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RESUMO

REDONDO, M. L. C. Caracterizacao molecular por AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism) de acessos de pinhdo manso (Jatropha curcas L.). 2011. 90 p. Dissertacao
(Mestrado) - Centro de Energia Nuclear, Agricultura da Universidade de S&o Paulo,
Piracicaba, 2011.

O pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) € uma planta versatil e com diversos usos potenciais
em especial para producdo de biodiesel. O 6éleo obtido de suas sementes é seu produto mais
rentdvel e atualmente desperta grande interesse econdémico em diversos setores. A
caracterizacdo molecular e a avaliacdo do potencial reprodutivo dos acessos de pinhdo-manso
sdo aspectos ainda pouco abordados no Brasil, sendo necessaria a caracteriza¢do de acessos
brasileiros e suas potencialidades. Os objetivos do presente trabalho foram analisar a
diversidade genética e a divergéncia genética em acessos comerciais de pinhdo-manso,
coletados no estado de Sao Paulo (Alvinlandia, Lins, Itatinga e Jales), Minas Gerais (Janalba)
e Mato Grosso do Sul (Dourados). Primeiramente, foram comparadas as técnicas de RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA), RAPD-RFLP (Restrinction Fragment Length
Polymorphism a partir do RAPD) e AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism),
guanto a potencialidade de detectar polimorfismos dentro dos acessos e entre 0S acessos.
Posteriormente, 0s acessos foram caracterizados através de AFLP. Além disso, este trabalho
visou detectar se ha diferenca nas estruturas e no desenvolvimento floral e na taxa de
viabilidade polinica dos acessos de Sdo Paulo (Alvinlandia), Minas Gerais e Mato Grosso do
Sul. Nessa parte do estudo, foram analisadas e identificadas as estruturas dos 6érgaos florais e
do grdo de polen através das técnicas de microscopia de luz, eletrénica de varredura e
transmissdao. Na comparacao entre as técnicas moleculares, apenas AFLP permitiu a deteccao
de polimorfismos, com base em um acesso escolhido para os testes (Alvinlandia, SP). As
analises de todos acessos atraveés de AFLP mostraram consideravel polimorfismo, que foi
refletido nas estimativas de diversidade genética de Nei e indice de Shannon. Na anélise de
agrupamento, as amostras de cada acesso foram agrupadas coerentemente. Os acessos de
Dourados e de Itatinga formaram um grupo separado, apresentando cerca de 76% de
similaridade com o segundo grupo (Alvinlandia, Jales, Lins, Janauba). Dentro deste ultimo, 0s
acessos de Séo Paulo ficaram agrupados (com cerca de 84% de similaridade), enquanto que
Janauba mostrou-se separado, com 82% de similaridade genética. Estes resultados indicam
que os acessos de Sao Paulo provavelmente tenham origem a partir de Janauba. No entanto,
Itatinga provavelmente tenha origem a partir de Dourados. Quanto a morfologia floral, ndo foi
observada nenhuma diferenga a nivel microscopico na formacéo e nas estruturas dos 6rgaos
florais. Quando comparada a viabilidade polinica entre 0s dois acessos coletados em campo
(Minas Gerais e Mato Grosso do Sul), notou-se que ha diferenca significativa na taxa de
viabilidade, mesmo os valores sendo muito proximos (Mato Grosso do Sul - 81,91% e Minas
Gerais - 77,20%), mostra que tanto os acessos de Minas Gerais como os de Mato Grosso do
Sul podem ser utilizados como parentais masculinos em programas de melhoramento
genético. A divergéncia genetica moderada e a baixa variabilidade morfologica sugerem que
coletas de materiais em poucos locais poderiam representar a diversidade genética da espécie.
Estudos mais aprofundados, empregando técnicas como de microssatélites e mais acessos, Sao
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necessarios para o conhecimento da diversidade e estrutura genética do pinhdo-manso no
Brasil.

Palavras-chave: diversidade genética, divergéncia genética, RAPD, RAPD-RFLP,
microscopia, AFLP



ABSTRACT

REDONDO, M. L. C. Molecular Characterization by AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism) in accessions of physic nut (Jatropha curcas L.). 2011. 90 p. Dissertacdo
(Mestrado) - Centro de Energia Nuclear, Agricultura da Universidade de S&o Paulo,
Piracicaba, 2011.

Physic nut (Jatropha curcas L) is a very versatile plant with several potential uses especially
for the production of biodiesel. The oil obtained from its seeds is the most profitable product
of this specie and it is currently attracting great interest in various economic sectors.
Molecular characterization and evaluation of reproductive potential of the accessions of pysic
nut have still little attention in Brazil, it still need the characterization of Brazilian accessions
and its potenciality. The ains of this study were: to analyze the genetic diversity and genetic
divergence in commercial accessions of physic nut, from the States of Sdo Paulo (Alvinlandia,
Lins, Jales and Itatinga), Minas Gerais (Janatba)and Mato Grosso do Sul (Dourados). Firstly
we compared the RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) RAPD-RFLP (Fragment
Length Polymorphism Restriction from RAPD) and AFLP (Amplified Fragment Length
Polymprphism) regarding the potencial to detect polymorphism within the accessions and
among accessions. Subsequently, the accessions were characterized by AFLP. Moreover this
work aimed to detect whether there are differenced on flower structures and development and
the rate of pollen viability on the accessions of S&o Paulo (Alvinlandia), Minas Gerias and
Mato Grosso do Sul. On this part of the study were analysed and identified the structures of
the floral organs and pollen grain through the techniques of, light microscopy, scanning
electron and transmission microscopy. Comparing the molecular techniques, only AFLP
allowed the detection of polymorphisms based on the accession chosen for testing
(Alvinlandia, SP). Analyses of all accesses by AFLP showed considerable polymorphism,
wich was reflected in estimates of genetic diversity index of Nei and Shannon. In cluster
analysis, samples of each accessions were grouped consistently. The accessions of Dourados
and Itatinga formed a separated group, with approximately 76% similarity with the second
group (Alvinlandia, Jales, Lins, Janauba). Within the last, accessions of Sdo Paulo werte
grouped (about 84% similarity), while Janauba showed p separately, with 82% of genetic
similarity. These results indicates that the accessions of Sdo Paulo probably originates from
Janauba. However Itatinga probably originates from Dourados. As floral morphology, we
observed no difference at microscope level on the formation and on the structures of floral
organs. When compared the pollen grain viability between the two accessions collected in the
field (Minas Gerais and Mato Grosso do Sul), it was noted that the viability rated were
significantly different, even though the values being very close (Mato Grosso do Sul — Minas
Gerais 81,91% - 77,20%), shows that both the accessions of Minas Gerais as the Mato Grosso
do Sul can be used as male parental in breeding programs. The moderate and low genetic
divergence suggests that morphological variability collections of materials in a few locations
could represent the genetis diversity of the species. Further studies employing techniques such
as microsatellite and more accessions are required for an understanding of diversity and
genetic structure of physic nut in Brazil.

Keywords: Genetic Diversity, Genetic Divergence, RAPD, RAPD-RFLP, microscopy, AFLP
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1. INTRODUCAO

O género Jatropha (Euphorbiaceae) tem 172 espécies, do qual Jatropha curcas L,
também conhecido como, physic nut, purging nut (Ingl€s); pourghére, pignon d’Inde
(Francés); purgeernoot (Holandés); purgueira (Portugués); fagiola d’India (Italiano); dand
barri, habel meluk (Arabe); kanananaeranda, parvataranda (sanscrito); bagdherenda,
jangliarandi, safed arand (Hindi); kadam (Nepal); yu-lu-tsu (chinés); sabudan (Tailandia);
tubang — Bakod (Filipinas); jarak budeg (Indonésia); bagani (Costa do Marfim); kpoti (Togo);
tabanani (Senegal); mupuluka (Angola); butuje (Nigéria); makaen (Tanzania); pifioncillo
(México); Coquillo, tempate (Costa Rica); tartaro (Porto Rico); mundubi-assu pinhdo-manso
(Brasil); pifiol (Peru) e pinén (Guatemala) (HELLER, 1996; SCHULTZE-MOTEL, 1986). E
uma espécie de origem tropical, adaptada a altas temperaturas e a clima seco, e € reconhecida
como a forma mais primitiva, da qual as outras espécies de Jatropha evoluiram com
mudancas no habito de crescimento e estruturas das flores (MC VAUGH, 1945; DEGHAN;
WEBSTER, 1979).

Acredita-se que sua origem tenha ocorrido nas Américas Central e do Sul, tendo seu
cultivo sido expandido para varios paises do mundo. J. curcas € nativa da América tropical,
mas agora é encontrada em abundancia em muitas regides tropicais e sub-tropicais como na
Africa e na Asia. Isto se deve pela provavel distribuicdo por varios navios portugueses através
das ilhas de Cabo Verde e Guiné Bissau (HELLER, 1996). Os paises onde foi implantada sédo:
Zimbabue, China, india, 1lhas Mauricio e Filipinas. E estimado que exista entre 500.000 a
600.000 ha de pinhdo manso cultivado em toda a india e 2 milhdes de hectares cultivados na
China (FAIRLESS, 2007).
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Jatropha curcas distribution

el 2 Heller, J. 1996

Figura 1 - Paises onde o pinhdo manso se encontra de maneira cultivada e ndo cultivada e observacéo da rota de
domesticacdo da espécie

Diversos estudos buscaram entender a origem da planta, mas a fonte ainda permanece
controversa. Martin & Mayeux (1985) identificaram o Estado do Ceara no Brasil como sendo
0 Centro de Origem, sem dar qualquer argumento. Deghan & Webster (1979) dizem ser sem

duvida parte da flora do México e provavelmente seu local de origem.

No Brasil, a espécie é encontrada de forma dispersa adaptando-se a condicdes
edafoclimaticas variadas, ocorrendo nas regides sudeste, centro-oeste e nordeste. Caracteriza-
se por ser um arbusto que pode atingir até 5 m de altura. A planta é decidua, apresentando
folhas com peciolo grande e esverdeado; o caule é liso e cilindrico. A espécie é aldgama,
apresentando inflorescéncias do tipo cimera definida. A planta € mondica, sendo que as flores
masculinas e femininas estdo presentes em uma mesma inflorescéncia. O fruto é carnoso do
tipo capsula trilocular, possuindo trés sementes (SATURNINO, 2005). O ciclo de vida da
espécie € bastante prolongado, podendo chegar até 40 anos. A planta € tolerante ao estresse
hidrico e apresenta grande potencial ecoldgico na recuperacdo de &reas degradadas
(TEIXEIRA, 2005).

Atualmente, o pinhdo manso pode ser considerado uma planta oleaginosa de grande
potencial econdmico, sendo uma das mais promissoras fontes de biocombustivel no Brasil. As
suas sementes apresentam teor de oleo entre 30 — 40% (SUBRAMANIAN et al., 2005). Com

0 advento do Programa Brasileiro de Biodiesel, o pinhdo manso foi incluido como uma
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alternativa para fornecimento de matéria-prima, devido a sua alta produtividade de 6leo e
baixo custo de producdo. A sua utilizaco traz diversas vantagens, pois reduz a necessidade de
importacdo do diesel obtido do petroleo. O produto extraido é pouco poluente; apresenta
ampla importancia de cunho social, uma vez que possibilita a geracdo de novos empregos e de

renda.

Além de ser uma cultura potencial para a producdo de biodiesel, o pinhdo manso tem
vérias utilidades: O 6leo tem valor de saponificacio elevado e é utilizado na india e em outros
paises para fazer sabdo (ADEBOWALE; ADEDIRE, 2006; AKBAE et al., 2009; KYWE;
OO0, 2009); também é utilizado na medicina tradicional e para fins veterinarios; o latex
contétm o alcaloide semelhante a quinina em propriedades, a qual é denominada de
“Jatrophine” que se cré ser anticancerigeno e ¢ utilizada para aplicagdes externas em doengas
de pele e reumatismo (THOMAS et al., 2008). A decoccéo das folhas é usada contra a tosse e
como anti-séptico apds o nascimento. Mas Devapps e Swamylingappa (2008) mostraram que
as sementes de pinhdo manso possuem fatores anti-nutricionais como: curcina e lectina que
causam voémitos, diarréias, espasmos e pode levar até a morte, semelhantemente ao efeito de
toxicidade da ricina encontrada na mamona; inibidores de tripsina, que provocam efeitos
adversos em monogastricos; fitatos produzem efeitos sobre a biodisponibilidade de minerais;
e ésteres de forbol, produto quimico da familia dos diterpenos altamente toxico que causa a

purga intestinal, irritacdo da pele e cancer.

