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CARACTERIZAf;AO MOLECULAR DE PINHAO MANSO (Jatropha curcas L.)
CONDUZIDO NA EMBRAPA CLIMA TEMPERADO

Laura Lemons Moreiral, Sergio Delmar dos Anjos e Silva2, Raquel Bartz Kneibl, Juliana Castelo Branco
Villela3, Juliana Silva Lemoes4, Natercia Lobato Pinheir05

Resumo: 0 pinhao manso pode ser considerado uma oleaginosa promissora para a produ~ao de biodieseI. 0
conhecimento tecnico sobre esta planta e limitado e, no Rio Grande do SuI, apesar de existir de forma
espontanea e semelhantemente as demais regioes, os estudos sao recentes. Urn aspecto importante para 0
estudo de novas especies, caso do pinhao manso, e a caracteriza~ao molecular, utilizada como ferramenta
para auxiliar nos prograolas de melhoramento. Varios trabalhos tern utilizado marcadores microssatelites
para a caracteriza~ao de gen6tipos. 0 uso desta classe de marcadores e bastante util, pois os locos sao os que
apresentam maior frequencia de muta~oes em todos os genomas e em todas as especies animais e vegetais. 0
presente trabalho teve como objetivo caracterizar plantas de pinhao manso para a identifica~ao da
variabilidade genetica presente numa cole~ao conduzida na Embrapa Clima Temperado. Os gen6tipos
avaliados apresentam similaridade variando entre 4% e 97%. A variabilidade genetic a encontrada nesta
cole~ao e de grande importancia para uso no melhoramento genetico do pinhao manso, sendo os marc adores
de microssatelites eficientes para detectar a variabilidade genetica entre os gen6tipos de pinhao manso.

Introdu~ao
o pinhao manso e uma planta arb6rea da familia Euphorbiaceae que se destaca como materia-prima

potencial para a produ~ao de biodieseI. Isto se deve ao alto teor de 61eo encontrado em suas sementes, ate
39,8% (SHAOCHUN et aI., 2007), aliado a caracterfsticas ffsico-qufmicas do 61eo, rusticidade da planta,
resistencia ao deficit hfdrico e ao ataque de pragas, alem de ser adaptavel a uma vasta gama de condi~oes
edafoclimaticas, crescendo inclusive em solos de baixa fertilidade (TEIXEIRA, 2005).
o conhecimento tecnico sobre esta planta e limitado (SATURNINO, 2005) e, no Rio Grande do SuI,

apesar do pinhao manso existir de forma espontanea e semelhantemente as demais regioes, os estudos sao
recentes (CASAGRANDE JR. et aI., 2007).
No estudo de novas especies, caso do pinhao manso, urn aspecto importante e a caracteriza~ao 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 numero de gen6tipos. Alem disso, nao sofrem influencia ambiental, como ocorre nos marcadores
morfol6gicos que apresentam relativas limita~oes, especial mente em cultivares proximamente relacionadas.
Os marcadores microssatelite ou SSR (Simple Sequence Repeats) utilizados na caracteriza~ao e avalia~ao de
germoplasma e na identifica~ao de genes de importancia agronomica, tern permitido obter avan~os
consideraveis nos programas de melhoramento genetico de diferentes culturas (PALMIERI &MAlA, 2007).
Visto que 0 estudo em pinhao manso ainda e recente, e fundamental desenvolver urn programa de

melhoramento genetico para a cultura. Entendendo esta necessidade, a Embrapa Clima Temperado visa
estruturar urn banco ativo de germoplasma (BAG), selecionando gen6tipos superiores e separando grupos
genotfpicos, com 0 intuito de criar urn programa de melhoramento genetico de pinhao manso nesta unidade.
Este trabalho teve como objetivo caracterizar plantas de pinhao man so para a identifica~ao da

variabilidade genetic a presente numa cole~ao conduzida na Embrapa Clima Temperado.
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o trabalho foi desenvolvido na Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS. Foram analisados 43 gen6tipos
de pinhao manso de diferentes origens. A extra9ao do DNA foi realizada, segundo 0 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 rea90es de amplifica9ao foram desenvolvidas numa

rea9ao de 10 III contendo 5 III de GoTaq Master Green Mix, 50 ng de DNA e 1,4 III de primer Foward e
primer Reverse na concentra9ao de 10 JlM. A rea9ao de amplifica9ao foi constitufda por 30 cidos com
temperatura de anelamento dos primers a temperatura de 52°C. 0 produto da amplifica9ao foi separado em
gel de agarose 3,5% e visualizado em luz ultravioleta por meio de colora9ao com brometo de etfdio.

