido e dioxido de carbono,
enxofre e material particulado do biodiesel sdo bem inferiores as do diesel
convencional. Por este motivo, o uso do biodiesel como combustivel tem alcangando
lugar de destaque no cenério mundial.

No Brasil, em 2002, o Ministério da Ciéncia e Tecnologia lancou o Programa
Brasileiro de Desenvolvimento Tecnoldgico de Biodiesel, em que o principal objetivo
era a inclusdo e o fortalecimento da agricultura familiar na cadeia produtiva da
agroenergia, em especial, do biodiesel (SLUSZZ; MACHADO, 2006).

Posteriormente, com o advento do Programa Nacional de Producdo e Uso de
Biodiesel (PNPB), estabelecido pela lei n. 11.097/2005, ficou determinado que a partir
de janeiro de 2008 fosse obrigatério em todo o territorio nacional o uso da mistura B2,
que significa a adigcdo de dois por cento de biodiesel em 98% de diesel de petroleo, e
posteriormente, em janeiro de 2013, deveria ser adotada obrigatoriamente a mistura B5,
sendo entdo, adicionados cinco por cento de biodiesel ao diesel de petréleo. Dessa
forma, ficou evidente a necessidade de matéria-prima para esse fim, sendo entdo,
consolidada a demanda por Gleos vegetais, ja que as misturas B2 e B5 séo obrigatdrias.

O Brasil destaca-se por possuir areas disponiveis para a producdo em grande
escala, aléem da vasta diversidade edafoclimatica e de espécies nativas com potencial
para a producdo de biocombustivel (TEIXEIRA, 2005), o que pressupde
desenvolvimento nas regides brasileiras nos aspectos social, ambiental e econémico.

Entre as espécies presentes no Brasil, podem ser citadas a soja, mamona, dendg,
girassol, amendoim, canola, coco, babacu, algoddo, pinhdo manso, nabo forrageiro,
pequi, buriti e a macauba, com grande potencial (SLUSZZ; MACHADO, 2006). Para
Arruda et al. (2004), o pinhdo manso é uma espécie oleaginosa que pode ser destinada
para a producdo de biodiesel, podendo seu cultivo ser implantado no semiarido
nordestino. Fatores como boa expectativa de producdo, altos rendimento de oleo,
tolerancia da planta ao estresse hidrico e baixa exigéncia da fertilidade do solo

justificam o interesse pela espécie.
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2.5 Conservagdo e diversidade genética da espécie

O conhecimento da variacdo genética de uma espécie é fundamental em
programas de melhoramento, pois permite a melhor utilizacio do banco de
germoplasma, possibilita atuacdo mais eficiente no processo de selegdo dos individuos
(KARP; EDWARDS, 1998), permite ao melhorista identificar genes para serem
incorporados nos estudos de melhoramento, e com isso preveni a erosao genética
(BUENO; MENDES; CARVALHO, 2006). Portanto, a base da conservacao de espécies
¢ a manutencdo da variabilidade genética nas populacbes (YEEH, KANG, CHUNG,
1996).

De acordo com Borém (2001), é essencial a um programa de melhoramento a
existéncia de variabilidade genética, de maneira que esteja a disposicdo para facilitar os
estudos, sobretudo, na busca por caracteristicas de interesse, como teor de Oleo,
precocidade, producdo, entre outros. Paralelo a isso, é primordial as atividades de
coleta, introducdo, caracterizacdo, avaliacdo e conservacdo de germoplasma.

A caracterizacdo de germoplasma tem por objetivo registrar informacdes que
descrevam, identifiquem e assim, diferenciem os individuos (VICENTE et al., 2005).
Essas informacgdes podem ser geradas a partir de descritores botanicos, morfoldgicos,
agrondmicos e moleculares.

A conservacdo da diversidade genética do pinhdo manso ocorre, em grande
parte, nos Bancos de Germoplasma, principalmente, nos paises da Africa e China, que
atualmente, se destacam em pesquisas com a espécie. De acordo com Heller (1996),
instituicbes da Costa Rica, Burkina Faso e do Cabo Verde também realizaram coletas
para a formacdo de germoplasma in situ e em bancos de sementes. Na india, ha
conservacao de germoplasma in situ em quatro regiGes ecogeograficas (SUNIL et al.,
2008), havendo ainda, Banco Ativo de Germoplasma (BAG) do género Jatropha na
Tailandia, Filipinas, Meéxico, Guatemala e Holanda, cujo objetivo é obter melhor
compreensdo da espécie (CARELS, 2009), e assim avangar nos programas de
melhoramento genético.

No Brasil, as instituicdes Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA), Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais (EPAMIG),
Empresa Baiana de Desenvolvimento Agricola (EBDA) e Universidade Federal de
Sergipe (UFS) (CARELS, 2009), detém a responsabilidade da composicdo desses

bancos de germoplasma, sobre os quais tém sido realizadas as mais variadas pesquisas.



21

No Piaui, no municipio de Teresina, a Embrapa Meio-Norte vem conduzindo
ensaios experimentais desde 2007. Primeiramente, foi iniciada a formagcdo do BAG
envolvendo coletas realizadas em varios municipios do Estado do Piaui. Foram
realizadas expedicGes de coleta também nos Estados da Bahia, Ceara e Maranhdo. Parte
desses acessos estd sendo avaliada quanto os aspectos fisiologicos, fenoldgicos e
moleculares, além dos estudos conduzidos nas areas de adubacdo, irrigacdo e
fitossanidade.

Na Paraiba, a Embrapa Algoddo também tem realizado pesquisas com essa
oleaginosa. Silva et al. (2008) conduziram estudo de caracterizacdo morfologica em 103
acessos pertencentes do BAG da Embrapa Algoddo, no municipio de Patos, sendo 0s
acessos provenientes de varios Estados do Brasil, tais como Pernambuco, Tocantins,
Paraiba, Ceard, e também oriundos do El Salvador, Colémbia e Africa. Conforme
Vasconcelos et al. (2010), esse BAG possui um total de 191 acessos.

Em outras regibes do pais, pesquisas também estdo sendo desenvolvidas.
Laviola et al. (2009) caracterizaram quanto aos aspectos morfo-agronémico um total de
185 acessos de pinhdo manso implantados no BAG em Planaltina — DF, sendo este
banco resultado de uma parceria entre Embrapa Agroenergia e Embrapa Cerrados.
Conforme Laviola et al. (2010), esse BAG relne cerca de 200 acessos oriundos de
diversas regies do Brasil, sendo 0os mesmos submetidos a avaliacdo em programa de
melhoramento, a fim de se obter materiais com alta produtividade de gréos e teor de
6leo, bem como, materiais sem constituintes toxicos.