Essa planta ainda apresenta um acervo de informagdes tecnoldgicas bastante restritas.
Desse modo, é extremamente importante o conhecimento da estrutura e diversidade genética
de populagdes de pinh&o-manso, pois essas informagOes sdo importantes para delinear
estratégias de melhoramento genético nesta espécie. A utilizagdo de marcadores moleculares
como RAPD, AFLP e microssatélites tém sido frequentes em diversas espécies, visando a
caracterizacdo genética. Com o pinhdo-manso, poucos estudos foram realizados até o
momento. Os trabalhos publicados recentemente utilizaram as técnicas RAPD (RAM et al.,
2008; RANADE et al., 2008; SUDHEER-PAMIDIMARRI et al., 2009), AFLP (SUDHEER-
PAMIDIMARRI et al., 2009) e DAMD (RANADE et al., 2008).
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2. REVISAO DE LITERATURA

A demanda mundial por biocombustiveis tem-se expandido rapidamente nos ultimos
anos, devido a preocupagdo com a reducdo do volume de emissdes de gases causadores do
efeito estufa até 2012, como determina o Protocolo de Kyoto. Essa demanda é verificada
também no Brasil, pela necessidade de diminuir a dependéncia de derivados de petroleo nas
matrizes energéticas nacionais e pelo incentivo & agricultura e as inddstrias locais
(NAPOLEAO, 2005). Segundo Miragaya (2005), atualmente, cerca de 10% do diesel
consumido no Brasil é importado. Esse combustivel é o mais utilizado no Pais,
principalmente no transporte de passageiros e de cargas. Anualmente, comercializa-se cerca
de 38,2 bilhdes de litros, o que corresponde a 57,7% do consumo nacional de combustiveis
veiculares. Por outro lado, a disponibilidade das fontes agricolas para producdo de biodiesel
varia de acordo com o clima e as condigdes da regido de producéo. O Brasil apresenta reais
condicdes para se tornar um dos maiores produtores de biodiesel do mundo por dispor de solo
e clima adequados ao cultivo de oleaginosas (MIRAGAYA, 2005).

Embora a soja apresente um rendimento de 6leo por hectare inferior, quando
comparada as demais alternativas, esta representa 90% do total do éleo produzido no Brasil.
A mamona apresenta boa produtividade, mas ainda é vista com restricdes, devido
caracteristicas quimicas de seu 6leo, que dificultam a producdo de um biodiesel especificado.
O pinhdo-manso vem sendo cultivado em varios paises asiaticos e da América Central, sendo
considerado uma alternativa importante para a matriz de dleos vegetais destinados a producéo
de biodiesel. Embora tenha seu provavel centro de origem na América Central (HELLER,
1996), ocorre espontaneamente em diversas partes do Brasil (FUNDACAO CETEC, 1983a).
E uma cultura perene com grande potencial como fonte de matéria prima para a producéo de
6leo com excelente qualidade para utilizacdo na fabricacdo de biodiesel (FUNDACAO
CETEC, 1983b), em alternativa a culturas como girassol, mamona e soja, com relato de
produtividades anuais de até 2.000 L de 6leo por hectare, quando consideradas extrapolagdes
da producéo de arvores adultas isoladas (HELLER, 1996)

O pinhdo-manso é uma planta considerada tolerante a seca e adaptada a solos de baixa
fertilidade, mas pode ter sua producéo bastante influenciada por falta de 4gua e nutrientes. E
também caracterizado como uma espécie rustica, capaz de produzir frutos nas mais diferentes
condi¢cdes edafoclimaticas. O pinhdo-manso apresenta melhor desempenho em solos

profundos, bem estruturados e pouco compactados, que permitam o sistema radicular
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desenvolver-se e explorar um maior volume de solo, satisfazendo a necessidade da planta em

agua e nutrientes.

Devem ser evitados os solos muito argilosos, rasos, com umidade constante, pouco
arejados e de dificil drenagem. A espécie é encontrada vegetando desde o nivel do mar até
1.200 m de altitude. A produtividade do pinhdo-manso varia em funcdo da regido, do método
de cultivo e tratos culturais, bem como da regularidade pluviométrica e fertilidade do solo.
Segundo observacgdes preliminares realizadas em areas experimentais de Mato Grosso do Sul,
(ROSCOE et al., 2007), ao contrario do que se alega, a planta esta sujeita a pragas e doencas
gue, caso ndo sejam adequadamente tratadas, provocam perdas consideraveis e podem causar

a paralisacdo total do crescimento (caso do acaro branco, cigarrinha verde e mofo branco).

O pinh&o-manso nao se desenvolve em solos muito imidos, assim como ja se sabe que
o clima seco aumenta bastante o teor de éleo das sementes. Entretanto, trés a quatro irrigacées
mensais, durante o verdo, vao estimular o crescimento das plantas. Pode ser cultivado em
areas de solos pouco férteis e de clima desfavoravel a maioria das culturas alimentares
tradicionais, como por exemplo, no Semi-Arido nordestino. Os frutos do pinhdo-manso s&o
capsulas que contém em seu interior as sementes. As sementes sdo escuras quando maduras,

onde se encontra um albimem branco rico em 6leo, em torno de 60,8 %.

Drummond et al. (1984) relatam que em area experimental de pinhdo-manso
conduzido sob irrigacdo por gravidade (sulcos de infiltracdo) na regido de Janalba-MG, as
plantas aos 18 meses de idade, j4 haviam produzido 2500 kg ha® de sementes, com
rendimento de 38% em Oleo (semente fresca). Noutra regido, conduzido sob sequeiro, em
Latossolo Vermelho-Amarelo, na regido de Flexilandia — MG, essa producao chegou apenas a
500 kg. Isso mostra que a planta, apesar de adaptada as regiGes secas e possuir um caule
grosso capaz de armazenar bastante agua, sob regime de seca, sobrevive diminuindo sua
producdo de sementes. A irrigagdo por gotejamento parece ser a mais importante para
aumentar a producao, pois por meio dela, pode-se controlar a quantidade de agua e de adubos
aplicados durante todo o tempo. Com este tipo de irrigacdo podem-se obter trés safras por
ano. A agua pode umedecer apenas a area sob a copa deixando o restante seco, 0 que €
interessante do ponto de vista fitossanitario (SATURNINO et al., 2005).

Embora esta planta apresente uma resisténcia natural a pragas e doencas devido ao seu
latex caustico, que flui quando ocorre um ferimento em seus tecidos, sabe-se hoje que, as

pequenas plantagdes existentes estdo comecando a sofrer ataques de pragas, como o mofo
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branco, o acaro branco e vermelho e de alguns percevejos, além da cigarrinha (VEDANA,
2006). Quando essa é cultivada em sistema de monocultivo hé relatos de insetos pragas como
Scutellera nobilis Fabr. na india e Pachicoros klugii Burmeister na Nicaragua, afetando a
queda de flores, aborto de frutos e ma formacdo das sementes, causando grandes perdas
econémicas (SHANKER e DHYANI 2006).

As maiores restricdes na obtengdo de um rendimento de 6leo mais elevados e de
qualidade dessa cultura sdo: a falta de informacBes sobre a sua variabilidade genética;
composic¢do do 6leo e auséncia de genotipos adequados para diferentes sistemas de cultivo. O
conhecimento da relacdo genética e da variacdo da espécie € um pré-requisito em qualquer
programa de melhoramento, pois permite a organizacdo de um banco de germoplasma, para
prever uma maior eficiencia no processo de selecdo dos parentais (KARP & EDWARDS
1998). Apesar da sua importancia ecoldgica e econdmica, a taxonomia e estrutura genética do
género Jatropha ndo estdo totalmente esclarecidas, devido a ocorréncia de hibridacdo natural
entre as espécies (AIRY SHAW 1972). Além disso, o germoplasma disponivel carece de
informacdes sobre a base genética (SUJATHA et al 2008).

J. curcas é uma planta introduzida em muitos paises da Asia, Africa e América Latina
e ndo tem ocorrido muitos esforgcos sistematicos para a melhoria da cultura. Variedades
melhoradas com caracteristicas desejaveis para determinadas condi¢cdes de crescimento nao
estdo disponiveis, o que torna o plantio de pinhdo-manso um negdcio arriscado. Os objetivos
para um upgrade genético da cultura deve visar um numero maior de flores femininas e de
plantas pistiladas, alta producdo de sementes com alto teor de 6leo, precocidade, resisténcia a
pragas e doengas, tolerancia e resisténcia a seca, reducdo da altura da planta e da ramificacéo

natural dos ramos.

Como o pinhdo-manso ainda ndo € uma cultura melhorada genéticamente, héa
diferentes caracteristicas importantes que alguns acessos possuem e gque 0S outros nao tém,
isto podemos observar atraves da Tabela 1, onde apresentam os diferentes paises onde a

planta existe e as suas caracteristicas mais relevantes.
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Tabela 1: Variabilidade fenotipica do pinhdo-manso em varios paises onde é cultivado

Nicaragua Sementes pequenas e pretas

Mexico Gendtipos ndo tdxicos (Estados Veracruz, Quintana Roo)

Cabo Verde | Propagacdo de genétipo principalmente através de sementes

vigorosas
India SDAUJ1 (Chatrapati)
China CSC high oil 63; CSC high toxin 1
Indonesia IP-1P e IP-2P para zonas umidas; IP-1M e IP-2M para zonas

intermediérias; IP-1A e IP-2A para zonas secas

Brasil Goncalo

Malasia BT-88; planta and e com desenvolvimento precoce

Fonte: Sujatha M. Paper presented at FISA, México 2009

Uma grande variedade de técnicas tém sido utilizadas nos estudos de relagdes e
variacdes em arvores florestais. Estudos tém sido realizados para identificar a variacdo
geneética nas populacOes, acessos, procedéncias e clones de Jatropha curcas L. através de
técnicas  tradicionais  utilizando-se  marcadores  morfométricos e  bioquimicos
(PRABAKARAN & SUJATHA 1999; GINWAL et al. 2004; PANT et al. 2006; SUNIL et al.
2008). Esses trabalhos devem ser mencionados mesmo quando as caracteristicas fenotipicas

nédo forem confidveis, por causa da influéncia do ambiente sobre a expressao génica.

Rao et al (2008) avaliaram associacOes genéticas e variabilidade nos seguintes
caracteres: sementes e crescimento em 32 arvores de alto rendimento, localizadas em
diferentes regides espalhadas por 150.000 km2 na india. Diferencas significativas foram
observadas em todos os caracteres das sementes, isto €, morfologia da sementes e teor de

oleo, bem como caracteristicas de crescimento, altura da planta, a proporc¢éo de flores do sexo
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feminino e masculino e producdo de sementes no teste de progénie. A herdabilidade foi alta
em geral e superior a 80% para todas as caracteristicas das sementes estudadas.

Sunil et al. (2008) registrou as caracteristicas fenotipicas das plantas de pinhdo-manso
in situ em quatro diferentes regibes eco-geograficas da India. Eles notaram diferenca
acentuada nos 9 caracteres que avaliaram em um total de 162 acessos em quatro zonas. Por
exemplo, a altura da planta de 80% dos acessos em uma zona foi inferior a 1,5 m, enquanto
em outra zona 60% dos acessos foram maiores do que 1,5 m. Diferengas similares foram
observadas em numero de frutos, teor de 6leo e a sua composi¢cdo. Como a maioria dos
estudos anteriores, Sunil et al. (2008) ndo realizou a caracterizacdo genética dos acessos,

assim a razdo para a variabilidade ndo estar clara.

A importancia econémica do pinhdo-manso tem gerado grande interesse na
compreensdo da diversidade genética da espécie, como passo inicial para a selecdo e
melhoramento de genétipos superiores. A avaliacdo da diversidade genética utilizando-se
técnicas moleculares pode fornecer informacdes de base Util para programas de melhoramento
genético. Os marcadores moleculares ndo sdo influenciados por fatores ambientais e podem
ser estimados utilizando-se do DNA de todas as fases do crescimento e, portanto, sdéo muito
Uteis na avaliagdo da diversidade genética das espécies de plantas. Dentre os diversos
marcadores moleculares, aqueles baseados na técnica da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) como o RAPD, ISSR e AFLP se tornaram populares, devido a sua aplicacdo ndo exigir
qualquer informacdo anterior sobre uma sequéncia. Por outro lado, microsatélites ou (SSR)
sdo os marcadores de escolha para aplicacGes de reproducdo, mas seu desenvolvimento é mais

demorado e caro.

Existem varios estudos sobre a diversidade genética molecular de J. curcas na China,
mas os resultados se mostraram anémalos. He et al (2007) usando marcador ISSR relatou alto
nivel de diversidade genética entre oito populagdes de J. curcas. Em contraste, Sun et al
(2008) utilizando SSR e AFLP detectaram uma diversidade genética muito baixa entre 0s

materiais analisados nas mesmas provincias.