Tabela 1. Primers para locos SSR do genoma de pinhao manso (Jatropha curcas L.), Pelotas, 2009.
Primer Forward Reverse
JCOI TCGGTATAGTTCATGCACAG CCCATCTGATAACCTGGCTAC
JC02 CGAAAAGAAGAACGCCAATC GGAACTAAGCTTCAAGACGA
JC07 GATCCTCTGTGAGTGTTGCC CCCAAGTTATCTCCAAATCC
JC08 TGTCCAACATGATGAGTAGTGTCA GCATITAGCAGAACCCCAGA
JC09 GAGGTAGCTGAAAAAAACAG CACAGTTCATACAAAGCCT
JCIO CTATGGGGATTCCAAGACAA AATCAAATGGGCACTAAAGC
JCl3 TTGACTTTTTCTGAGTTCTG ACAAAAACACACACATTCAA
JCl4 AGTACCAACTCCCAAGTTAT GCTAAAACTATGGTTCTCTG
JCDSIO CATCAAATGCTAATGAAAGTACA CACACCTAGCAAACTACTTGCA
JCDS24 GGATATGAAGTITCATGGGACAAG TTCATTGAATGGATGGTTGTAAGG
JCPS06 CCAGAAGTAGAATTATAAATTAAA AGCGGCTCTGACATTATGTAC
JCPS09 GTACTTAGATCTCTTGTAACTAACAGTATCTCTTGTTCAGAAATGGAT

As analises de similaridade e de agrupamento dos gen6tipos foram feitas a partir dos perfis (bandas)
revel ados pelos geis, representados por matrizes binarias (ausencia=O e presen9a=I), empregando 0

coeficiente de similaridade Dice e 0 metoda da media aritmetica nao ponderada (UPGMA) com 0 auxflio do
software Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis for Personal Computers, NTSYS 2.1 (ROHLF,
2000). 0 dendrograma gerado foi seccionado sobre 0 valor medio de similaridade, par~ avaliar os grupos
formados. '

Os doze primers utilizados no estudo geraram urn total de 88 bandas polim6rficas, evidenciando a
presen9a de variabilidade genetica entre os acessos de pinhao manso analisados e a eficiencia da tecnica de
SSR na detec9ao de variabilidade genetica. Esta eficiencia ja havia sido relatada por Sun et al. (2008), que
utilizou 17 primers na caracteriza9ao de uma popula9ao de pinhao manso da China.
Na Figura I verifica-se a separa9ao dos gen6tipos em cinco grupos de similaridade genetic a, sendo: I)

LIPI, LIPIO, LIP2, LIP5, LIP6, LIP7, LIP3, LIP8, LIP9, LIPI5, LIPI8, LIP4, LIPI6, LIP13 e LIpl2
II) L2P23, III) L2Pl, L2P5, L2P2, L2P4, L2P21, L2PIl, L2P13, L2P7, L2P19, L2P9 IV) L3P2, L3P3,
L3P4,L3P7,L3P9,L3P6,L3PII,L3PI3,L3P8,L3PI6,L3PIO,L3PI8,L3P22, L3P23, L3P20, L3P24 V)
L3Pl.A Similaridade entre os gen6tipos variou de 0,04 a 0,97, demonstrando alta variabilidade na
popula9ao de estudo.
o coeficiente de correla9ao cofenetica do dendrograma (r=0,95) revelou alta correspondencia entre a

representa9ao grafica da similaridade genetic a e a matriz de similaridade, 0 que contribui para a robustez das
inferencias por meio da avalia9ao visual da Figura I.
Alem da analise de variabilidade genetica por agrupamento, tambem foi posslvel verificar que os primers

JCOI, JC07, JC08 e JCI3 evidenciaram a presen9a de indivfduos heterozigotos para a popula9ao em estudo.
A variabilidade encontrada no material e muito importante para fins de melhoramento do pinhao manso.

Entretanto, para que esta informa9ao a respeito da variabilidade em nfvel de DNA seja utilizada com
eficiencia, e necessario que tambem seja considerada a potencialidade agronomica existente, para que
possam ser realizados cruzamentos de interesse.
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Figura 1. Dendrograma de 43 gen6tipos de Pinhao manso obtido a partir da analise de microssatelite
utilizando 0 fndice de similaridade de DICE (1945) e 0 metodo de agrupamento UPGMA. 0
valor do coeficiente de correla9ao cofenetica (r) e de 0,95. Pelotas, 2009.

Os marcadores microssatelites sao eficientes para detectar a variabilidade genetica em pinhao
manso.
A variabilidade genetica encontrada nesta cole~ao e de grande importancia para uso no

melhoramento genetico do pinhao manso.
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