Informacdes sobre a base genética do germoplasma disponivel tém sido obtidas
com base em marcadores moleculares. Na China, foram caracterizados 54 acessos locais
e dois da Malasia, por marcadores AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) e
SSR (Simple Sequence Repeats) (SUN et al., 2008). O estudo de Basha et al. (2009),
usou acessos coletados na da india, China, Cabo Verde, Egito, Madagascar, Africa,
Uganda, Filipinas, Tailandia, Vietnd, México e El Salvador. No Brasil, Rosado et al.
(2009) caracterizaram, por RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) e SSR, 192
acessos de pinhdo manso de mais de 40 regies do pais. Grativol et al. (2011) também
realizaram a caracterizacdo molecular em 332 acessos provenientes de oito estados do

Brasil.
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2.6 Marcadores ISSR (Inter Simple Sequence Repeats )

Os marcadores moleculares sdo usados como ferramentas de apoio a programas
de melhoramento genético com objetivo de proporcionar maior eficiéncia na
transferéncia de fatores genéticos. Esses marcadores sdo ferramentas Uteis para detectar
variagdes no genoma e aumentar o poder da anélise genética das plantas (BOREM e
CAIXETA, 2009). A diferenca entre os tipos de marcadores moleculares esta
basicamente na tecnologia utilizada, no custo, na facilidade de uso, na repetibilidade e
reprodutibilidade dos dados gerados.

Os marcadores ISSR atendem esses requisitos, por esse motivo sdo amplamente
usados, em razdo da eficiéncia na analise da variabilidade genética (ROSSI et al., 2009),
bem como, em aplicacbes na genética de populagdes, no estudo de fluxo génico, analise
de paternidade e identificacdo de cultivares (REDDY; SARLA; SIDDIQ, 2002), e
ainda, em estudos filogenéticos, mapeamento genético e biologia evolucionaria.

A técnica consiste na amplificacdo, via PCR, de regies do DNA gendmico,
presente entre duas sequéncias idénticas de microssatélites orientadas em direcoes
opostas (BORNET; BRANCHARD, 2001; REDDY; SARLA; SIDDIQ, 2002). Os
primers podem conter repeticdes di-, tri-, tetra- ou penta-nucleotidicas, e podem estar
desancorados ou ancorados na extremidade 5’ ou 3° por 1 a 4 bases degeneradas
(ZIETKIEWICZ; RAFALSKI; LABUDA, 1994; GUPTA et al., 1994). O comprimento
desses primers varia entre 16 a 25 pares de bases (pb) e o tamanho dos produtos
amplificados concentra-se entre 200 a 2000 pb, tanto em gel de poliacrilamida quanto
em gel de agarose (REDDY; SARLA,; SIDDIQ, 2002).

Em funcdo do método de ISSR ser uma técnica simples, eficiente, possuir alta
reprodutibilidade, repetibilidade e principalmente por gerar altos indices de
polimorfismo, seu uso vem sendo cada vez mais comum. Adicionalmente, quando
primers ancorados na regido 5° sdo utilizados, os produtos de amplificacdo incluem a
sequéncia de microssatélite e suas variagdes de tamanho no genoma, desse modo,
fornecem maior grau de polimorfismo e o nimero de bandas também aumenta
(REDDY; SARLA; SIDDIQ, 2002). As repeticdes di-nucleotidicas, quando ancoradas
na regido 3'ou 5 também revelam alto polimorfismo (BLAIR; PANAUDO;
MCCOUCH, 1999; JOSHI et al., 2000).

A adicdo dos nucleotideos ancorados torna o anelamento do primer e a

extremidade dos microssatélites mais especifica e reprodutivel, j& que o nucleotideo
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ancorado atua para evitar o deslizamento da enzima polimerase no momento da
amplificacdo via PCR (WOLFE; LISTON, 1998; BARTH; MELCHINGER,;
LUBBERSTEDT, 2002).

Para fazer uso dessa técnica ndo é exigido conhecimento prévio do genoma,
porém, mesmo os marcadores ISSR sendo dominante, a analise pode ser utilizada para
analisar locos multiplos em uma Unica reacdo (GOULAO; OLIVEIRA, 2001;
GONZALEZ; COULSON; BRETTELL, 2002). Além destas caracteristicas, os primers
possuem alta temperatura de anelamento (Ta), que costuma variar de 45 a 65°C, sendo
sua otimizacao influenciada pela quantidade de guanina e citosina (GC) presente no
primer (REDDY; SARLA; SIDDIQ, 2002). Estes marcadores superam limitacbes dos
marcadores RAPD, AFLP, SSR que apresentam respectivamente baixa reprodutibidade,
alto custo e necessidade de conhecimento prévio das sequéncias alvo para desenvolver
primers especificos (ZIETKIEWICZ; RAFALSKI; LABUDA, 1994; GUPTA et al.,
1994; REDDY; SARLA; SIDDIQ, 2002).

A natureza dominante do marcador € considerada uma limitagdo, pois a presenca
da banda pode representar o homozigoto dominante ou o heterozigoto, admitindo-se que
sua auséncia seja 0 homozigoto recessivo, entretanto, a presenca ou nao da banda pode
estar relacionada com ocorréncia de inser¢cdes ou delecBes no sitio de ligacdo do primer
(ZIETKIEWICZ; RAFALSKI; LABUDA, 1994; CULLEY; WOLFE, 2001). Pelo fato
desse marcador possuir alta repetibilidade e reprodutibilidade aumenta-se a
confiabilidade dos dados gerados (GOMES; MENDES; LIMA, 2012; MENDES;
GOMES; LIMA, 2012).

Entre os marcadores que podem estimar a diversidade genética, observa-se 0 uso
frequente de marcadores dominantes como ISSR, RAPD e AFLP. Isso ocorre devido a
capacidade que os marcadores possuem para detectar polimorfismo sendo importantes
em estudos de variabilidade genética (BOREM e CAIXETA, 2009).

Ao utilizar marcadores ISSR no estudo da variabilidade genética entre os
acessos de espécies de Manihot, Silva et al. (2011) encontraram divergéncias geneticas
intra e interespecificas com polimorfismo de 89,7% e Mihlen; Martins; Ando (2000)
obtiveram 97,96% de polimorficos, o que identifica, como eficiente, o marcador ISSR.

Nos ultimos anos, foram realizados com pinhdo manso, varios trabalhos de

caracterizagdo molecular usando os marcadores ISSR, dentre eles, He et al. (2007),
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Kumar e Sharma (2008), Vijayanand et al. (2009), Cai et al. (2010), Tanya et al. (2011)
e Grativol et al. (2011).