21

3. OBJETIVOS

Comparar geneticamente acessos coletados no estado de S&o Paulo (Alvinlandia, Itatinga,
Jales e Lins) com acessos comerciais oriundos do Mato Grosso do Sul (Dourados) e de Minas
Gerais (Janauba), utilizando para o ‘fingerprinting” das amostras o marcador molecular

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism).

Detectar a potencialidade das técnicas de marcadores moleculares entre 0s acessos do
México, Costa Rica, China e cinco amostras do acesso de Alvinlandia, sendo analisados
através das técnicas: RAPD, RAPD-RFLP e AFLP.

Identificar e analizar as estruturas florais das inflorescéncias do pinhdo-manso através das
seguintes técnicas: microscopia eletronica de varredura, de transmissao e microscopia de luz,

procurando diferencas morfologicas entre 0s acessos estudados.

Testar a viabilidade polinica dos acessos de Minas Gerais e Mato Grosso do Sul coletados

a campo utilizando-se quatro tipos de corantes.
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4. MARCADORES MOLECULARES AFLP (AMPLIFIED FRAGMENT LENGTH
POLYMORPHISM) NA CARACTERIZACAO DE ACESSOS DE PINHAO MANSO

RESUMO

O pinhdo-manso é uma espécie com grande potencial para a producdo de biodiesel,
pois apresenta elevado teor de 6leo nas sementes. No entanto, a espécie ndo € domesticada e
os programas de melhoramento genético sdo recentes, carecendo de informacGes sobre a
diversidade morfologica e genética da espécie. Este estudo teve por objetivo avaliar a
potencialidade de marcadores RAPD, RAPD/RFLP e da técnica de AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism) no fingerprinting de acessos de pinhdo-manso de um
outgroup (China, México e Costa Rica), e de um acesso brasileiro (Alvinlandia, coletado no
estado de S&o Paulo). Posteriormente, foram caracterizados seis acessos brasileiros dos
estados de Sdo Paulo (Alvinlandia, Itatinga, Jales e Lins), Minas Gerais (Janalba) e Mato
Grosso do Sul (Dourados), sendo que somente a planta correspondente a cidade de
Alvinlandia ndo estava localizada em plantio comercial da cultura, e sim cultivada
isoladamente de outras plantas da mesma espécie. Os seis acessos foram caracterizados
somente por AFLP. A técnica que melhor conseguiu detectar polimorfismo nos acessos foi a
de AFLP porgue mesmo sendo um marcador dominante, apresenta uma elevada cobertura
gendmica e os resultados apresentam alta reprodutibilidade. Em apenas um primer RAPD foi
detectado polimorfismo, nas amostras do outgroup. Na andlise de RAPD-RFLP ndo foi
detectado polimorfismo no acesso de Alvinlandia. Ao caracterizar os seis acessos brasileiros,
utilizando-se de seis combinac6es de primers, foi obtida uma ampla variacdo na percentagem
de polimorfismo entre as amostras, este variando de 42% no acesso de Dourados (Mato
Grosso do Sul) e de 66% no acesso de Janauba (Minas Gerais), o que refletiu em diferentes
valores de diversidade génica Nei (H = 0,18 a 0,29) e indice de Shannon (I = 0,27 a 0,42). Foi
realizada a analise de UPGMA (Unweighted Pair-Group With Arithimethic Averages) e
obteve-se um agrupamento coerente, com a formacdo de dois grupos principais, em que 0s
acessos de Sao Paulo, a excecdo o de Itatinga, agruparam-se com o acesso de Minas Gerais. O
outro grupo incluiu Itatinga e Dourados. Estes resultados sugerem que a maioria dos acessos
de Séo Paulo se originou do acesso de Minas Gerais, 0 qual deve ter sido introduzido em
varias outras regides, e o de Mato Grosso do Sul e de Itatinga devem ter se originado em outra
regido geografica. Esses resultados indicam que a espécie (Jatropha curcas L.), possui
consideravel variabilidade genética entre e dentro dos acessos estudados, tornando-a deste
modo uma planta que requer aprofundamento maior em pesquisa na area de melhoramento
genético para que sejam desenvolvidas variedades com caracteristicas de interesse
agronémico.

Palavras-chave: diversidade genética, similaridade genética, marcadores moleculares,
diversidade de Nei.
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CHARACTIRIZATION OF PHYSIC NUT ACCESSIONS BY MOLECULAR
MARKERS AFLP (AMPLIFIED FRAGMENT LENGTH POLYMORPHISM)

ABSTRACT

Physic nut is a species with great potencial for producing biodiesel because it has a high oil
content in seeds. However, the specie is not domesticated and breeding programs are recent,
lacking information on the morphological and genetic diversity of the species. This study
aimed to evaluate the potential of RAPD, RAPD/RFLP and AFLP technique (Amplified
Fragment Length Polymorphism) fingerprinting of the accessions from an outgroup (China,
México and Costa Rica, and Brazilian accessions (Alvinlandia, collected in Sdo Paulo).
Subsequently, six Brazilian accessions were characterized from Sao Paulo State (Alvinlandia,
Itatinga, Jales and Lins), Minas Gerais (Janatba) and Mato Grosso do Sul (Dourados), only
the plant corresponding to the city of Alvinlandia was not located in a commercial plantation,
but cultivated in isolation from other plants of the same species. The six accessions were
characterized only by AFLP. The best technic for detecting polymorphism among accessions
were the AFLP, even though itbeing a dominant scorer, it has a high genome coverage and the
results were highly reproducible. In just a RAPD primer polymorphism were detected in
samples from the outgroup. On the RAPD/RFLP analysis polymorphism was not detected on
the Alvinlandia access. By characterizing the six Brazilian accessions, using six primer
combinations, were obtained a wide variation on the percentage of polymorphism among the
samples, it ranged from 42% in access of Dourados (Mato Grosso do Sul) and 66% in
accessof Janalba (Minas Gerais), which resulted in different values of Nei genetic diversity
(H = 0,18 to 0,29) and Shannon Index (I = 0,27 to 0,42). Then the analysis of UPGMA
(Unweighted Pair-Group With Arithimethic Averages) were performed and obtained a
consistent grouping, with the formation of two main groups in which the accessions of Sao
Paulo, with the exception of Itatinga, were grouped with the access of Minas Gerais. The
other group includes Itatinga and Dourados. These results suggest that the majority of Sao
Paulo accessions originated from the access of Minas Gerais, wich must have been introduced
in several other regions, and Mato Grosso do Sul and Itatinga may have been originated in
another geographic region. These results indicates that the species (Jatropha curcas L.), has a
considerable genetic variability withing and among accessions, thus making it a plant that
requires more in research on breeding for varieties that are developed with characteristics of
agronomic interest.

Key-words: genetic diversity, genetic similarity, molecular markers, Nei’s diversity
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4.1. INTRODUCAO

A caracterizacdo e a determinagdo da diversidade genética em plantas podem ser
realizadas por métodos isoenzimaticos ou pelo isolamento e anélise de regibes particulares do
DNA de seu genoma, que podem ser usadas como marcadores. O estudo do DNA permite a
identificacdo de possiveis alelos importantes para a sua caracterizacdo e diferenciacdo na
populacdo. Essas diferencas entre individuos ou grupos podem ser obtidas com o uso de
diferentes estratégias moleculares que permitem isolar as diferengas em populac@es altamente

endogénicas, com genomas muito semelhantes.

A técnica de Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR na sua sigla derivada do Inglés -
Polymerase Chain Reaction) possibilita efetuar uma andlise simultdnea de mudltiplos
individuos, através da presenca/auséncia de produtos de amplificacdo produzidos e, no caso
de existéncia de diferentes grupos de individuos ou espécies, com o uso de iniciadores
(primers) randémicos ou que visem a amplificacdo de regides especificas. O método permite
isolar preferencialmente grupos ou familias através da identificacdo de sequéncias Unicas ou

comuns dentro dos genomas em comparagao.

Diversas técnicas de marcadores genéticos tém sido desenvolvidas, mas nenhuma é
considerada universalmente ideal. A escolha do método depende da questdo a ser pesquisada,
da espécie envolvida e da resolucdo necessaria, bem como do financiamento e da tecnologia
disponiveis. Dentre eles podem ser citados: Restriction Fragment Length Polymorphism
(RFLP), Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD), Simple Sequence Repeats (SSR ou
microssatélites), Variable Number of Tandem Repeats (VNTR), Inter-Simple Sequence
Repeat (ISSR), Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) e, ainda, o
sequenciamento de regides especificas do genoma (16S, 18S, ITS etc.).

Desde a sua introducdo, marcadores do tipo RAPD tém se tornado populares pela sua
versatilidade e facilidade na analise genética das plantas (WILLIAMS et al., 1990), tendo sido
usados na identificacdo de cultivares (YANG; QUIROS, 1993), na determinagdo de
parentesco (ELISIARIO; JUSTO; LEITAO, 1999), avaliacio das relacBes genéticas
(NICESE; HORMAZA; McGRANAHAN, 1998) e estimativa da variabilidade genética da
populagdo (HARRISON et al., 1997). Os marcadores RAPD s&o usados geralmente para
detectar polimorfismos em organismos para 0s quais sdo disponiveis insuficientes
informacdes genéticas, mas eles podem também gerar altos niveis de artefatos PCR. Estes

marcadores sdo gerados pela amplificacdo de segmentos de DNA ao acaso com primers
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curtos (geralmente cerca de 10 nucleotideos) de uma seqliéncia de nucleotideos arbitraria. A
PCR deve ocorrer sob relativamente baixa seletividade. Os produtos de amplificagdo devem
ser presentes ou ausentes entre os individuos e se presentes, eles podem diferir em
comprimento. RAPD sdo marcadores dominantes, mas alelos homdlogos podem as vezes ser

identificados com a ajuda de pedigrees.

As familias de DNA repetitivo, objeto de analise em SSR ou microssatélites, sdo
caracteristicas livres de homoplasias e podem ser usadas para identificacdo de espécies em
uma ampla variabilidade de situagdes ambientais. A ocorréncia de seqiiéncias repetitivas em
forma de tandem, de DNA satélite altamente repetitivo, € uma caracteristica de todos 0s
organismos eucarioticos, sendo os tamanhos das repeticdes variando ao redor de 120-180 ou
320-370 pb . A sequéncia de nucleotideos das repeticdes satélites varia consideravelmente
entre os diversos organismos, podendo ser usada para separagéo e identificacdo das relacGes

evolutivas entre espécies relacionadas entre si.

Mais sofisticado e requerendo uma melhor resolucdo na biologia molecular para sua
utilizacdo através de deteccdo por fluorimetria ou radioatividade, os marcadores AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphisms) (VOS et al., 1995) se tornaram populares para
identificacdo de variedades (KIM et al., 1998), caracterizacdo de germoplasma (CERVERA et
al.,, 1998) e avaliacdo da diversidade genética (ZHU et al., 1998), seja para fins de
gerenciamento de recursos genéticos como para uso em programas de melhoramento, entre
outras funcgdes. Tanto os marcadores RAPD como AFLP permitem, teoricamente, igual
estimativa das seqiiéncias de DNA ao longo do genoma, independente da sua localizagdo nos
cromossomos ou particularidades da sua seqiéncia de nucleotideos. Porém, a maior razdo
multiplex dos marcadores AFLP faz deles mais adequados para a distin¢do entre genotipos
mais relacionados entre si, tais como diferentes clones dentro de um determinado cultivar
(CERVERA et al., 1998), que ocorrem muitas vezes sob pequenos eventos mutacionais,
apresentando, portanto, diferencas genéticas minimas, além de permitir inferéncia sobre
modos de reproducgdo sexual x assexual (MUELLER; WOLFENBARGER, 1999). Também
tém sido amplamente aplicados em analises de variagdo genética dentro de populacdes
(TRAVIS; MASCHINSKI; KEIM, 1996; WINFIELD et al., 1998).
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4.2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
4.2.1. Marcadores RAPD e RAPD-RFLP

Muitos tém sido os trabalhos de avaliacdo da diversidade genética e variabilidade em
espécies vegetais, alguns voltados para estudos filogenéticos de mapeamento, aplicacdo em
programas de melhoramento e, mais recentemente, para caracterizacdo e identificacdo de
variedades ou cultivares de produtos agricolas ou individuos numa populacédo
(fingerprinting). Karp et al (1997), em revisao das principais técnicas moleculares que podem
ser utilizadas para o estudo de diversidade botanica, ressaltam que cada uma difere no modo
de resolucdo quanto as diferengas genéticas, aos tipos de dados que sdo gerados e ao nivel
taxonbmico. Entre as técnicas apontadas estdo RFLP, RAPD, AFLP, VNTR, SSR e

sequenciamento por PCR.

