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1- INTRODUGCAO |

Conciliar o aumento crescente no consumo
energético com as mudangas climaticas globais é uma
preocupacdo fundamental da sociedade contemporéanea.
Depositos de combustiveis fosseis estdo diminuindo
rapidamente e seu consumo tem levado a uma mudanca
nos niveis de diéxido de carbono liberados na atmosfera.
Assim, fontes alternativas de combustiveis, como o
bioetanol e biodiesel mostram-se promissores para aliviar
estes problemas causados pelo consumo de combustiveis
fosseis.

O pinhdo manso (Jatropha curcas L.) é uma
espécie pertencente a familia das Euforbidceas, sendo
encontrada em quase todas as regibes intertropicais, com
ocorréncia em maior escala nas regides tropicais e
temperadas. Esta cultura apresenta potencial para
producdo de biodiesel por apresentar teores consideraveis
de bleo (até 40%), e ainda caracteristicas agrondmicas
importantes na qualidade do 6leo produzido. Além disso,
por ndo se tratar de uma cultura alimentisia, ndo
compromete a seguranca alimentar, e seu cultivo em solos
degradados pode auxiliar no controle da erosdo, nao
competindo por areas destinadas a produgdo de alimentos
(Divakara et al., 2010; Natarajan e Parani, 2011).

Apesar  destas  caracteristicas  desejaveis,
melhorias na produtividade e qualidade do 6leo de suas
sementes tem sido almejadas, incluindo: o aumento no
conteudo de 6leo; o decréscimo no contelido de acidos
graxos insaturados (para aumentar a estabilidade
oxidativa), de &cidos graxos livres (para impedir a
formacdo de sabdo e aumentar a produtividade de
biodiesel), bem como de acidos graxos de 18 carbonos
(para reduzir a viscosidade melhorando a atomizacéo do
biodiesel); a tolerdncia & seca; a resisténcia a pestes e
doencas (Natarajan e Parani, 2011).

Para tanto, um aspecto essencial para 0 avango
dos processos de melhoramento, bem como para a
conservacdo do germoplasma, é a caracterizacdo
molecular, visando o conhecimento da variabilidade
genética disponivel. Os marcadores moleculares permitem
avaliar, em curto prazo, elevado nimero de genétipos sem
sofrer influéncia ambiental, como ocorre nos marcadores
morfoldgicos, sendo que os marcadores microssatélite ou
SSR (Simple Sequence Repeats) sdo utilizados na
caracterizacdo e avaliagdo de germoplasma e na
identificacdo de genes de importancia agrondmica, e tem
permitido obter avancos consideraveis nos programas de
melhoramento genético de diferentes culturas (Palmeiri e
Maia, 2007).

Este trabalho teve como objetivo caracterizar
plantas de pinhdo manso para a identificacdo da
variabilidade genética presente numa colegdo conduzida
na Embrapa Clima Temperado.

2 - MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no laboratério de
biologia molecular da Embrapa Clima Temperado,
Pelotas, RS, sendo analisados 58 gendétipos de pinhdo-
manso de diferentes origens cultivados na unidade,
utilizando seis pares de primers (tabela 1). A extracdo do
DNA foi realizada segundo o protocolo descrito por Dart
(2008), a partir de folhas jovens. As reacdes de PCR
foram desenvolvidas em um volume final de 10 pl
contendo 5 pl de GoTaq Master Green Mix (Promega), 50
ng de DNA e 1,4 uM de cada primer (Foward e Reverse).
Foram utilizados 30 ciclos, sendo 52°C a temperatura de
anelamento dos primers. O produto da amplificacdo foi
separado em gel de agarose 3,5% e visualizado em UV
utilizando Gel Red (Biotium®) como corante.

Tabela 1. Primers para locos SSR do genoma de pinhéo-
manso (Jatropha curcas L.).