Dentre os trabalhos citados, destacam-se He et al. (2007) e Grativol et al. (2011)
em que a variabilidade existente foi bem acima das encontradas usualmente. No Brasil,
0s estudos com o pinhdo manso tém sido mais discutidos nos ultimos anos, porém, ja foi
encontrado polimorfismo de 91% em acessos brasileiros, sendo superior ao
polimorfismo de 61% encontrado em acessos de paises do continente Africano, Asiatico
e da América Central (BASHA et al., 2009; GRATIVOL et al., 2011).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material Vegetal
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Foram caracterizados 97 acessos de pinhdo manso provenientes do Banco Ativo

de Germoplasma (BAG) da Embrapa Meio-Norte, Piaui e Embrapa Algodao, Paraiba

(Figura 1, Tabela 1). O estudo foi desenvolvido no Laboratério Biotecnologia e

Biologia Molecular, na Embrapa Meio-Norte, em Teresina, PI.
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Figura 1 - Localizacdo indicando os locais de procedéncia dos acessos, Teresina, Pl, 2013



Tabela 1 - Acessos de pinhdo manso, com a respectiva identificacdo e procedéncia, Teresina, PI, 2013

(Continuagdo)

Cadigo dos acessos Procedéncia UF Coordenadas geografica
CMN26 Teresina Pl -
CMN10/26 Teresina Pl -
CMN27 Teresina Pl -
CMN29 Teresina Pl -
CMN31 Luis Correia Pl 03°03'12,8"S;41°18'56,6"W
CMN57 Luis Correia Pl 03°4'46,1"S;41°26'11,6"W
CMN58 Luis Correia Pl 03°05'21,9"S;42°27'06,9"W
CMN59 Parnaiba PI 02°58'29,5"S;4°41'38,0"W
CMN60 Parnaiba PI 03°04'37,1"S;41°46'22,4"W
CMN6/64 Campo Maior Pl -
CMN12/66 Campo Maior Pl 04°51'43,1"S;42°2' 0,9"W
CMN15/67 Campo Maior Pl 04°51'3937"S;42°01'55,1"W
CMN8/80 Agricolandia Pl 05°47'8,4"S;42°38'28,05"W
CMNZ28/78 Agricolandia PI 05°47'2,9"S;42°38'7,3"W
CMN3/98 S&o Gongalo do Piaui Pl 05°59'19,7"S;42°42'40,1"W
CMN20/99 S&o Gongalo do Piaui Pl 05°59',44,4"S;42°42'24,9"W
CMN101 Santo Antdnio dos Milagres Pl 06°2°41,3"S;42°42'37,6"W
CMN102 Santo Antbnio dos Milagres Pl 06°3'17,1"S;42°43'15,1"W
CMN103 Santo Antbnio dos Milagres Pl 06°3'19,4"S;42°43'19,6"W
CMN11/104 Santo Antbnio dos Milagres Pl 06°3'21,8"S;42°4329"W
CMN178 Sigefredo Pacheco Pl 04°59'6,4"'S41°44'49,3"W
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Tabela 1 - Acessos de pinhdo manso, com a respectiva identificacdo e procedéncia, Teresina, PI, 2013

(Continuacdo)

Cddigo dos acessos Procedéncia UF Coordenadas geografica
CMN208 Aroases Pl 06°10'48,6"S;41°49'16"W
CMN209 Aroases Pl 06°10'45,9"S;41°49'16"W
CMN212 Aroases Pl 06°6'46,3"S;41°47'47,1"W
CMN213 Aroases Pl 06°6'47,4"S;41°47'50,7"W
CMN214 Aroases Pl 06°6'44,4"S;41°47'50"W
CMN219 Valenca do Piaui Pl 06°25'0,9"S;41°45'3,1"W
CMN221 Valenca do Piaui Pl 06°24'55,4"S;41°44'29,7"W
CMN222 Valenca do Piaui Pl 06°24'58,1"S;41°44'30,8"W
CMN225 Inhuma Pl 06°40'11,9"S;41°43'3,1"w
CMN231 Inhuma Pl 06°39125,9"S;41°44'48,5"W
CMN234 Inhuma Pl 06°39'25,3"S;41°45'23"W
CMN259 Inhuma Pl 6°39'26,5"S;41°45'23"W
CMN308 Palmeira do Piaui Pl 08°42'35,5"S;44°15'12,9"W
CMN309 Palmeira do Piaui Pl 08°41'59,5"s;44°16'19,4"W
CMN312 Bom Jesus Pl 09°07'6,7"S;44°25'58,7"W
CMN313 Bom Jesus Pl 09°13'01"S;44°29'25,2"W
CMN317 Monte Alegre do Piauf Pl 09°33'16"S; 44°53'49,9"W
CMN318 Monte Alegre do Piauf Pl 09°33'44,8"S;44°57'55,8"W
CMN319 Monte Alegre do Piauf Pl 09°44'21,7"S;45°10'29,4"W
CMN321 Monte Alegre do Piauf Pl 09°45'20,3"S;45°18'4,8"W
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Tabela 1 - Acessos de pinhdo manso, com a respectiva identificacdo e procedéncia, Teresina, PI, 2013

(Continuagdo)

Cadigo dos acessos Procedéncia UF Coordenadas geografica
CMN322 Gilbués PI 09°49'21,7"S;45°24'45,3"W
CMN323 Gilbués PI 09°49'38,6"S;45°25'7,6"W
CMN326 Corrente Pl 10°27'10"S;45°09'43,1"W
CMN327 Corrente Pl 10°26'8,6"S;45°09'36,1"W
CMN328 Cristalandia Pl 10°37'55,1"S;45°10'37,9"W
CMN330 Cristalandia Pl 10°43'10,6"S;45°11'14,4"W
CMN331 Cristalandia PI 10°4322,6"S;45°11'23,1"W

CMN1 Bequimé&o MA 2°25'21,1"S;44°46'33,8"W
CMN2 Bequimao MA 2°25'19,9"S;44°46'46,33"W
CMN3 Bequimé&o MA 2°25'15,1"S;44°46'34,3"W
CMN4 Bequiméo MA 2°24,1'17"S;44°44'16"W
CMN5 Bequiméo MA 2°30' 20,9"S; 44°46'49,8"W
CMN7/7 Bequimao MA -
CMN8 Bequiméo MA 1°50'30,5"S; 44°46'46,9"W
CMN9 Cururupu MA 01°50'30,5"S; 44°52'36,9"W
CMN10 Cururupu MA 01°48''7,7"S; 44°42'59"W
CMN11 Cururupu MA 01°48'9,8"S; 44°42' 52,2"W
CMN13 Cururupu MA 01°40'14,7"'S; 44°47'4,6"W
CMN17 Santa Luzia MA 02°29'16,9"S;45°47'5,9"W
CMN18 Santa Luzia MA 02°29'10,6"S;45°47'2,2"W
CMN14/18 Santa Luzia MA -
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Tabela 1 - Acessos de pinhdo manso, com a respectiva identificacdo e procedéncia, Teresina, PI, 2013
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(Continuag&o)