Em 1990, Williams et al. descreveram a técnica de RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA), sigla para DNA Polimorfico Amplificado ao Acaso, que permite de
maneira rapida, avaliar o grau de similaridade entre gendtipos, em niveis inter e
intraespecifico. Simultanea e independentemente, outros dois pesquisadores, Welsh e
McClelland (1990), publicaram a metodologia com o0 nome de AP-PCR (Arbitrarily Primed —
Polymerase Chain Reaction), considerado como mais adequado, uma vez que 0s primers séo
arbitrarios e, portanto suas seqiiéncias-alvo sdo desconhecidas, porém a amplificacdo ocorre
em lugares especificos do genoma e ndo ao acaso (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

O principio da técnica assemelha-se aquele de duplicagdo do DNA, para a qual sdo
necessarios: uma fita de DNA a ser amplificada na forma desnaturada ou de fita simples; a
presenca de primers ou oligonucleotidios de 10 a 15 bases como iniciadores da Reacdo em
Cadeia da Polimerase - PCR (Polymerase Chain Reaction), e uma enzima polimerase que
catalisa a reacdo (Taqg DNA polimerase). Esta reacdo consiste de ciclos repetidos de
desnaturacédo, por aquecimento a 90- 95°C, anelamento dos primers, pelo resfriamento para
36-42°C, e extensdo do DNA, por meio de um novo aquecimento a 70-75°C, permitindo a
acao da Taq DNA polimerase, resultando na amplificacdo de um fragmento alvo. Apds 35 a
45 ciclos o DNA amplificado pode ser visualizado em gel de agarose (SAIKI et al.,1985;
CRUZ; MILACH, 1998).
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Os polimorfismos dos fragmentos sdo reconhecidos pela presenca ou auséncia de
bandas de DNA amplificado no gel, identificando-se os marcadores genéticos entre
individuos, variedades e populacbes diferentes (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).
Alteracdes na seqliéncia de bases que porventura ocorram nas regides complementares aos
oligonucleotidios eliminam um sitio de ligacdo do oligonucleotidio, enquanto insercdes de
seqliéncias entre estes sitios resultam em um segmento molde maior que o limite da PCR (4 a
10 kb, dependendo da DNA polimerase empregada), de forma que a amplificacdo ndo ocorre,

sendo ambas as mutagdes reconhecidas pela auséncia da banda no gel.

Os RAPDs constituem uma classe de marcadores moleculares extremamente Gteis em
estudos de tipagem molecular, taxonomia, genética de populacGes, mapeamento genético
(GLIENKE, 1995), identificacdo de variedades patogénicas, obtencdo de marcadores para
diagnostico via PCR (BLANCO, 1999; GLIENKE-BLANCO et al., 2002) e anélise de
recombinacdo via parameiose em fungos mitosporicos (DALZOTO et al., 2003). A técnica
apresenta vantagens quanto ao custo acessivel, pois os reagentes podem ser utilizados em
pequenas quantidades e ndo envolve hibridizagdo ou radioatividade. Permite a obtencéo
rapida de marcadores, pois ndo exige o isolamento de sondas, seqlienciamento 29 de
nucleotidios e nem o desenho de iniciadores especificos, além de caracterizar um bom nivel
de polimorfismo em vérias espécies, com a obtencdo de um nimero razoavel de marcadores
por gel (CRUZ; MILACH, 1998).

Além destas vantagens, 0 método requer pouco ou nenhum conhecimento prévio do
genoma, bioguimica ou fisiologia do organismo em estudo (McCLELLAND; WELSH, 1990;
CHRISTO, 2002). Oferece a possibilidade de automatizagdo devido a natureza binaria
(presenca ou auséncia de banda) do polimorfismo. Se por um lado ndo permite a distingdo de
heterozigotos, € uma caracteristica mais adequada hoje para automatizacdo do processo de

aquisicdo de dados dentro da sistematica binaria de ambientes computacionais.

4.2.3. Marcadores AFLP

A anélise de AFLP ou polimorfismo de comprimento de fragmentos amplificados
representa a tecnologia mais recente para a obtencdo de um grande nimero de marcadores
moleculares, distribuidos em genomas de procariotos e eucariotos. Isto combina a

especificidade, resolugédo e poder de amostragem da digestdo com enzimas de restrigéo,
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empregando a velocidade e praticidade de detec¢do do polimorfismo via PCR. Desde seu
desenvolvimento e divulgacdo (EUROPEAN, 1993), esta técnica tem sido utilizada de forma
crescente para o estabelecimento de fingerprinting, mapeamento genético localizado (Bulk
Segregant Analysis) e construcdo de mapas genéticos, principalmente em espécies de plantas
cultivadas com baixo polimorfismo de DNA (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

Esta técnica € poderosa e detecta um maior nimero de locos, a partir de quantidade em
nanogramas de DNA, possibilitando assim uma ampla cobertura do genoma. Suas principais
caracteristicas sdo a alta especificidade, a boa reprodutibilidade e o alto poder discriminatério,
sendo possivel a resolucdo de um grande namero de fragmentos em um gel (VOS et al. 1995).
A combinacéo da analise por PCR com a utilizacdo de enzimas de restricdo, faz da técnica do
AFLP uma ferramenta rapida, pratica, com grande poder de resolucdo e uma alta
especificidade (FERREIRA & GRATTAPAGLIA 1995)

A técnica de AFLP para caracterizagdo de DNA (“fingerprinting”) é um método que
associa o poder da técnica de PCR com a confiabilidade da técnica RFLP, sendo
particularmente indicada para mapeamento e caracterizacdo, bem como para o calculo de
distancias genéticas entre genoétipos. Os marcadores AFLP, junto aos RAPD, destacam-se
pela sensibilidade, simplicidade, rapidez e pela capacidade de revelar locos dispersos pelo
genoma sem exigéncia de conhecimento prévio das sequéncias-alvo ou de uso de sondas para
hibridizacdo (LOPES et al., 2002). AFLP é uma técnica baseada em PCR que envolve a
restricdo do DNA gendmico, seguido pela ligacdo de adaptadores aos fragmentos gerados e
amplificacdo seletiva por PCR de um subgrupo desses fragmentos. Os fragmentos
amplificados sdo separados em gel e visualizados, por coloragdo com nitrato de prata e, mais
recentemente, por fluorescéncia. Diversas enzimas de restricdo e primers para selecdo ja estdo
disponiveis comercialmente, conferindo alto grau de flexibilidade e possibilitando a

manipulacgdo para diferentes aplicacdes e uma busca eficiente no genoma por polimorfismos.

A técnica de AFLP consiste essencialmente de quatro etapas. Na primeira 0 DNA
gendmico total do individuo é clivado com duas enzimas de restricdo, uma de corte raro (6 a 8
pares de bases) e outra de corte freqliente (4 pares de bases), uma de cada vez. Na segunda
etapa, adaptadores especificos sdo ligados aos terminais dos fragmentos gendmicos gerados
pela clivagem. Na terceira etapa, uma fracdo dos fragmentos gerados é amplificada
seletivamente via PCR, utilizando primers especificamente desenhados para reconhecer

sequiéncias nos adaptadores, com a presenga de 1 a 3 bases adicionais na extremidade 3’, e
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marcados por radioisétopos ou fluorescéncia. Na quarta e Gltima etapa, a subpopulacdo de
fragmentos amplificados é separada em gel de alta resolucéo, sendo claramente visualizados
os fragmentos de clivagem combinada rara/freqliente, de tamanho intermediario (FERREIRA
& GRATTAPAGLIA, 1998).

O polimorfismo de AFLP depende da relacdo entre o numero de nucleotideos seletivos
nos primers da PCR e a complexidade do genoma, resultando de mutagdes de ponto,
inversBes, delecdes e insercdes. Isto leva a perda ou ganho de um sitio de restricéo,
reconhecido pelas enzimas utilizadas, ou alteragdo da seqiiéncia reconhecida pelos
nucleotideos arbitrarios nos terminais 3’ dos iniciadores que dirigem a PCR a partir dos
adaptadores. Os marcadores AFLP apresentam-se, como 0s RAPD, dominantes, ndo
permitindo a deteccédo de heterozigotos (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

Esta técnica, portanto permite determinar distancias e similaridade entre materiais
genéticos de origens diferentes, possibilitando a elaboracdo de dendrogramas, que tentardo
elucidar questdes a respeito da evolucdo filogenética e variabilidade genética dentro de um
mesmo grupo. Este método tem sido utilizado para diferenciacdo de bactérias (VOS et. al.,
1995; LIN et al., 1996), fungos (ROSENDAHL & TAYLOR, 1997; MURO et. al., 2003) e
plantas (VOS et. al., 1995; DONINI et. al., 1997)

Entre as vantagens dos marcadores AFLP destacam-se: grande nimero de fragmentos
gerados e resolvidos em um dnico gel, sendo muito eficiente na amostragem ampla e
simultanea de um genoma; grande poder de deteccdo de variabilidade genética, explorando
simultaneamente o polimorfismo de presenca e auséncia de sitios de restrigdo (como o RFLP),
e a ocorréncia ou ndo de amplificacdo a partir de sequéncias arbitrarias (como o RAPD);
maior robustez do ensaio AFLP quando comparado ao RAPD, devido ao fato que primers
bem mais longos séo utilizados, aumentando a especificidade da amplificacdo (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1998).

Dentre as limitagbes temos: baixo conteldo de informacdo genética por loco, ndo
discriminando gendtipos heterozigotos de homozigotos; envolvimento de um maior nimero e
complexidade de etapas que o RAPD, tornando-se menos acessivel; digestdo parcial ou ma
qualidade do DNA, que pode levar a interpretacdo errbnea (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1998).
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4.3. MATERIAIS E METODOS
4.3.1. Material Vegetal

O presente estudo foi dividido em duas etapas. Primeiramente, foram comparadas as
técnicas de RAPD, RAPD-RFLP e AFLP, visando verificar sua potencialidade em detectar
polimorfismos. Posteriormente, a técnica de AFLP, tendo em vista sua maior sensibilidade e
cobertura gendmica foi aplicada para a analise de um conjunto de seis acessos de pinhéo-

manso.

Na primeira etapa do trabalho foram analisadas amostras de um acesso de pinhdo-
manso situado no municipio de Alvinlandia, S&o Paulo. Para as analises de RAPD e RAPD-
RFLP foram analisadas 12 plantas desse acesso. Essas plantas foram originadas de sementes
colhidas de uma Unica planta matriz. Foi usado um outgroup com amostras amplamente
contrastantes para verificar se cada uma das técnicas seria capaz de detectar polimorfismo:

uma amostra da China, uma do México e uma da Costa Rica.

As analises de AFLP foram realizadas em seis acessos comerciais de pinhdo-manso
coletados nas seguintes localidades: Alvinlandia, Lins, Itatinga e Jales, situadas no estado de
Séo Paulo; Dourados, do Mato Grosso do Sul; e Janalba, de Minas Gerais.

4.3.2. Extracdo de DNA

Para a extracdo de DNA foram coletados tecidos foliares jovens de trés individuos de cada
acesso. O DNA foi extraido seguindo os procedimentos do método CTAB, de Doyle & Doyle
(1990), com modificacbes. As amostras foliares foram maceradas na presencga de nitrogénio
liquido, sendo retirados 50 g que foram transferidas para tubos Eppendorf, adicionando-se
700ul de tampdo de extracdo. Em seguida as amostras foram vortexadas e deixadas por 30
minutos a 65°C em banho-maria. Ap0Os este processo adicionou-se 650ul de CIA,
homogeneizado e centrifugado por 7 minutos. Em sequéncia transferiu-se a fase aquosa a um
novo tubo com 650l de fenol, homogeneizado e centrifugado por 7 minutos. Em um novo
tubo transferiu-se a fase aquosa e adicionou-se 650 pl de CIA, homogeneizado e centrifugado
por 7 minutos. A fase aquosa foi novamente transferida a um tubo novo, adicionado 200ul de
tampdo de extracdo sem proteinase K, homogeneizado, adicionado 650ul de CIA,

homogeneizado e centrifugado por 7 minutos. Em um tubo novo a fase aquosa foi transferida,
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adicionou-se 650 ul de CIA e centrifugou-se durante 7 minutos. O DNA foi precipitado com
Isopropanol e centrifugado por 7 minutos. Lavou-se a superficie com 250 ul de Etanol 70%
preparado um pouco antes do uso (a cada lavagem centrifugou-se por 2 minutos). O
precipitado foi seco num Concentrador de DNA por 10 minutos. Apds, ressuspendido em 40
pl de Tris-RNAse ( 10 mM Tris - HCI, pH 8.0 + 10 pg/ml de RNAse) e deixado em Banho-
Maria a 37°C por 30 minutos. Ap6s esses procedimentos, as amostras foram congeladas a

uma temperatura de -20°C.

