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Genética e Melhoramento

CARACTERIZA CAO MOLECULAR DE PINHAO MANSO (Jatropha curcas L.)
CONDUZIDO NA EMBRAPA CLIMA TEMPERADO

Laura Lemons Moreira', Sergio Delmar dos Anjos e Silva®, Raquel Bartz Kneib', Juliana Castelo Branco
Villela®, Juliana Silva Lemdes®, Natércia Lobato Pinheiro®

Resumo: O pinhdo manso pode ser considerado uma oleaginosa promissora para a produgio de biodiesel. O
conhecimento técnico sobre esta planta € limitado e, no Rio Grande do Sul, apesar de existir de forma
espontinea e semelhantemente s demais regides, os estudos sdo recentes. Um aspecto importante para o
estudo de novas espécies, caso do pinhdio manso, € a caracterizagdo molecular, utilizada como ferramenta
para auxiliar nos programas de melhoramento. Vdrios trabalhos tém utilizado marcadores microssatélites
para a caracterizacdo de genétipos. O uso desta classe de marcadores € bastante (til, pois os locos sdo os que
apresentam maior frequéncia de mutag¢des em todos 0s genomas e em todas as espécies animais e vegetais. O
presente trabalho teve como objetivo caracterizar plantas de pinh3o manso para a identificacdo da
variabilidade genética presente numa cole¢do conduzida na Embrapa Clima Temperado. Os genétipos
avaliados apresentam similaridade variando entre 4% e 97%. A variabilidade genética encontrada nesta
colecdo € de grande importancia para uso no melhoramento genético do pinhdo manso, sendo os marcadores
de microssatélites eficientes para detectar a variabilidade genética entre os genétipos de pinhdo manso.

Termos de indexag@o: Variabilidade genética, SSR, melhoramento.

Introdugao

O pinhdo manso € uma planta arbérea da familia Euphorbiaceae que se destaca como matéria-prima
potencial para a produgéo de biodiesel. Isto se deve ao alto teor de 6leo encontrado em suas sementes, até
39,8% (SHAOCHUN et al., 2007), aliado a caracteristicas fisico-quimicas do 6leo, rusticidade da planta,
resisténcia ao déficit hidrico e ao ataque de pragas, além de ser adaptdvel a uma vasta gama de condigbes
edafoclimdticas, crescendo inclusive em solos de baixa fertilidade (TEIXEIRA, 2005).

O conhecimento técnico sobre esta planta € limitado (SATURNINO, 2005) e, no Rio Grande do Sul,
apesar do pinhdo manso existir de forma espontinea e semelhantemente as demais regides, os estudos sdo
recentes (CASAGRANDE JR. et al., 2007).

No estudo de novas espécies, caso do pinhdo manso, um aspecto importante € a caracterizagdo molecular,
utilizada como importante ferramenta para auxiliar os programas de melhoramento. Os marcadores
moleculares representam ferramentas importantes em diversos estudos, permitindo avaliar, em curto prazo,
elevado namero de genétipos. Além disso, ndo sofrem influéncia ambiental, como ocorre nos marcadores
morfolégicos que apresentam relativas limitagdes, especialmente em cultivares proximamente relacionadas.
Os marcadores microssatélite ou SSR (Simple Sequence Repeats) utilizados na caracterizagfio e avaliacio de
germoplasma e na identificacio de genes de importdncia agronémica, tém permitido obter avangos
considerdveis nos programas de melhoramento genético de diferentes culturas (PALMIERI & MAIA, 2007).

Visto que o estudo em pinhdo manso ainda é recente, é fundamental desenvolver um programa de
melhoramento genético para a cultura. Entendendo esta necessidade, a Embrapa Clima Temperado visa
estruturar um banco ativo de germoplasma (BAG), selecionando genétipos superiores € separando grupos
genotipicos, com o intuito de criar um programa de melhoramento genético de pinhdo manso nesta unidade.

Este trabalho teve como objetivo caracterizar plantas de pinhdo manso para a identificagdo da
variabilidade genética presente numa cole¢io conduzida na Embrapa Clima Temperado.
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Material e Métodos

O trabalho foi desenvolvido na Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS. Foram analisados 43 genétipos
de pinhdo manso de diferentes origens. A extragio do DNA foi realizada, segundo o protocolo descrito por
Dart (2008), a partir de folhas jovens de plantas conduzidas a campo.

Foram utilizados 12 pares de primers (tabela 1), e as reag6es de amplificagfdo foram desenvolvidas numa
reacdo de 10 pl contendo 5 ul de GoTaq Master Green Mix, 50 ng de DNA e 1,4 ul de primer Foward e
primer Reverse na concentragdo de 10 uM. A reagdo de amplificacdo foi constituida por 30 ciclos com
temperatura de anelamento dos primers a temperatura de 52°C. O produto da amplificagdo foi separado em
gel de agarose 3,5% e visualizado em luz ultravioleta por meio de coloragdo com brometo de etidio.