Cadigo dos acessos Procedéncia UF Coordenadas geografica
CMN19 Santa Inés MA 3°3923,9"S;45°22'35"W
CMN 21 Santa Inés MA 03°39'19,7"S;45°26'35,7"W
CMN 22 Santa Inés MA 03°41'33,8"S;45°24'15,8"W
CMN368 Tuntum MA 05°24'4,9"S;44°49'58,5"W
CMN369 Tuntum MA 05°22'53,2"S;44°47'15,2"W
CMN370 Tuntum MA 05°16'07"S;44°37'56,3"W
CMN16 Turiagu MA 01°38'68,2"S;45°3'11,2"W
CMN2/16 Turiagu MA -

CMN34 Granja CE 03°7'28,1S; 40°49'30,8"W
CMN38 Granja CE 03°10'38,8"S;41°06'40,1"W
CMN39 Granja CE 03°16'10,9"S;41°08'01,0"W
CMN41 Granja CE 03°10'23,3"S;41°12'23,8"W
CMN42 Granja CE 03°13'43,1"S;41°12'36,2"W
CMN43 Granja CE 03°16'3,5"S;40°59'20,4"W
CMN45 Camocim CE 02°59'25,1S;40°54'47,7"W
CMNA46 Camocim CE 02°57'11,9"S;40°55'51,7"W
CMN47 Camocim CE 02°56'1,7"S;40°55'42,5"W
CMN48 Camocim CE 02°55'45,7"'S;40°55'41,2"W
CMN49 Camocim CE 2°55'11,8"S;40°53'11,7"W
CMN10/49 Camocim CE -
CMN50 Camocim CE 02°53'37,6"S;40°55'13,3"W



Tabela 1 - Acessos de pinhdo manso, com a respectiva identificacdo e procedéncia, Teresina, PI, 2013

(Concluséo)

Cadigo dos acessos Procedéncia UF Coordenadas geografica
CMN51 Chaval CE 03°02'51,1"S;41°14'18,4"W
CMN56 Chaval CE 03°04'44,3"S;41°15' 9,0"W
CMN332 Formosa do Rio Preto BA 11°02'48,6"S;45°11'44,6"W
CMN333 Formosa do Rio Preto BA 11°00'40,7"S;45°16'26,6"W
CMN334 Formosa do Rio Preto BA 11°01'1,9"s;45°16'50,7"W
CMN336 Formosa do Rio Preto BA 10°59'53"S;45°16'64,1"W

CMN J Minas Gerais MG -

CMN NP Minas Gerais MG -

CMN SS Minas Gerais MG -
CNPA PM VII P3* El Salvador Mundo Novo-PB 07°35°31,3°'S; 37°11'41,0" W
CNPA PM VII P4* El Salvador Mundo Novo-PB 07°35°31,37'S; 37°11'41,0" W

*Material obtido na Paraiba-PB por produtor

30



31

3.2 Extracao e quantificagdo de DNA

As extracdes de DNA gendomico foram realizadas a partir de folhas jovens
coletadas na fase ativa de crescimento das plantas. As amostras foram acondicionadas
em sacos plasticos devidamente identificados e armazenados em isopor com gelo, sendo
transportados até o Laboratorio de Biotecnologia e Biologia Molecular da Embrapa
Meio-Norte, onde foram mantidas em freezer até o inicio da extracdo que foi realizado
conforme recomendacdes do Kit de purificacdo Invitek (INVISORB, 2008). A
quantificacdo do DNA extraido foi verificada em gel de agarose a 0,8%, preparado em
tampdo TBE 0,5 x (Tris-Borato-EDTA), corado com GelRed-Biotium® 10.000 x
(Uniscience) comparando a resolucdo do DNA das amostras com o DNA-LA diluido na
concentracdo de 100 ng. A qualidade e quantidade de DNA extraido foi realizada no
espectrofotdbmetro NanoDrop 2000 Spectrophotometer (Thermo Scientific). O DNA foi

diluido a concentracéo de 7,0 ng/uL e estocado a -20°C.
3.3 Selecdo de primers e reacdo ISSR

Foi avaliado um total de 100 primers desenvolvidos pela University of British
Columbia (UBC), Vancouver, Canada, em quatro acessos de pinhdo manso com a
finalidade de selecionar aqueles com maior polimorfismo, maior numero e melhor
resolucdo de bandas para serem utilizados na caracterizacdo molecular dos acessos
(Tabela 2).

Tabela 2 - Primers utilizados na caracterizacdo molecular, temperatura de melting
(Tm), temperatura de anelamento (Ta), sequéncia e percentual de GC,
Teresina, PI, 2013

Primers Tm (°C) Ta (°C) Sequéncia 5'------- 3 % GC
UBC 813 45,70 48,00 CTCTCTCTCTCTCTCTT 47,06
UBC 818 51,00 55,00 CAC ACA CAC ACACAC AG 52,94
UBC 825 51,40 55,00 ACA CAC ACACAC ACA 46,67
UBC 827 53,00 56,00 ACA CAC ACACAC ACACG 52,94
UBC 834 49,20 51,00 AGA GAG AGA GAG AGA GYT 50,00
UBC 844 48,60 50,00 CTCTCTCTCTCT CTC TRC 55,55
UBC 849 51,40 55,00 GTG TGT GTG TGT GTG TYA 50,00
UBC 855 53,10 57,00 ACA CAC ACACAC ACACYT 50,00
UBC 856 52,80 57,00 ACA CAC ACACAC ACACYA 50,00
UBC 885 48,30 52,00 BHB GAG AGA GAG AGA GA 58,82
UBC 889 50,10 52,00 DBD ACA CAC ACACACAC 58,82

*Y-(C,T);B-(C,G, T); D-(A, G, T); H- (A, G, T); V- (A, C,G).
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As reacOes de amplificacdo via PCR, foram realizadas em termociclador Veriti
96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems®), programado para 40 ciclos; com uma
fase inicial de desnaturacdo a 94°C por 1 minuto e 30 segundos; seguida de 40 segundos
a 94°C; temperatura de anelamento variando em funcdo da temperatura de fusdo do
primer; 2 minutos a 72°C; finalizando com 5 minutos de extenséo a 72°C.