ESTUDO 1
4.3.3. Potencialidades das técnicas de RAPD, RAPD-RFLP e AFLP na deteccdo de

polimorfismos

Apbs a extracdo do DNA as amostras foram diluidas e quantificadas em
Espectrofotometro NANODROP 2000. Com os resultados obtidos, foram realizadas diluigdes
para uma concentracdo de 20 ng/pL. Essas amostras foram utilizadas para as reacdes de
RAPD e RAPD-RFLP.

Para a técnica de RAPD foram utilizados sete diferentes tipos de primers, 0s quais
estdo devidamente descritos na Tabela 2. Para cada reacdo de PCR foram adicionados: agua
milli-Q autoclavada; tampédo de PCR 1X; 0,12mM dNTP’s; 0,16 uM dos oligonucleotideos
utilizados; 1,6 mM de Cloreto de Magnésio; 1U de Tag polimerase e 20ng de DNA
gendmico, em volume final de 25pL.

A reacdo de PCR foi iniciada com quatro minutos a uma temperatura de 94°C para que
houvesse a desnaturagéo inicial, sequido por 45 ciclos de: desnaturagéo a 94°C por 1 minuto;
anelamento a 37°C por 1 minuto; e extensdo a 72°C por 2 minutos, sendo que o ultimo ciclo
teve um periodo de extensdo final a 72°C durante 10 minutos. Para a analise do polimorfismo,
os produtos de amplificacdo foram separados por eletroforese em gel de agarose 1,5%,
observados em transiluminador de UV e fotodocumentado.

Do produto obtido atraves das reacdes de RAPD elegeu-se o primer OPL 4 para a
realizacdo das digestdes, visto que este foi o primer que apresentou 0 maior numero de
bandas. Foram realizadas duas digestdes usando-se as seguintes enzimas: Taql e EcoRI para

uma digestdo e Hindlll e Apal para a segunda digestdo. O procedimento utilizado nas
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digestdes foi: do produto final do RAPD alicotar 5 pL, adicionando em seguida 5U de cada

enzima e 1L do tampé&o universal TANGO.

Na digestdo utilizando-se as enzimas Taql e EcoRI foram utilizadas as seguintes
condicdes: digestdo por duas horas a 65°C para digerir a enzima Tagl, seguida de um ciclo de
37°C por duas horas para digerir a enzima EcoRlI, seguida por um ciclo de 70°C por 15
minutos para ocorrer a inativacdo das enzimas. Na digestdo das enzimas Hindlll e Apal, como
as duas enximas sdo digeridas na mesma temperatura, as condicOes finais se basearam em:
digestdo das enzimas a 37°C por um periodo de 2 horas, seguida por 70°C durante 15 minutos

para a inativacdo da enzima.

Tabela 2 - Primers testados para as ampificacdo das reaces de RAPD

Primer Identificacéo Sequéncia
1 OPC-20 5’-ACTTCGCCAC-3’
2 OPV-17 5’-ACCGGCTTGT-3’
3 OPG-17 5’-ACGACCGACA-3’
4 OPAW-17 5’-TGCTGCTGCC-3’
5 OPAN-03 5’-AGCCAGGCTG-3’
6 OPB-10 5’-CTGCTGGGAC-3’
7 OPAB-04 5’-GGCGTAAGTC-3’
8 OPAW-20 5’-TGTCCTAGCC-3’
9 OPAW-08 5’-CTGTCTGTGG-3’
10 OPJ-01 5’-CCCGGCATAA-3’
11 OPJ-15 5’-TGTAGCAGGG-3’
12 OPJ-04 5’-CCGAACACGG-3’
13 OPL-04 5’-GACTGCACAC-3’
14 OPAS-14 5’-TCGCAGCGTT-3’

Dentre estes primers foram selecionados sete para que as amostras do outgroup fossem
analisadas (China, México e Costa Rica) juntamente com as amostras de Alvinlandia. Estes
foram: primer 3 - OPG 17; primer 4 - OPAW 17; primer 5 - OPAN 03; primer 6 - OPB 10;
primer 8 - OPAW 20; primer 13 — OPL 04; e primer 14 - OPAS 14.

Para a realizacdo da técnica de AFLP, utilizou-se a metodologia de Vos et al (1995),
com as combinacOes de primers da Tabela 3, a qual foi descrita com detalhes no Estudo 2

deste trabalho
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Tabela 3 - Sequéncias dos adaptadores, primers da pré-amplificagcdo e amplificacdo seletiva para as reacGes de

AFLP
Sequéncias dos adaptadores
Adaptador EcoRI Adaptador Msel
5-CTCGTAGACTGCGTACC-3' 5-GACGATGAGTCCTGAG-3'
3-CTGACGCATGGTTAA-5' 3-TACTCAGGACTCAT-5'
Primers da pré-amplificagéo
Primer EcoRI-A Primer Msel-C
5-GACTGCGTACCAATTCA-3' 5-GATGAGTCCTGAGTAAC-3'
Primers da amplificacéo seletiva
EcoRI-AAA 5'-GACTGCGTACCAATTCAAAA-3
EcoRI-AGC 5'-GACTGCGTACCAATTCAAGC-3'
EcoRI-ACG 5-GACTGCGTACCAATTCAACG-3'
Msel-CGC 5-GATGAGTCCTGAGTAACGC-3'
Msel-CAC 5-GATGAGTCCTGAGTAACCAC-3
Msel-CA 5-GATGAGTCCTGAGTAACCA-3'
ESTUDO 2

4.3.4. Caracterizagdo molecular por AFLP de seis acessos brasileiros

Ap0s a extracdo de DNA gendmico dos acessos acima descritos, as amostras de DNA
foram quantificadas em gel de agarose 1,0%, comparando-se as amostras com um padrao de

peso molecular (Low Mass), para posterior digestéo.
Nas analises de AFLP, foram adotados os procedimentos de Vos et al. (1995), com

modificagdes, seguindo-se quatro etapas:

(1) Digestdo do DNA - para a digestdo do DNA gendmico cerca de 200 ng de DNA foram

digeridos com duas enzimas, uma de corte raro (EcoRI) e uma de corte frequente (Mse-1). A
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digestdo foi realizada em volume de 50 uL. contendo 5 U de Eco-RI (Fermentas), 5 U de Mse-
I (Fermentas) e 5 pl de tampao de digestdo REACT 1 (Invitrogen). A solucdo de digestao foi
incubada em termociclador durante 3 h a 37 °C para a restricdo do DNA e, em seguida, por 15

min a 70 °C para a inativacdo das enzimas.

(i)  Ligacdo dos adaptadores - Foram utilizados adaptadores especificos para cada uma das
enzimas da digestdo. Foram ligados as extremidades dos fragmentos de DNA gerados (Tabela
2). Os adaptadores de fita dupla foram previamente preparados misturando-se quantidades
equimolares dos dois oligos de fita simples (20 puM para adaptadores Mse-1, 5 uM para
adaptadores Eco-RI). A solucdo foi aquecida a uma temperatura de 94°C por 2 minutos e
deixada resfriar lentamente. A reacdo de ligacdo foi preparada em volume de 10 pL [1X de
tampao de ligagdo T4 DNA ligase, 1 uM de adaptador Mse-1, 0,1 uM de adaptador Eco-Rl e 1
U de T4 DNA ligase (New England Biolabs)] e adicionada a reacdo de digestdo anterior. A
ligacdo foi realizada em termociclador a 20°C durante dez horas, sendo que foi armazenado
em freezer a -20°C até a sua utilizacao.

(iif)  Pré-amplificacdo - Para a amplificacdo dos marcadores AFLP, primeiramente, foi
realizada uma pré-amplificacdo com primers especificos, acrescidos de uma base seletiva,
sendo a base A para o primer EcoRI e C para o Msel (Tabela 4.1). A reacdo foi realizada em
um volume final de 10 pL contendo 2,5 U de Taq DNA polimerase (Promega), 1X tampao da
Tag DNA polimesase (Promega), 1,5 uM de MgCI2 , 200 uM de dNTPs, 125 nM de cada
primer, ¢ 2,5 ul de DNA digerido e ligado. O programa de PCR utilizado foi composto por 26
ciclos de amplificacdo ap0s a desnaturacdo inicial a 94°C por 2 minutos. Cada ciclo foi
constituido de desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, anelamento a 56°C por 1 minuto e extensao

a 72°C por 1 minuto. O ciclo final foi seguido de uma extensao a 72°C por 5 minutos.

(iv)  Amplificagdo seletiva - A amplificagdo seletiva dos fragmentos realizou-se atraves
das seguintes combinacdes de primers EcoRI/ Msel: A-CA, A-CC, A-CG, AA-CG, AG-CG e
AG-CT, utilizando-se das seguintes condigdes: para um volume final de 20 pL contendo 1,0
U de Taqg DNA polimerase (Promega), 1X tampdo da Tag DNA polimesase (Promega), 1,5
uM de MgCl; , 200 uM de dNTPs, 50 nM do primer EcoRI, 300 nM do primer Msel e 3 pul de
DNA pré-amplificado e diluido.O PCR foi iniciado com 3 minutos a 94°C, seguido por 30
ciclos constituidos de: desnaturacéo a 94°C por 1 minuto, anelamento a 54°C por 1 minuto, e
extensdo a 72°C por 1 minuto; e 23 ciclos com as seguintes temperaturas: 94°C — 30
segundos, 56°C — 30 segundos, 72°C — 1 minuto, 72°C por 2 minutos. As amostras foram
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retiradas do termociclador e armazenadas no freezer a uma temperatura de -20°C até serem

utilizadas novamente.

Ap0s as reacdes, os produtos amplificados foram misturados em 8 uL de tampdo de
carregamento (98% formamida, 10 mM EDTA pH 8,0 e azul de bromofenol e xylenocianol
como corantes indicadores). As amostras foram aquecidas por cinco minutos a uma
temperatura de 94°C para a desnaturacdo e ap6s o aguecimento foram rapidamente resfriadas
para evitar a renaturacdo das fitas duplas. Cada amostra de 5ulL foi carregada no gel de
poliacrilamida desnaturante a 6%. Primeiramente realizou-se uma “pré-corrida”, para a
limpeza e aquecimento do gel por uma hora com uma corrente elétrica de 55 W de poténcia,
em cuba contendo o tampdo TBE 1X, para atingir a temperatura de 50°, a qual é a adequada
para a corrida. Apos este procedimento, os pogos foram limpos com auxilio de uma seringa e
as amostras foram aplicadas. A eletroforese foi conduzida em poténcia constante de 40 W por

um periodo de aproximadamente quatro horas.

Para a revelacdo dos géis foi utilizado o método de coloracdo com nitrato de prata
segundo o protocolo proposto por Creste et al., (2001). Apds a coloracdo, os géis foram
escaneados e as bandas foram visualizadas e analisadas no programa computacional
BIONUMERICS versdo 5.1. Os marcadores foram interpretados quanto a presenca (1) ou
auséncia (0) de bandas, sendo geradas matrizes de dados binarios. A partir das matrizes foi
calculado o numero de locos (bandas) polimérficos (P%), considerando polimérficos aqueles
em que pelo menos um dos individuos apresentava auséncia de banda. Além disso, foram

calculados os valores de diversidade genética de Nei (H) e o indice de Shannon (1).

4.4. RESULTADOS E DISCUSSOES
ESTUDO 1

4.4.1. Potencialidade das técnicas de RAPD, RAPD-RFLP e AFLP na distin¢cdo de

acessos de pinhdo manso

De acordo com as andlises obtidas através dos géis de RAPD, utilizando-se os sete
primers selecionados da Tabela 2, observou-se que o nimero de bandas detectadas variou de
uma a seis. Quanto ao polimorfismo observado, visualiza-se na Figura 2C (gel referente ao
primer 6 na Tabela 2) que h& a ocorréncia de uma Unica banda polimorfica e esta representa

uma amostra do outgroup analisada e este polimorfismo foi encontrado somente na amostra
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referente ao acesso do México. Essa técnica também demonstrou que mesmo utilizando-se de
todos esses primers ndo foi possivel detectar polimorfismo no acesso de Alvinlandia - SP. No
entanto, quando se trata de amostras com origens diferenciadas, a técnica permite a deteccdo
de polimorfismos, como ja demonstrado em varios estudos com o pinhdo-manso. Isto justifica

0 uso do outgroup na comparagdo entre as técnicas estudadas.