Nome do Primer Sequéncia

PF: TCGGTATAGTTCATGCACAG

Jcot PR: CCCATCTGATAACCTGGCTAC
107 PF:GATCCTCTGTGAGTGTTGCC

PR: CCCAAGTTATCTCCAAATCC
3C08 PF:TGTCCAACATGATGAGTAGTGTCA

PR: GCATTTAGCAGAACCCCAGA
1C10 PF:CTATGGGGATTCCAAGACAA

PR: AATCAAATGGGCACTAAAGC
ic13 PE:TTGACTTTTTCTGAGTTCTG

PR: ACAAAAACACACACATTCAA
ic14 PF:AGTACCAACTCCCAAGTTAT

PR: GCTAAAACTATGGTTCTCTG

PF: primer foward; PR: primer reverse

As andlises de similaridade e de agrupamento
dos genotipos foram realizadas a partir dos perfis (bandas)
revelados nos géis, representados por matrizes bindrias
(auséncia=0 e presenca=1), empregando o coeficiente de
similaridade Dice e o método da média aritmética ndo
ponderada (UPGMA), com o auxilio do software NTSYS
2.15 (Rohlf, 2000). O dendrograma gerado foi seccionado
sobre o valor médio de similaridade, para avaliar os
grupos formados.

3- RESULTADOS E DISCUSSAO

Devido a sua abundéncia e dispersdo uniforme
no genoma, marcadores SSR usualmente revelam altos
niveis de polimorfismo. Neste estudo, os seis primers
utilizados geraram um total de 13 bandas polimorficas,
evidenciando a eficiéncia da técnica de SSR e a presenca
de variabilidade genética entre os acessos de pinhdo
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manso analisados. Esta variabilidade ja havia sido
observada em trabalhos anteriores utilizando estes primers
em outros acessos do banco de germoplasma da Embrapa
Clima Temperado (Moreira et al., 2009), contrastando
com o resultado obtido por Sun et al. (2008), que
observou variabilidade limitada em amostras de J. curcas
coletadas na China, utilizando marcadores SSR,
possivelmente por ter utilizado apenas marcadores com
motivos (AC)ys. Muitos dos acessos provenientes da india
também ndo mostraram perfis moleculares distintos
utilizando marcadores SSR e RAPD, conforme Basha e
Sujatha (2007), indicando que a origem do pinhdo-manso
(América do Sul e México) pode ser o fator determinante
na variabilidade encontrada nas amostras do presente
estudo.

Na Figura 1 verifica-se a separacdo dos
gendtipos em nove grupos de similaridade genética,
sendo: 1) L3P6 e L5P2; Il) L6PY; 111) L8P10; 1V) L5P11;
V) L4P5; VI) L6P3; VII) L1P5, L8P7, L6P8 e L8P4;
VIII) L3P1 e L3P2; IX) representado pela grande maioria
dos gendtipos. A Similaridade entre os genétipos variou
de 0,09 a 1,00, demonstrando alta variabilidade na
populacdo de estudo.
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Figura 1. Dendograma de pinhdo manso obtido a partir da analise de
microssatélite em 58 gendtipos, utilizando o indice de similaridade de
DICE (1945) e 0 método de aorunamento UPGMA.

O coeficiente de correlagdo cofenética do
dendrograma (r=0,98) revelou alta correspondéncia entre
a representacdo grafica da similaridade genética e a matriz
de similaridade, o que evidencia a robustez das
inferéncias observadas na Figura 1.

A variabilidade em nivel de DNA, encontrada no
material avaliado, bem como a associacdo dos acessos
divergentes com potencialidades agrondmicas é muito
importante para fins de melhoramento da cultura do

pinhdo manso. Estas informagdes juntamente com o0s
dados do seqgiienciamento gendmico de Jatropha curcas,
recentemente publicado (Sato et al., 2011), permitirdo a
busca de outros marcadores moleculares especialmente
relacionados com as caracteristicas de interesse para a
cultura, facilitando assim a caracterizagdo deste
germoplasma.

4 - CONCLUSOES

Os marcadores microssatélites sdo eficientes para
detectar a variabilidade genética entre os gendtipos de
pinhdo-manso. O germoplasma avaliado apresentou
variabilidade genética importante para uso no
melhoramento genético da cultura.
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