Essas reacdes foram preparadas em volume final de 10 uL, contendo tampao 1,5
x [30 mM de Tris-HCI; 75 mM KCI] (Ludwig), 2,5 mM de MgCl, (Ludwig), 0,8 mM
de dNTP, 0,25 uM de primer, 1U de Tag DNA Polimerase (Ludwig), 1 pL de DNA
gendmico (7 ng/ul) e H,O ultrapura.

Os produtos das amplificacdes foram separados em gel de agarose a 1,5% em
tampdo TBE 0,5 x conduzido a 110 V por 6 horas e corado com GelRed-Biotium
10.000 x (Uniscience). Os tamanhos dos fragmentos amplificados foram comparados
com o marcador DNA Ladder 1 Kb (Invitrogen), sendo visualizados em transiluminador

UV e fotodocumentados.
3.4 Analises estatisticas

A anélise do padrdo de bandas gerada por cada primer possibilitou a montagem
da matriz binaria, em que foi conferido o valor 1 para a presenca da banda e O para a
auséncia.

A partir desses dados, foi estimada a similaridade genética entre os acessos das
diferentes populacgOes, utilizando-se o coeficiente de similaridade de Jaccard (sgij), por
meio da expressdéo 1 (ROHLF, 1992) calculado pelo programa PAST v. 1. 34
(HAMMER, HARPER, RYAN, 2001).

SO = (1)

em que:
a: presenca de bandas nos individuos i e j;
b: presenca de bandas no individuo i e auséncia no individuo j;
c: auséncia de banda no individuo i e presenga no individuo j.
Em seguida, foi realizada a andlise de agrupamento pelo método de Ligacéo

Média entre Grupos (UPGMA). O coeficiente de correlagdo cofenético (r) foi calculado
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pelo ajuste da matriz de similaridade e do dendrograma gerado. O indice de
confiabilidade de bootstrap foi calculado a partir de 1.000 permutacdes.

O ponto de corte foi definido com base na estimativa da similaridade genética
média (sgm), obtida pela seguinte expresséo 2:

SQj
SOn, = % (2)

em que:
sgij: similaridade genética entre cada par de individuos;
N: numero de pares obtidos.

Para a analise intra e interpopulacional de pinhdo manso foi utilizado o software
POPGENE (Population Genetic Analysis) versdo 1.32 (YEH; YANH; BOYLE, 2000),
com parametros para dados diploides dominantes. Foram obtidas as estatisticas

descritivas nimero e percentual de locos polimorficos (P), a partir da expresséo 3:

_ n°de locos polim orficos
n°total de locos

x 100 (3)

A diversidade génica de Nei (1973) (He) e o indice de Shannon (H,), dado pela

seguinte expressao 4:

=-¥ pi(log: ™) 4)
em que:
pi: € a proporcéo de individuos que possuem a banda em um determinado loco;

log, "' é o logaritmo de p; com base 2.

Nei (1973) propde a parti¢do da diversidade genética em seus componentes entre
e dentro de populacdes, dado pela expresséo 5:
Hy =Hg + Dg; ®)

em que:
Ht = diversidade total, estimada a partir das frequéncias alélicas médias de cada loco;
Hs = componente da diversidade dentro da populagéo;
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Dst = componente da diversidade entre populacdes, dentro da espécie considerada.

A proporcdo da diversidade genética que é atribuida ao componente entre

populacdes é estimada pela expresséo 6:

D
Gy, =—3L
ST HT (6)

em que:

Gst = diferenciacao genética entre populacdes;

Dst = componente da diversidade entre populacGes, dentro da espécie considerada;

Ht = diversidade total, estimada a partir das frequéncias alélicas médias de cada loco.
Ao final das analises, foi realizada a analise de variancia molecular (AMOVA)

usando-se o programa Arlequin versdo 3.1 (EXCOFFIER, 2006). A analise foi realizada

pela decomposicao total dos seus componentes entre e dentro de populacfes (Tabela 3).

Tabela 3 - Andlise de varidncia molecular (AMOVA)

Fonte de variacao Graus de liberdade E (QM)
Entre populacdes A-1 6°,+n6°,
Dentro de populaces N-A 6%y
Total N-1 6° 1

Fonte: Adaptado de Schneider; Roessli; Excoffier (2000)

em que:
A = Numero de popula¢es amostradas; N: nimero total de gen6tipos amostrados;

6%, = componente de variancia devido as diferencas entre municipios;

6% , = componente de variancia devido as diferencas entre amostras dentro de

populagdes.

Os componentes de variancia foram testados a partir do coeficiente, obtido pela

seguinte expresséo 7:

2
O a

D, = (7)

2
oOT
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em que:
dgt = corresponde a razdo de variancia entre populacdes pela variancia total; representa
o valor de individuos tomados ao acaso dentro de cada populacdo, em relacdo a

individuos tomados ao acaso em toda a amostra.
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4 RESULTADOS
4.1 Analise da diversidade genética

Um conjunto de 11 primers selecionados gerou 307 locos ISSR, dos quais 294
foram polimaérficos, correspondendo a 95,76% (Tabela 4), obtendo-se média de 27 locos
por primer, cujo tamanho dos fragmentos variou de 300 a 5000 pb (Figura 2).

A menor e maior variacdo dos locos polimorficos foi encontrada nos primers
UBC 889 e UBC 818 (Figura 3), com numero de 7 e 51, respectivamente. Essa ampla
variacdo demostra alta variabilidade entre os acessos e 0 bom desempenho do marcador
ISSR na avaliacdo da diversidade genética do pinhdo manso. Os locos polimérficos que
atingiram percentual de 93,55 a 100,00% foram os que obtiveram maior nimero de
locos total, esse elevado nimero de locos aumentou a possibilidade da obtencdo de

maior polimorfismo.

Tabela 4 - Locos amplificados e locos polimoérficos gerados por 11 primers ISSR,
Teresina, P, 2013

Tamanho dos

Brimers Total Locos Polimorfismo fragmentos
de Locos Polimorficos (%)
(pb)*
UBC 813 12 10 83,33 880-2000
UBC 818 51 51 100,00 450-3800
UBC 825 49 49 100,00 450-3500
UBC 827 41 41 100,00 450-5000
UBC 834 10 10 100,00 490-850
UBC 844 15 15 100,00 820-4000
UBC 849 31 29 93,55 850-3000
UBC 855 29 29 100,00 310-1680
UBC 856 43 43 100,00 1400-4000
UBC 885 14 10 71,42 300-1650
UBC 889 12 7 58,33 490-3000
Média 28 27 91,51 -

*pb: pares de bases
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Figura 2 - Perfil de amplificacdo do primer UBC 818 em 27 acessos de pinhdo manso.