As outras amostras como pode ser observado atraves das Figuras 2 A, B, D e E
mostram que 0s Qgéis apresentam o mesmo padrdo de bandas, isto é, somente bandas
monomorficas, o que demonstra que esta técnica mesmo com a utilizacdo de diversos primers
ndo detecta a diversidade genética presente dentro de um Unico acesso, sendo sim uma técnica

aconselhavel para a distingdo entre plantas de diferentes localidades (paises) e de acessos

distintos.
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Figura 2 - Perfil de RAPD obtido para quatro amostras de pinhdo manso, das seguintes procedéncias em ordem;
China, México, Costa Rica e doze amostras de Alvinlandia coletadas no estado de Sao Paulo (Brasil),
com a utilizacdo dos seguintes primers: A - OPG-17; B - OPAN-03; C - OPB-10, sendo que este
primer foi o Gnico que apresentou uma banda polimorfica, representada pela seta; D - OPAW-20; E -
OPL-04; F- OPAS-14

Mas para que se tenha um resultado desejavel para a técnica de RAPD, e assim
conseguir um alto grau de divergéncia, necessitaria que além da utilizacdo esses primers
utilizados no presente trabalho, fossem utilizados um ndmero bem maior de primers para
conseguir visualizar o polimorfismo entre as amostras. Mesmo assim, é improvavel que seja

detectado polimorfismo dentro do acesso de Alvinlandia.

A técnica de RAPD pode ser consideravelmente informativa, mas possui algumas
limitacdes importantes que devem ser consideradas na analise, pois gera poucas bandas e 0s
fragmentos gerados sdo randémicos, apresentando baixo poder de discriminacdo em

comparacao a outras técnicas utilizadas neste estudo.

Tendo-se em vista essas limitagdes, utilizou-se a técnica de RFLP, clivando o produto
da amostra de RAPD através da digestdo dos fragmentos, o que pode ser possivel de detectar

polimorfismo dentro dos fragmentos que foram cortados pelas enzimas.
Os dados de todos os marcadores utilizados no estudo s@o apresentados na Tabela 4.

Através dessa tabela, nota-se que o numero total de bandas investigadas em todos 0s
géis foi de 22, sendo que de todos os primers, somente um deles apresentou uma banda

polimérfica, mostrando um total de 10% de polimorfismo quando se utiliza esta técnica.
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Tabela 4 - Resultados Referentes aos marcadores moleculares RAPD, RAPD-RFLP e AFLP

RAPD
Primers Numero de Bandas  Numero de Bandas Porcentagem de
Analisadas Polimorficas Polimorfismo
OPG-17 2 0 -
OPAW-17 3 0 -
OPAN-03 5 1 10%
OPB-10 4 0 -
OPAW-20 1 0 -
OPL-04 6 0 -
OPAS-14 1 0 -
TOTAL 22 1 10%
RADP-RFLP
Enzimas Numero de Bandas  Numero de Bandas Porcentagem de
Analisadas Polimdrficas Polimorfismo
Taql/EcoRl 10 0 -
Hindll1/Apal 14 0 -
TOTAL 24 0 -
AFLP
Primers NUmero de Bandas  Numero de Bandas Porcentagem de
Analisadas Polimdrficas Polimorfismo
AAA-CGC 39 13 33,33%
AGC-CAC 41 14 34,15%
AGC-CA 20 3 15%
TOTAL 100 30 -

Apos a andlise dos RAPDs, os produtos foram digeridos com duas combinacgdes de

enzimas, sendo a Tagl uma enzima de corte fregliente enquanto que a EcoRI € de corte raro.

A outra combinacéo € composta por uma enzima de corte freqliente Hindlll e a de corte raro €

a Apal.



39

ApoOs a digestdo, as amostras foram colocadas em gel de pdliacrilamida 6% e

verificou-se o seguinte padrdo de bandas mostrado nas figuras 3 a e b.

A B

Figura 3 - Perfis eletroforéticos de fragmentos RADP-RFLP amplificados com as enzimas A - Taql/EcoRl e B -
Hindll1/Apal mostrando na ordem de cada gel: o marcador de peso molecular 1kb, seguido pelas
amostras da China, México, Costa Rica, e mais doze acessos referentes a Alvinlandia

A anélise do perfil de restricdo gerado a partir dos fragmentos de RAPD n&o mostrou
polimorfismo nas amostras. Nao foi detectado polimorfismo dentro do acesso de Alvinlandia.

No total, foram analisadas 24 bandas nos géis.

Através desses resultados nota-se que a técnica quando utilizada para a obtencéo de
resultados sobre a divergéncia dentro de um acesso como o de Alvinlandia, o qual é
proveniente de uma Unica planta ndo se mostrou eficiente devido a baixa variabilidade no
acesso estudado. Quando se analisou 0s acessos do outgroup também ndo ocorreu a presenca
de bandas polimoérficas em nenhum dos acessos estudados, por isso ndo se pode inferir se a
técnica se mostra eficiente ou ndo para a obtencdo de bandas polimoérficas, o que seria
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importante fazer essa mesma andlise conjuntamente com acessos provenientes de outros
paises e de outros estados, e utilizando outros primer RAPD (o primer 6 mostrou a ocorréncia
de polimorfismo, poderia ser utilizado nessa analise também), e outras enzimas para se ter

uma maior abrangéncia nos resultados, podendo mostrar uma maior divergéncia.

Por todas essas limitacdes nas técnicas referentes ao RAPD e a digestdo do seu
produto (RAPD-RFLP), utilizou-se o AFLP que é uma técnica muito mais informativa como

mostrado na Figura 4.

A B C D E

Figura 4 - Perfil eletroforético de fragmentos AFLP: A — Marcador molecular 100 pb; B — amplificacdo com os
pares de primers AAA-CGC com as amostras na seguinte ordem: Costa Rica, México, China e cinco
amostras referentes a Alvinlandia; C — amplificagdo com os primers AGC-CAC com as amostras

seguindo a mesma sequéncia anteriormente citada; D - amplificacdo com os primers ACG-CA
seguindo a mesma ordem das amostras; e E — marcador molecular 100pb
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Os géis de AFLP foram devidamente analisados quanto & presenca e auséncia de
bandas através do programa Bionumerics v. 5.1, o qual identificou em cada primer uma
porcentagem de polimorfismo de 33,33% no primer 1 (AAA-CGC); 34,15% no primer 2
(AGC-CAC); e de 15% de polimorfismo no primer 3 (AGC-CA). O numero total de bandas
analisadas por esta técnica foram de 100 bandas, sendo que 30 delas se mostraram

polimorficas, indicando polimorfismo de 30%.

Por causa destes resultados, esta técnica mostrou-se muito eficaz para detectar o
polimorfismo nas amostras. Apds as analises no programa, foi realizado um dendrograma, o

qual esta sendo indicado através da Figura 5.

Similaridade de Jaccard
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Figura 5 - Dendrograma elaborado através do método UPGMA (Unweighted Pair-Group With Arithimethic
Averages) de seis acessos de pinhdo-manso, analisados através de marcadores AFLP.

Através da analise do dendrograma obtido no programa Bionumerics, hd o
agrupamento das amostras em dois grupos distintos, sendo que um grupo apresentou somente
as amostras de Alvinlandia, e no outro os acessos relacionados ao outgroup, isso €, referindo
as amostras da China, México e Costa Rica, que se agruparam juntamente no cluster. Através
deste agrupamento visualiza-se que as amostras referentes a localidade de Alvinlandia
mostram uma similaridade entre as amostras no nivel de 90% quando comparadas todas as
amostras. Através dos resultados obtidos no dendograma, nota-se que a similaridade no grupo
de Alvinlandia varia entre 90% a até aproximadamente 95,5%, mostrando que a técnica de

AFLP foi eficaz para inferir as diferengas dentro do mesmo acesso.

Os dois grupos formados foram separados a um nivel de 83% de similaridade,

mostrando que os acessos de pinhdo-manso ndo sao muito diversos. O grupo identificado com
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as plantas do outgroup (México, China e Costa Rica), a Costa Rica mostrou-se 0 acesso mais
distante entre todos os trés estudados, sendo que apresentou uma similaridade de
aproximadamente 91%, enquanto que os acessos do México e da China se agruparam a um
nivel de 92% de polimorfismo, isso mostra que ha diferenca entre os paises estudados quanto
a divergéncia genética mostrando que ha uma diferenca maior quando comparados com o

acesso brasileiro estudado.

A técnica de AFLP é mais trabalhosa e demorada do que a metodologia de RAPD,
mas também é considerada por ser mais confiavel, sendo capaz de detectar um grande nimero
de bandas polimoérficas em um Unico gel ao invés de altos niveis de polimorfismo em cada
locus, como é o caso do método de SSR. Apesar desta menor sensibilidade em detectar
classes genotipicas informativas pode ser associada com a incapacidade desta técnica de
distinguir heterozigotos de homozigotos devido ao marcador AFLP ser dominante (GARCIA
et al 2004).

Gerber et al (2000) sugerem que o elevado nimero de locos polimdrficos revelado
pelo método AFLP, contrabalanca a perda de informacéo resultante da dominéncia, enquanto
Garcia-Mas et al (2000) mostram que o AFLP apresentou maior eficiéncia na deteccdo de
polimorfismo do que os marcadores RAPD e RFLP.

Garcia et al (2004) sugerem que os marcadores AFLP s&o a melhor escolha para a
avaliacdo da diversidade e da determinacdo das relacdes genéticas entre linhagens de milho

tropical pura com alta precisdo em comparacao com RAPD e RFLP.

Bekker et al (1995) mostraram que, apesar dos diferentes niveis de polimorfismo entre
essas trés classes de marcadores (RAPD, RFLP e AFLP), quando comparados entre as
diferentes espécies, AFLP é ainda mais vantajosa, pois permite a analise simultanea de um

grande nimero de Bandas de DNA por gel.



43

ESTUDO 2:
4.4.2. Andlise da divergéncia genética de acessos de pinhdo manso brasileiros por
AFLP

O perfil eletroforético obtido através das combinagdes de primers utilizado neste

trabalho esta representado na figura: Eco Rl A/ Mse I/AC (Figura 6)

A partir de todas as combinac6es de primers utilizados: EcoRI/ Msel: A-CA, A-CC,
A-CG, AA-CG, AG-CG e AG-CT, foram geradas 255 bandas (locos), sendo que analisando o
conjunto de todos 0s acessos obteve-se uma porcentagem bastante elevada de bandas
polimorficas (P = 98%). Analisando-se 0s acessos separadamente, a porcentagem de
polimorfismo mostrou resultados menores se comparados com 0 conjunto, estes variaram
entre 42 e 66%. Esses valores refletiram consideravel diversidade génica, a qual é expressa
pelo indice de diversidade de Nei também pelo indice de Shannon. Os valores de diversidade
dos acessos variaram entre H=0,18 a 0,29 e | = 0,27 a 0,42 (Tabela 5).
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Tabela 5 - Porcentagem de locos polimoérficos (P%), indice de diversidade génica de Nei (H) e indice de
Shannon (1), em acessos de pinhdo-manso (Jatropha curcas L.), analisados por marcadores AFLP

Acessos Polimorfismo Diversidade indice de Shannon
(P%) génica (H) 0]

Janalba 66,00 0,29 0,42
Dourados 42,00 0,18 0,27
Itatinga 58,43 0,26 0,37
Lins 54,00 0,24 0,35
Jales 44,00 0,19 0,28
Alvinlandia 64,00 0,27 0,41

O elevado numero de bandas polimorficas detectadas através de cada combinacdo de
primers mostra a grande potencialidade da técnica de AFLP para a detec¢do de polimorfismo
dentro dos acessos de pinhdo-manso. Isso pode ser explicado pela natureza da técnica, em que
as enzimas de restricdo EcoRI e Msel sdo capazes de clivar o DNA em diversas regides ao
longo do genoma. Também, os diferentes valores de polimorfismo encontrados em cada
acesso sugerem a sensibilidade da técnica de AFLP na deteccdo de diferencas entre os
acessos. I1sso, por exemplo, pode ser importante para analisar a diferenciacao genética entre 0s

acessos oriundos de S&o Paulo em relagcéo ao de Minas Gerais e do Mato Grosso do Sul.

Os resultados apresentados na Tabela 5 mostram que ainda hd uma grande
heterogeneidade no genoma do pinhdo-manso, isto é, variacdo na porcentagem de
polimorfismo em um mesmo acesso, mostrando que a planta ainda ndo foi totalmente

domesticada, e com isso ndo existe no mercado uma variedade melhorada.