Tabela 1. Primers para locos SSR do genoma de pinhdo manso (Jatropha curcas L.), Pelotas, 2009.

Primer Forward ) Reverse
JCO1 TCGGTATAGTTCATGCACAG CCCATCTGATAACCTGGCTAC
JCO02 CGAAAAGAAGAACGCCAATC GGAACTAAGCTTCAAGACGA
JCO7 GATCCTCTGTGAGTGTTGCC CCCAAGTTATCTCCAAATCC
JCO08 TGTCCAACATGATGAGTAGTGTCA GCATTTAGCAGAACCCCAGA
JC09 GAGGTAGCTGAAAAAAACAG CACAGTTCATACAAAGCCT
JC10 CTATGGGGATTCCAAGACAA AATCAAATGGGCACTAAAGC
JC13 TTGACTTTTTCTGAGTTCTG ACAAAAACACACACATTCAA
IC14 AGTACCAACTCCCAAGTTAT GCTAAAACTATGGTTCTCTG
JCDS10 CATCAAATGCTAATGAAAGTACA CACACCTAGCAAACTACTTGCA
JCDS24 GGATATGAAGTTTCATGGGACAAG TTCATTGAATGGATGGTTGTAAGG
JCPS06 CCAGAAGTAGAATTATAAATTAAA AGCGGCTCTGACATTATGTAC
JCPS09 GTACTTAGATCTCTTGTAACTAACAG TATCTCTTGTTCAGAAATGGAT

As andlises de similaridade e de agrupamento dos genétipos foram feitas a partir dos perfis (bandas)
revelados pelos géis, representados por matrizes bindrias (auséncia=0 e presenga=1), empregando o
coeficiente de similaridade Dice e o método da média aritmética ndo ponderada (UPGMA) com o auxilio do
software Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis for Personal Computers, NTSYS 2.1 (ROHLF,
2000). O dendrograma gerado foi seccionado sobre o valor médio de similaridade, para avaliar os grupos

formados. |

Resultados e Discussio

Os doze primers utilizados no estudo geraram um total de 88 bandas polimérficas, evidenciando a
presenca de variabilidade genética entre os acessos de pinhdo manso analisados e a eficiéncia da técnica de
SSR na detecgéo de variabilidade genética. Esta eficiéncia j4 havia sido relatada por Sun et al. (2008), que
utilizou 17 primers na caracterizagfio de uma populagio de pinhdo manso da China.

Na Figura | verifica-se a separag@o dos gendtipos em cinco grupos de similaridade genética, sendo: I)
L1P1, L1P10, L1P2, L1P5, L1P6, L1P7, L1P3, L1P§, L1P9, L1P15, L1P18, L1P4, L1P16, L1P13 e L1p12
I) L2P23, IIT) L2P1, L2PS, L2P2, L2P4, L2P21, L2P11, L2P13, L2P7, L2P19, L2P9 1V) L3P2, L3P3,
L3P4, L3P7, L3P9, L3P6, L3P11, L3P13, L3P8, L3P16, L3P10, L3P18, L3P22, L3P23, L3P20, L3P24 V)
L3P1.A Similaridade entre os genétipos variou de 0,04 a 0,97, demonstrando alta variabilidade na
populagdo de estudo.

O coeficiente de correlagdo cofenética do dendrograma (r=0,95) revelou alta correspondéncia entre a
representacdo grafica da similaridade genética e a matriz de similaridade, o que contribui para a robustez das
inferéncias por meio da avaliac¢fo visual da Figura 1.

Além da andlise de variabilidade genética por agrupamento, também foi possivel verificar que os primers
JCO1, JC07, JCO8 e JC13 evidenciaram a presenga de individuos heterozigotos para a populag¢io em estudo.

A variabilidade encontrada no material € muito importante para fins de melhoramento do pinhdo manso.
Entretanto, para que esta informacfio a respeito da variabilidade em nivel de DNA seja utilizada com
eficiéncia, € necessdrio que também seja considerada a potencialidade agron6mica existente, para que
possam ser realizados cruzamentos de interesse.
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Figura 1. Dendrograma de 43 genétipos de Pinhdo manso obtido a partir da andlise de microssatélite
utilizando o indice de similaridade de DICE (1945) e o método de agrupamento UPGMA. O
valor do coeficiente de correlagéio cofenética (r) € de 0,95. Pelotas, 2009.

Conclusoes

Os marcadores microssatélites sdo eficientes para detectar a variabilidade genética em pinhdo
manso.

A variabilidade genética encontrada nesta cole¢cdo é de grande importidncia para uso no
melhoramento genético do pinhdo manso.
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