1 a 25 - populagdes do Piaui; 26 e 27 - populagdes do El Salvador. Teresina,
Pl, 2013

Figura 3 - Perfil do tamanho das bandas amplificadas a partir do primer UBC 856,
Teresina, PI, 2013
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A diversidade genética de Nei (1973) (He) e Shannon (Ho) variou entre as
populacdes de Corrente-Pl e Bequiméo-MA de 0,0256 a 0,1703 (He) e 0,0374 a 0,1926
(Ho), respectivamente (Tabela 5). Para essas populacdes, os locos polimorficos (P%)
variaram de 6,19 a 32,57% e o nuamero de alelos observados (N,) variou de 1,0619 a
1,325. J& o numero efetivo de alelos (N¢) variou de 1,0438 (populacéo de Corrente-Pl) a
1,1496 (populacdo de Santo Antdnio dos Milagres-Pl). Os locos assumiam estar em

equilibrio de Hardy-Weinberg.

Tabela 5 — Parametros genéticos estimados entre 29 populacbes de pinhdo manso,
Teresina, PI, 2013
(Continuag&o)

Popula¢do P% Na Ne He Ho
Teresina-PlI 19,22 1,1922 1,1310 0,0749 0,1101
Luis Correia-PI 18,89 1,1889 1,1219 0,0713 0,1060
Parnaiba-PlI 11,07 1,1107 1,0783 0,0459 0,0670
Campo Maior-PI 21,82 1,2182 1,1327 0,0795 0,1193
Agricolandia-PlI 16,94 1,1694 1,1198 0,0702 0,1024
Sao Gongalo do Piaui-PlI 9,12 1,0912 1,0645 0,0378 0,0552
Santo Antdnio dos Milagres-Pl 25,73 1,2573 1,1496 0,0890 0,1346
Sigefredo Pacheco-PI 21,82 1,2182 1,1242 0,0764 0,1160
El Salvador 7,49 1,0749 1,0530 0,0310 0,0453
Aroases-Pl 19,22 1,1922 1,0853 0,0538 0,0849
Valenca do Piaui-PI 13,36 1,1336 1,0725 0,0455 0,0697
Inhuma-PI 25,08 1,2508 1,1281 0,0799 0,1235
Palmeira do Piaui-PI 12,05 1,1205 1,0852 0,0499 0,0729
Bom Jesus-PlI 7,49 1,0749 1,0530 0,0310 0,0453
Monte Alegre do Piaui-Pl 14.98 1,1498 1,0783 0,0486 0,0748
Gilbués-PI 13,36 1,1336 1,0944 0,0553 0,0808
Corrente-PlI 6,19 1,0619 1,0438 0,0256 0,0374
Cristalandia-PlI 15,64 1,1564 1,0891 0,0548 0,0832
Bequimdo-MA 32,57 1,3257 1,1422 0,1703 0,1926
Cururupu-MA 18,57 1,1857 1,0848 0,0548 0,0864
Santa Luzia-MA 18,24 1,1824 1,1054 0,0645 0,0976
Santa Inés-MA 15,64 1,1564 1,0994 0,0585 0,0872
Tuntum-MA 14,01 1,1401 1,0890 0,0524 0,0781

Turiagu-MA 8,79 1,0879 1,0622 0,0364 0,0532
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Tabela 5 - Parametros genéticos estimados entre 29 populagdes de pinhdo manso, Teresina, PI, 2013
(Concluséo)

Populagdo P% Na Ne He H’
Granja-CE 19,22 1,1922 1,0829 0,0528 0,0837
Camocim-CE 20,52 1,2052 1,0967 0,0606 0,0946
Chaval-CE 7,49 1,0749 1,0530 0,0310 0,0453
Formosa do Rio Preto-BA 22,48 1,2248 1,1273 0,0762 0,1157
Minas Gerais-MG 15,31 1,1531 1,0792 0,0508 0,0783

P% - Porcentagem de locos polimdrficos, Na - Nimero de alelos observados, Ne - Numero efetivo de
alelos, He - Diversidade genética de Nei e H’ - Indice de diversidade de Shannon

4.2 Anédlise de agrupamento

As similaridades genéticas entre os acessos de cada populacdo de pinhdo manso
foram calculadas com base no coeficiente de Jaccard e agrupadas pelo método
UPGMA, sendo representado graficamente pelo dendrograma (Figura 4). Nas 29
populacdes avaliadas os marcadores ISSR possibilitaram a discriminacdo de diferentes
acessos sendo capaz de formar quatro grupos distintos. O dendrograma foi obtido a
partir dos 307 locos amplificados, os valores de similaridade genética variaram de 0,132
a 0,915 e o ponto de corte foi definido pela média entre os locos, que foi de 0,35.

A maior similaridade foi observada entre os acessos de Teresina-PI (CMN 10/26
e CMN 26) com valor igual a 0,915, enquanto que a menor foi registrada entre 0s
acessos de CMN 58 (Luis Correia-Pl) e de CMN NP (Nova Porteirinha-MG) com
0,132, bem como as combinagdes entre CMN 16 (Turiagu-MA) e CMN 7/7 (Bequimao-
MA), CMN 333 (Formosa do Rio Preto-BA) e CMN 26 (Teresina-P1), CMN NP (Nova
Porteirinha-MG) e CMN 12/66 (Campo Maior-PlI) com 0,166; 0,170; 0,188,
respectivamente. Destacando-se ainda, CMN 7/7 (Bequimdo-MA) e CMN NP (Nova
Porteirinha-MG) (0,133), CMN 333 (Formosa do Rio Preto-BA) e CMN 10/26
(Teresina-PI) (0,160), CMN 333 (Formosa do Rio Preto-BA) e CMN 58 (Luis Correia-
PI) (0,161), CMN NP (Nova Porteirinha-MG) e CMN 10/26 (Teresina-Pl) (0,168).

A importancia desses resultados indica quais sdo 0s acessos mais divergentes
dentro das populagdes, servindo de orientacdo na escolha dos parentais para futuro
cruzamentos em programas de melhoramento genético.