Desse modo, a caracterizagdo da diversidade da espécie pela técnica de AFLP é
extremamente importante, visto que este método permite obter alta cobertura gendmica e
resolucio. E necessario o aprofundamento dos estudos genéticos do pinh&o-manso, para
viabilizar o mapeamento de caracteres de interesse e a selecdo assistida por marcadores
moleculares, para auxiliar nos programas de melhoramento genético da espécie. Para isso,
também é importante incluir outros marcadores moleculares em analises genéticas, como 0s

microssatélites.
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Figura 6 - Perfil eletroforético de fragmentos AFLP amplificados com os primers EcoRI-A e Msel-AC em seis
acessos de pinhdo-manso (Jathropha curcas L.). I: Itatinga (SP); S: Dourados (MS); G: Janalba
(MG); L: Lins (SP); J: Jales (SP); A: Alvinlandia (SP). M: marcador de peso molecular 100 pb
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As analises de similaridade genética, apresentadas no dendrograma da Figura 7,
mostraram resultados bastante coerentes. Os acessos de S&o Paulo, exceto Itatinga,
enquadraram-se em um mesmo grupo. O material de Itatinga € provavelmente derivado de
acessos coletados em Mato Grosso ou outros locais, por ser altamente similar ao acesso de
Dourados (81%), Mato Grosso do Sul. O acesso de Janalba constituiu um terceiro grupo,
embora sob outra abordagem, possa ser incluido em um grupo maior, incluindo os acessos do
estado de S&o Paulo. Janauba constitui provavelmente a fonte do material genético distribuido
para o estado de Sdo Paulo. A similaridade entre Janalba e os acessos de Séo Paulo foi de

cerca de 81%. Os acessos mais similares foram os de Lins e Jales (cerca de 89%).

Esses resultados indicam que a espécie (Jatropha curcas L.), possui uma variabilidade
genética consideravel entre e dentro dos acessos estudados, tornando-a deste modo uma planta
que requer aprofundamento maior em pesquisa na area de melhoramento genético para que

ocorra o surgimento de variedades com caracteristicas de interesse agronémico.
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Figura 7 - Dendrograma elaborado através do método UPGMA (Unweighted Pair-Group With Arithimethic
Averages) de seis acessos de pinhdo-manso, analisados através de marcadores AFLP
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A caracterizacao da diversidade da espécie pela técnica de AFLP é importante, visto
que esta técnica possui uma alta resolucéo, especificidade e poder de amostragem da digestao
com enzimas de restrigdo, além da velocidade e praticidade na detec¢do do polimorfismo. A

partir desta técnica, pode-se, posteriormente, selecionar aqueles genétipos de maior interesse.

Muitos estudos foram conduzidos para acessar a diversidade e divergéncia genética
nos acessos de pinhdo-manso, a maior parte se originou na India, China e em outros paises
onde a espécie ndo é nativa. Relativamente poucos trabalhos tém sido registrados no seu
centro de origem (América Central, Africa e outras regides do tropico).

A avaliacdo da variacdo dentro de espécies envolvendo acessos de diferentes zonas
agro-climaticas da India e da China tem sido realizada empregando uma ampla variedade de
marcadores moleculares, os quais revelaram niveis baixos a moderados de diversidade
genética. Basha & Sujatha (2007) avaliaram a extensdo da diversidade genética em um
conjunto representativo de quarenta e dois acessos de Jatropha curcas abrangendo diferentes
zonas agro-climéticas da ndia, juntamente com um gen6tipo ndo toxico do México através de
marcadores moleculares a partir de 400 primers RAPD e 100 primers ISSR indicando niveis
modestos de variacdo genética no germoplasma indiano. No entanto, entre 23 procedéncias
selecionadas a partir de 300 progénies coletadas em toda a india, Reddy et al (2007) relataram
polimorfismo relativamente baixo pelas técnicas de RAPD e AFLP.

Relacdes filogenéticas referentes a 13 geno6tipos de J. curcas de diferentes partes da
india foram analisadas por Gupta et al (2008) usando 34 marcadores moleculares com base
em PCR (20 RAPDs e 14 ISSRs ) e notaram que os marcadores RAPDs foram mais eficientes
que os ISSRs com relacdo a deteccdo de polimorfismo. No entanto, o poder de resolugédo
(PR), nimero médio de bandas por primer, a diversidade genética de Nei (h), indice de
Shannon (), a diversidade dos genotipos na populacdo total (Ht), diversidade dentro da

populacdo (Hs) e fluxo génico (Nm) mostraram estimativas maiores no marcador ISSR.

Na China, Sun et al. (2008) avaliaram a relagdo genética de 58 acessos de pinh&o-
manso de diferentes locais geograficos com base em seqliéncias simples repetidas (SSR) e
AFLP. O agrupamento dos gendtipos com base em marcadores AFLP mostrou que a
diversidade genética de J. curcas em Guizhou regido da China era nitidamente diferente das

demais amostras analisadas.
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Taikonda et al (2009) através de marcadores AFLP avaliaram a diversidade na colecdo
de germoplasma elite de pinhdo-manso em seis diferentes estados da india. Quarenta e oito
acessos foram utilizados com sete combinacgdes de primers AFLP. Como resultado, 0s acessos
provenientes de Andhra Pradesh foram encontrados diversos devido a estes se apresentarem
espalhados em grupos diferentes no cluster obtido, enquanto acessos provenientes de

Chhattisgarh mostraram uma ocorréncia maior de nimeros de fragmentos Unicos /raros.

Recentemente Montes et al. 2009 estudaram 225 acessos de pinh&o-manso oriundos de
mais de 30 paises na América Latina, Africa e Asia. As amostras foram analisadas pela
técnica de AFLP, mostrando que a variabilidade genética foi baixa nos acessos de pinhéo-
manso africano e indiano, mas uma alta variabilidade genética foi encontrada na Guatemala e

outros acessos na América Latina.

Estes estudos tém demonstrado que marcadores moleculares fornecem uma ferramenta
rapida e eficiente na caracterizacdo da diversidade genética entre os clones, acessos e
populacdes de J. curcas (SINGH et al 2010). Vérios autores (REDDY et al. 2007; BASHA &
SUJATHA 2007; GUPTA et al 2008; SUN et al 2008) também relataram a eficacia relativa
dos sistemas de diferentes marcador, bem como o nivel de baixa a moderada diversidade
genética dentro da espécie J. curcas.

Para distinguir as variedades toxicas das ndo toxicas, foram identificados marcadores
especificos utilizando as técnicas de RAPD e AFLP baseadas em PCR. Totalizando uma
guantidade de 371 RAPDs, 1441 AFLPs analisados, 56 (15,09%) RAPD e 238 (16,49%)
AFLP foram encontrados como sendo marcadores especificos para qualquer uma das
variedades. A similaridade genética entre as variedades nao-toxicas e toxicas foi de 0,92 para
0 marcador RAPD e 0,90 para o marcador AFLP no fingerprinting das amostras. Deste modo,
demonstrou-se que ambas as técnicas foram igualmente competitivas na identificacdo de

marcadores polimdrficos e na diferenciacdo de variedades (PAMIDIAMARRI et al. 2008)

Basha et al. (2009) elucidou antecedentes genéticos de 72 acessos de Jatropha curcas,
0s quais representando 13 paises diferentes atraves de analises moleculares e caracteristicas
bioquimicas. Foram anallisados: O teor de proteina presente nas sementes e nos graos; teor de
6leo, teor de cinzas e a quantidade de esteres de forbol, mostrando que houve variacéo desses
teores se comparados com acessos do México, que aprensenta baixos niveis de ésteres de

forbol. A caracterizagdo molecular revelou polimorfismo de 61,8 e 35,5% com primers de
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RAPD e ISSR, respectivamente, e através do teste de Mantel revelou-se uma correlacdo

positiva entre os dois sistemas de marcadores.

A presenca dos ésteres de forbol toxicos é uma grande preocupacdo, e analisando-se
28 acessos mexicanos, resultou na identificacdo de marcadores moleculares associados com
alto ou baixo teor de ésteres de forbol. Os marcadores RAPD e ISSR identificados foram
convertidos em SCARs para aumentar sua confiabilidade e para 0 uso em programas
assistidos por marcadores moleculares visando o desenvolvimento de acessos com toxicidade
reduzida. Doze primers microssatélites diferenciaram o acesso ndo toxico mexicano.
Amplificacdo com primers especificos para a sequéncia da curcina na regido promotora da
proteina inativadora de ribossomo (RIP) revelaram polimorfismo com um primer especifico
para a regido promotora especificamente em acessos com baixos niveis de éster de forbol
(BASHA et al. 2009)
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4.5. CONCLUSOES

- Através das analises obtidas utilizando-se marcadores moleculares RAPD, RAPD-RFLP e
AFLP notou-se através deste estudo que a técnica de AFLP foi a mais adequada, visto que
através desta técnica obteve-se um maior nimero de bandas por primer totalizando um total
de 100 bandas em trés primers analisados. Mostrou uma porcentagem de polimorfismo muito
grande comparada com os outros marcadores utilizados, sendo eficiente para separar tanto os

outgroups como o acesso de Alvinlandia.

- Os marcadores RAPD ndo foram muito eficientes para observar a divergéncia entre o acesso
de Alvinlandia, mesmo mostrando a presenca de uma banda polimérfica em um dos primers

analisados. Para que se tenha um melhor resultado, outros primers deverao ser testados.

- Os marcadores RAPD-RFLP neste presente estudo, ndo se mostraram eficientes para acessar
a divergéncia genética entre 0s acessos tanto do outgroup como os referentes a Alvinlandia,
sendo que depois da digestdo do produto do RAPD com duas combinacgdes de enzimas, nota-
se que ndo ha a presenca de nenhuma banda polimorfica.

- As analises utilizando marcadores AFLP mostraram-se muito sensiveis para a deteccdo de
polimorfismo entre os acessos, sendo que além do nimero elevado de locos obtidos com os
primers utilizados no estudo, mostrou uma grande quantidade de bandas polimoérficas. Com
isso podemos concluir que esta metodologia é adequada para se analisar com precisdo 0s

acessos de pinh&o-manso.

- Os indices calculados da diversidade de Nei e o indice de Shannon mostraram que ha
divergéncia entre os acessos estudados. O cluster mostrou alta coeréncia, agrupando 0s
acessos de Sao Paulo com o de Minas Gerais e o de Dourados foi agrupado com um dos

acessos de Séo Paulo, provavelmente por ter origem comum.
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5. MORFOLOGIA E ANATOMIA FLORAL DO PINHAO MANSO (Jatropha curcas
L.) EUPHORBIACEAE

RESUMO

A familia Euphorbiaceae é considerada uma das maiores entre as angiospermas apresentando
300 géneros e aproximadamente 7500 espécies. A maioria é representada por ervas, mas
algumas, especialmente nos tropicos sdo arbustos ou arvores. O Pinhdo Manso (Jatropha
curcas L.) € uma espécie perene, decidua, alogama, € um arbusto ou arvore que apresenta
grande potencial econémico, podendo alcancar uma altura de trés a cinco metros, sendo
altamente adaptavel a diversas variedades de solo e clima. Recentemente, a espécie tem
ganhado grande significancia no Brasil por ser uma planta em potencial para a producdo de
biodisel, o qual se caracteriza como sendo uma fonte de recursos renovaveis ambientalmente
seguro. Este estudo teve como objetivo caracterizar a biologia floral do Pinhdo Manso, que
podem ser (teis posteriormente para a taxonomia desta familia e ter um entendimento melhor
sobre a sua reproducdo e o desenvolvimento de sementes, além de detectar a viabilidade
polinica dos acessos de Mato Grosso do Sul e Minas Gerais. Inflorescéncias foram coletadas
no campo em diferentes estadios de desenvolvimento; vinte e cinco inflorescéncias foram
separadas para determinar a percentagem de flores femininas e masculinas, depois foram
observadas sobre estereomicroscopio e microscopio eletrénico de varredura. Os grdos de
polen foram acetolizados e observados em microscopio eletrénico de varredura e de
transmissdo para caracterizagdo geral. Os que ndo foram acetolizados foram corados com
quatro tipos diferentes de corantes, Alexander, Carmin Acético, Sudan IV e TTC. Nas 25
inflorescéncias analisadas, foram contabilizadas 908 flores, as quais 4,6% eram femininas e
95,4% masculinas. Nenhuma flor hermafrodita foi encontrada. Inflorescéncias que
apresentavam somente flores masculinas foram visualizadas. As flores sdo de coloracédo
amarelo esverdeado, organizadas em cimeiras, unisexuada, monoica (presenca de flores
masculinas e femininas na mesma planta) e homeoclamidea. A corola é pentamera,
gamopetalar, actinomorfa, presenca de tricomas e campanulada; o androceu apresenta nove ou
dez estames, com a ocorréncia de cinco filetes livres e quatro ou cinco filetes soldados, com
anteras dorsifixa e ereta. Na base dos filetes foram observados cinco nectarios. O ovério é
supero, tri-locular, tri-carpelar, elipsoide, os dvulos apresentam-se solitarios em um mesmo
I6culo, presenca de nectario na base. Foi observado também que o grdo de pdlen é grande,
apolar, esférico, inaperturado, exina do tipo Padrdo — Crdton. Este trabalho demonstrou que
ndo ha nenhuma diferenca anatdmica ou morfoldgica entre os acessos estudados. J& os testes
de viabilidade polinica mostraram que ha uma diferenca significativa entre os acessos, sendo
0 de Minas gerais 0 que possui uma maior percentagem de viabilidade polinica. Foi possivel
também observar que o corante TCC foi 0 que apresentou o resultado mais adequado, pois
conseguiu reproduzir melhor as condi¢6es de campo.