O grupo | reuniu populagdes dos Estados da Bahia, Ceara, Maranh&o e Minas

Gerais (25 acessos/6 populagdes); o grupo Il foi composto por acessos do Piaui e
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Maranhdo (23 acessos/6 populagdes); o grupo Ill, por acessos do Piaui, das
mesorregides Centro-Norte Piauiense e Sudoeste Piauiense (25 acessos/8 populacdes) e
0 grupo IV, por acessos do Piaui das mesorregides Norte Piauiense, Centro-Norte

Piauiense e uma populacdo do El Salvador (25 acessos/9 populagdes).
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Figura 4 - Dendrograma de similaridade genética a partir do coeficiente de Jaccard com agrupamento
pelo método UPGMA entre 97 acessos de Jatropha curcas L. pertencentes ao BAG da
Embrapa Meio-Norte, Piaui e Embrapa Algodao, Paraiba
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4.3 Estrutura genética

O valor do coeficiente de diferenciacdo genética (Gsr) entre as populacdes foi de
0,6306. Na AMOVA (®st = 0,4452, P < 0,001) e no ®sr pairwise também foi
verificado que houve diferenciacdo genética entre as 29 populacbes de pinhdo manso,
sendo a diversidade genética total dividida em 44,52% entre as populacGes e 55,48%
dentro das populagOes (Tabela 6). O valor ®sr pairwise revelou a menor distancia entre
as populacdes de Campo Maior-Pl e Agricolandia-PI (-0,132), enquanto que 0 maior
registro foi entre Parnaiba-PI e Chaval-CE (0,679).

Tabela 6 - Andlise de variancia molecular (AMOVA) em 29 popula¢des de pinhdo manso. Teresina, PlI,

2013
Fonte de Componentes  Variagéo
) GL SQ o Dsr p*
variagéo de variancia (%)
Entre
; 28 1671,647 13,16 44,52 0,4452 0,001
populacées
Dentro das
3 67 1098,988 16,40 55,48 - -
populacbes
Total 95 2770,635 29,56582 100,00 - -

*Testes significantes depois de 1000 permutagdes; GL: grau de liberdade; SQ: soma dos quadrados; ®sr:
indice de fixacdo

5 DISCUSSAO

A caracterizacdo da variabilidade genética de uma espécie é essencial para o
sucesso de um programa de melhoramento genético. No pinhdo manso, a caréncia de
conhecimento sobre a variabilidade genética tem limitado o seu cultivo, o que dificulta
também o avanco em programas de melhoramento (GRATIVOL et al., 2011).

Neste estudo, o uso de cuba horizontal com plataforma de 0,20 x 0,25 m, de
pentes com maior largura e de corante com maior capacidade de interacdo com a
molécula de DNA, permitiram maior tempo de corrida, melhor separacéo e visualizagdo
das bandas o que facilitou a verificagdo do alto polimorfismo. Os tamanho dos
fragmentos variaram de 300 a 5000pb, Basha et al. (2009) e Sunil et al. (2008)
registraram 100 a 3500 pb e 250 a 3000 pb, respectivamente, em pinhdo manso e com
ISSR.



43

Conforme Grativol et al. (2011), a eficiéncia de um marcador molecular pode ser
medida pela quantidade de polimorfismo que o mesmo € capaz de detectar. Tal
eficiéncia foi evidenciada por Kumar, Parthiban e Rao (2008), em estudo de diversidade
genética entre espécies do género Jatropha, no qual oito primers ISSR obtiveram 100%
de bandas polimorficas, registrando polimorfismo de 98,14% e também por He et al.
(2007) que avaliaram na China, a diversidade e estruturacdo genética em nove
populacdes naturais de pinhdo0 manso com base em 10 primers ISSR, obtendo
polimorfismo total de 97,04%.

Embora o pinhdo manso seja uma espécie aldgama, ha varios registros de baixa
variabilidade presente entre os acessos. Basha e Sujatha (2007) obtiveram variabilidade
de 33,5% (ISSR) e 42% (RAPD), Shen et al. (2010) e Chen et al. (2011) obtiveram
26,99% (RAPD) e 34,0% (RAPD, ISSR), respectivamente. Esses valores foram
associados com a intensa circulagdo de materiais por meio de propagacéo vegetativa, o
gue aumenta a chance de conter materiais de mesma procedéncia nos bancos de
germoplasma. Além do modo de propagacdo da espécie, pode-se atribuir a baixa
diversidade ao tipo de sistema reprodutivo, pela ocorréncia de apomixia. Na India, ja foi
registrado taxa de apomixia de 32% (BHATTACHARYA; KALYANI; SUBODH,
2005).

Contudo no Brasil, Juhasz et al. (2009) avaliaram a formacdo de frutos por
diferentes tipos de reproducdo, tais como: apomixia (5%), autofecundacdo natural
(20%), geitonogamia (79%) e xenogamia com polen de uma planta (80%), xenogamia
com mistura de pdlen (88%), observando predominancia de frutos formados por
xenogamia, ou seja, por fecundacdo cruzada. Outro estudo também no Brasil
observaram taxas de 80% e 95% para a formacdo de frutos por xenogamia nas espécies
J. mutabilis e J. mollissima, respectivamente (SANTOS, MACHADO, LOPES, 2005).

Apesar de ndo se conhecer a biologia reprodutiva dos acessos analisados,
acredita-se que ha predominéncia de fecundagdo cruzada, favorecendo a presenga de
variabilidade nas populagbes estudadas. Por outro lado, a falta de sincronismo na
abertura das flores masculinas e femininas no pinhao manso, proporciona a fecundagéo
cruzada ou xenogamia (HELLER, 1996; CHANG-WEI et al., 2007).

De modo geral, o conhecimento do sistema reprodutivo de uma espécie é

fundamental para o melhoramento de plantas, além disso, informacdes sobre endogamia
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e sistema reprodutivo predominante sdo muito usados para estabelecer estratégias de
conservacdo da variabilidade genética, bem como manejo sustentavel (BUENO;
MENDES; CARVALHO, 2006).

Com relagdo a origem do pinhdo manso, até 0 momento ndo foi claramente
estabelecido, Basha e Sujatha (2007) declararam ser o México e a América Central.
Apesar das restritas citagdes apontando o Brasil, porem baseados no alto polimorfismo
detectado neste estudo, bem como no de Grativol et al. (2011), o pais demostra ser
regido de diversidade, sendo para isso necessdrio mais constatacdes experimentais,
sobretudo com materiais de outras regides do pais.

A estimativa de locos polimdrficos, provenientes de diferentes marcas
moleculares (locos) tem sido muito usada para quantificar a variacdo da diversidade. Os
valores médios entre as populacGes avaliadas nesse estudo variaram de 6,19 (Corrente-
PI) a 32,57% (Bequimao-MA\), isso demostra que 0s acessos possuem origem distinta e
que as populacdes estudadas podem ser consideradas como fonte de diversidade.

Gupta et al. (2008) verificaram também no pinhdo manso valores de Na = 0,426
— 1,765; Ne = 0,355 — 1,407 em estudo de diversidade baseado em marcador ISSR e
RAPD. Ovando-Medina et al. (2011) a partir do marcador AFLP obtiveram Na = 1,434
—1,842; Ne = 1,181 — 1,398 em cinco populacdes do México (134 acessos).

A menor e maior diversidade genética foi encontrada a partir dos indices de Nei
(He) e Shannon (Ho) nas populacbes de Corrente-PlI He = 0,0256 e Ho = 0,0374 e
Bequimao-MA He = 0,1703 e Ho = 0,1926, respectivamente, indicando que na segunda
populacdo existe variacdo genética, sendo por isso uma opcao de escolha de parentais
em programas de hibridizacdo. Para estes mesmo indices Grativol et al. (2011)
registraram variagao de diversidade de He = 0,0498 e Ho = 0,0782 a He = 0,1699 e Ho
=0,2450.

A matriz de similaridade demonstrou a existéncia de variabilidade entre os
acessos, com correlacdo cofenética (r) igual a 0,91, o que indica boa consisténcia dos
dados, garantindo maior confiabilidade sobre as inferéncias geradas a partir do
dendrograma, pois conforme SOKAL e ROHLF (1962) valores de correlacdo cofenética
superiores a 0,80 indicam um bom ajuste entre as matrizes originais de distancia e a

analise de agrupamento resultante.
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Desta forma, as combinagdes entre os acessos podem ser indicados como
parentais em cruzamentos e também possibilitar a ampliacdo da base genética,
adicionalmente, essa analise contribui no direcionamento de estudos em conservagédo
devido & existéncia de variabilidade genética.

A amplitude de variagdo dos coeficientes de similaridade foi alta nos quatro
grupos, com destaque para 0s grupos | e IV que obtiveram variacdo do coeficiente de
similaridade de 0,1319 (CMN NP e CMN 58) a 0,7143 (CMN 39 e CMN 43) e 0,264
(CMN 181 e CMN 10/26) a 0,916 (CMN 10/26 e CMN 10), respectivamente. No grupo
I, essa variacdo estd associada ao maior nimero de populacfes oriundas de Estados
diferentes, enquanto que no grupo 1V, as populacbes da mesorregido Norte Piauiense e
Centro-Norte Piauiense foram agrupados com a populacdo do El Salvador. Isso reforca
a existéncia de variabilidade nas populacdes do Piaui, pois se mantiveram no mesmo
grupo dos acessos provenientes da provavel regido de origem do pinhdo manso.

No grupo Il, a populacdo de Cristalandia-P1 agrupou-se com as populacGes do
Maranh@o, sendo a Unica evidencia neste estudo de troca de material entre os Estados do
Piaui e Maranhdo. Indicando também diferenciacdo genética da populacdo de
Cristalandia-PI com as outras popula¢bes do Estado do Piaui. Neste grupo a amplitude
de variacdo do coeficiente de similaridade foi de 0,158 (CMN 7/7 e CMN 208) a 0,731
(CMN 5 e CMN 4). O grupo Il concentrou populacdes de duas mesorregides do Piaui,
isso confirma a existéncia de diferenciacdo genética. Ainda no grupo Ill, foi verificado
que dentro de uma mesma mesorregido houve populacfes agrupadas separadamente, a
amplitude de variacdo também foi alta de 0,224 (CMN 234 e CMN 10/26) a 0,800
(CMN 208 e CMN 207).

E interessante observar que os acessos do Estado do Piaui ficaram separados em
diferentes grupos, o que evidencia variacdo genética em diferentes pontos dentro do
Estado; outra questdo € que os acessos oriundos da regido mesoamericana (centro de
diversidade da espécie) ficaram no grupo V.

O coeficiente da diferenciacdo genetica (Gst = 0,6306) indicou que ocorreu uma
diferenciacéo genética entre as populag¢fes. Enquanto que a distribuicdo da variabilidade
genética entre e dentro as populacdes, baseado na AMOVA, indicou maior variabilidade
dentro das populag@es. Sirithunya e Ukoskit (2010), em estudo de estruturacdo genética

(ISSR) com pinhdo manso, também encontraram maior diferenciagdo dentro das
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populagdes (83,31%). Esses estudos demostraram eficiéncia no uso dos marcadores
adotados. Ovando-Medina et al. (2011) também relataram maior variabilidade dentro
das populacdes (87,8%) ao usar marcador AFLP.

De acordo com Galetti et al. (2008), as espécies tipicamente alégamas
apresentam maior variabilidade genética dentro das populagdes, porém a divergéncia
das populacGes podem ser reduzida com o aumento do fluxo génico. As espécies
perenes, de ciclo longo e com ampla distribuicdo geografica, normalmente possuem
maior variabilidade genética dentro da populacdo (HAMRICK; GODT, 1990).

A anélise estatistica dos valores do ®st pairwise mostrou-se significativa, o que
evidencia a diferenca genética existente nas populacoes estudadas. Neste estudo, 0 uso
dos marcadores ISSR foi bastante eficiente na busca pela melhor compreensdo da
diversidade e estruturagdo genética das popula¢fes de pinhdo manso pertencente aos
BAG da Embrapa Meio-Norte, Piaui e Embrapa Algoddo, Paraiba, sendo capaz de

detectar a existéncia de variabilidade entre os acessos analisados.
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6 CONCLUSOES

O Banco Ativo de Germoplasma de Pinhdo Manso da Embrapa Meio-Norte apresenta

variabilidade genética;

Os Estados do Piaui, Maranhdo, Ceara, Bahia e Minas Gerais, possuem populagdes com

variabilidade genética em pinhdo manso;

No Estado do Piaui h& concentracdo de variabilidade genética nas mesorregides Norte

Piauiense, Centro-Norte Piauiense e Sudoeste Piauiense;

As populacdes de Campo Maior-Pl e Agricolandia-Pl sdo as mais divergentes e

Parnaiba-PI e Chaval-CE as mais similares;

A maior variabilidade genética da espécie esta presente dentro das populacdes;

Os cruzamentos entre os acessos CMN 58 e CMN NP; CMN 7/7 e CMN NP; CMN 333
e CMN 10/26; CMN 333 e CMN 58; CMN 16 e CMN 7/7; CMN NP e CMN 10/26;
CMN 333 e CMN 26 constituem a melhor combinacdo para programas de

melhoramento.
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