Palavras-chave: Jatropha curcas L.; Euphorbiaceae; microscopia; morfologia floral;
viabilidade polinica
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FLORAL MORPHOLOGY AND ANATOMY OF PHYSIC NUT
(JATROPHA CURCAS L.) EUPHORBIACEAE

ABSTRACT

Euphorbiaceae is one of the largest family among the angiosperms with 300 genera and
approximately 7,500 species. Most are represented by herbs, but some, especially in the
tropics, are also shrubs or trees. Physic nut (Jatropha curcas L.) is a perennial specie,
deciduous, alogamic, multipurpose shrub or small tree which can reach a height of three to
five meters.and highly adaptable to different varieties of soil and climate. Recently, the
species has gained tremendous significance in Brazil for being a potential biodiesel plant,
which is characterized as an environmentally safe renewable resource, This study aimed to
characterize the floral biology of physic nut, which can be useful for the taxonomy of this
family and to have a better understanding about their reproduction and seed development,
besides to detecting the pollen viability of the accessions of Mato Grosso do Sul and Minas
Gerais. Inflorescences were collected in the field at different stages of development; twenty-
five inflorescences were separated to determine the percent of male and female flowers, then
were observed on a stereomicroscope (SM) and scanning electron microscope (SEM). The
pollen grains were acetolyzed and observed by light microscopy and scanning electron
microscopy for general characterization. Those who were not acetolyzed were stained with
four different dyes Alexander, Carmim Acétic, Sudan IV and TCC. On the 25 inflorescences,
analysed, a total of 908 flowers were obtained, of which only 4,6% were female and 95,4%
male. No hermaphrodite flower was found. Inflorescences composed of male flowers only
were present. The flowers are greenish yellow colored, organized in cymes (inflorescence),
unisexual, monoecious (presenting male and female flowers in the same plant) and
homochlamydeous. The corolla is pentamerous, gamopetaly, actinomorphic, hairy inside and
campanulate; androecium with nine or ten stamens, with the occurrence of five free filaments
and four or five connate filaments with dithecous erect anthers. At the base of the filaments
five nectaries are observed. The ovary is superior, three-locular, three-carpelar, ellipsoid,
ovules solitary in each locule with the presence of nectaries at the base. It was also observed
that the pollen grain is large, apolar, spherical, inaperturate, exine with Croton-pattern. This
study demonstrates that there is no anatomical or morphological differences among the
accessions studied. The tests showed that pollen viability had a significant difference among
the studied accessions, showing that Minas Gerais has a higher percentage of pollen viability.
It was also possible to observe that the dye TCC showed the result more suitable as it better
reproduce the field conditions.

Key words: Jatropha curcas L.; Euphorbiaceae; microscopy; floral morphology; pollen
viability
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5.1. INTRODUCAO

A familia Euphorbiaceae, possui cerca de 317 géneros e 8.000 espécies, e se distribui
principalmente nos trépicos e subtrépicos (CRONQUIST, 1981). Seus principais géneros em
namero de espécies sdo: Euphorbia L. (1.500), Croton L. (700), Phyllanthus L. (400),
Acalypha L. (400), Macaranga Du Petit Thouars (400), Antidesma Burman (150), Drypetes
Vahl (150), Jatropha L. (150), Manihot Miller (150) e Tragia Plumier (150) (WEBSTER,
1994). De acordo com Barroso et al. (1991), ocorrem 72 géneros e cerca de 1.100 espécies no
Brasil, difundidas em todos os tipos de vegetacao e apresenta diversas formas de vida.

Entre as espécies de ocorréncia no Brasil inclui-se: espécies medicinais, ornamentais,
de emprego industrial e uso alimentar. Mais comumente sdo conhecidas a mamona (Ricinus
comunis L.), a seringueira, Hevea brasiliensis (Willd. Ex. Adr. De Juss) Muell. Arg. e a
mandioca, Manihot esculenta Grantz (JOLY, 1993).

As plantas da familia Euphorbiaceae destacam-se economicamente pela producdo de
6leo em suas sementes, este apresenta diversos usos na industria de tintas, plasticos,
plastificantes, sabBes duros, sabdes téxteis, fibras sintéticas, pigmentos para tecidos,
perfumes, batons, cosmeéticos, dentifricios, papel, fertilizantes ou como lubrificantes de

motores de alta rotacdo e turbinas de avides a jato.

Apesar do elevado nimero de espécies, 0s seus representantes podem ser reconhecidos
por um conjunto de caracteres como porte arbéreo, arbustivo, subarbustivo ou herbaceo com
folhas alternas, simples ou compostas, estipuladas, flores unissexuadas, em geral
monoperiantadas e actinomorfas, em plantas mondicas ou didicas, com ou sem vestigio do
sexo atrofiado e disposto em inflorescéncias racemosas ou cimosas, com flores masculinas
apresentando numero de estames variavel e flores femininas tipicamente tricarpelares,
triloculares. Apresentam frutos secos deiscentes ou indeiscentes, comumente do tipo capsula
esquizocérpicas (tricoca), ou ainda capsulas septifragas, loculicidas e circundantes, drupoides
(filotrimidios, drupas e nuculanios) e bacéides (BARROSO et al., 1999).

Possui espécies hermafroditas, mondicas e didicas, sendo, na maioria das vezes,
visitadas por varios grupos de polinizadores, o que as caracteriza como “generalistas”
(WEBSTER, 1994). Ha, entretanto, exemplos como as espécies de Dalechampia L. cujas

flores oferecem recompensas especializadas como resinas ou perfumes, sendo polinizadas por



54

abelhas Euglossini e Megachilidae (ARMBRUSTER; WEBSTER, 1979; SAZIMA et al.,
1985; ARMBRUSTER; MCCORMICK, 1990; ARMBRUSTER; STEINER, 1992;
ARMBRUSTER et al., 1992).

A analise da literatura disponivel revela que informacdes sobre anatomia de 6rgéos
reprodutivos de Euphorbiaceae sdo escassas, destacando-se os trabalhos de Graner (1942),
Landes (1946), Singh (1954, 1969), Toledo (1963), Singh e Chopra (1970), Berg (1975),
Lag0ba e Pereira (1989), Paoli et al. (1995) e Tokuoka e Tobe (1998, 2002, 2003). A caréncia
de anélises estruturais dos frutos destaca importante lacuna no conhecimento, especialmente
guando se considera que as Euphorbiaceae podem formar varios tipos de frutos, como os
esquizocarpaceos, capsulideos, drupoides, bacoides e, mais raramente, capsulas indeiscentes
(Barroso et al., 1999). Além disso, muitas das descrigBes existentes estdo fundamentadas
apenas em observacbes morfoldgicas, as quais produzem, muitas vezes, interpretacdes dubias

gue ndo se sustentam a luz de andlises anatdbmicas e ontogenéticas.

5.2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
5.2.1. MORFOLOGIA FLORAL DE JATROPHA CURCAS L.

No mundo todo, existe pouco conhecimento sobre esta planta, cujo género tem mais
de 170 espécies, sendo a mais importante a Jatropha curcas L. Somente nos ultimos 30 anos é
que foram iniciados estudos agrondmicos sobre a mesma, sendo uma espécie ainda nao
domesticada (SATURNINO et al., 2005).

De acordo com Beltrdo (2006), ndo se conhece quase nada da bioguimica e fisiologia
desta planta e até alguns aspectos agronémicos devem ser melhor investigados, pois esta
possui elevada variabilidade natural, grande diversidade genética com polinizacdo
preferencialmente entomofila, podendo ter possivelmente elevada alogamia. Também ainda
ndo existem cultivares definidas e o que se verifica € a necessidade urgente de selecionar
espécimes e procedéncias que possuam caracteristicas promissoras e alta adaptabilidade a

diversos tipos climaticos.

Em plantas superiores, a transi¢cdo da fase vegetativa para a fase reprodutiva envolve
fatores exdgenos (tais como fotoperiodo e temperatura) e enddgenos (nivel endégeno de
fitohormoénios e controle genético). O conhecimento da estrutura floral e da biologia

reprodutiva numa cultura € basico para que o melhorista desenvolva técnicas de castracdo e
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polinizacdo adequadas (GOMES et al., 2001; SILVA et al., 2001). Segundo Dami&o Filho
(1993), o réapido progresso alcancado no melhoramento das plantas cultivadas se deve aos

estudos dos processos reprodutivos que ocorrem nas flores.

Alguns fatores caracteristicos da espécie merecem especial atencdo para futuros
programas de melhoramento genético, como a necessidade de aumento do nimero de flores
femininas por inflorescéncia, teor de dleo na semente, maior sincronismo na diferenciacéo
floral e conseqliente antese por inflorescéncia. Senthyl et al. (2008), Sunil et al. (2008) e
Popluechai et al. (2009) publicaram trabalhos recentemente com o objetivo de caracterizacéo
ou melhoramento genético de pinhdo manso. Dados da literatura mostram que a abertura das
flores masculinas e femininas pode ocorrer em periodos diferentes. Durante experimentacdes
de campo, Heller (1996) observou um namero de insetos diferentes que visitaram flores e
realizaram polinizagdo. Em Senegal, observou que as flores estaminadas abrem mais tarde
que as flores pistiladas da mesma inflorescéncia. Com esta estratégia, a espécie desenvolveu
um mecanismo que privilegia a polinizacdo cruzada. Munch e Kiefer (1989) ndo observaram
este comportamento cronolégico em Cabo Verde, sugerindo que o mecanismo € influenciado

pelo ambiente.

Os procedimentos adotados na execucao dos trabalhos de melhoramento genético de
espéecies perenes frutiferas arboreas dependem, fundamentalmente, do seu modo de
reproducdo, do conhecimento da biologia floral, inclusive a morfologia floral, do tipo de
reproducdo e dos aspectos relativos a polinizacdo e a fertilizacdo. Sdo importantes, também,
as consequéncias das alteragdes induzidas artificialmente no modo de reprodugdo, nos
cruzamentos dirigidos e nas autofecundacfes. Além disso, o fruto e as sementes sdo
economicamente as partes mais importantes da planta, o que justifica a consideracdo dada as
flores, florescimento e frutificacdo (BARROS et al., 1999).

O florescimento é um dos principais estagios fenoldgicos para a producdo de 6leo de
Jatropha curcas, uma vez que o nimero de flores femininas e sua fecundagdo determinam
quantos frutos e sementes serdo desenvolvidos. O florescimento inicia-se, normalmente, apds
um periodo de dorméncia da planta — no Brasil, isso ocorre apds o inverno, quando a
temperatura e a precipitacdo sdo reduzidas. Apds a inducdo do florescimento, este se torna
continuo por periodos prolongados, de acordo com a disponibilidade de agua no solo. A
limitacdo de nutrientes também acarreta a paralisacdo do florescimento (JONGSCHAAP et
al., 2007).
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5.2.2. VIABILIDADE POLINICA

Estimativas da viabilidade polinica constituem um importante pardmetro em analises
de fluxo génico e em programas de melhoramento genético de plantas (MARTINS et al.
1981, BOTTO 1997), especialmente, quando se utilizam técnicas de polinizacéo artificial para
hibridagdo de espécies (SAHAR & SPIEGEL-ROY 1984, BOLAT & PIRLAK 1999,
RODRIGUEZ-RIANO & DAFNI 2000).

Uma vez determinado o momento da maturidade do grdo de polen, sua viabilidade é
estimada através de métodos colorimétricos ou germinativos (Dafni 1992, Kearns & Inouye
1993, Mulugeta et al. 1994, Souza et al. 2002). Entretanto, de acordo com alguns autores, a
maioria dos métodos colorimétricos ndo é adequada para estimar viabilidade polinica (KING
1960, HESLOP-HARRISON & HESLOP-HARRISON 1970, RODRIGUEZ-RIANO &
DAFNI 2000).

O teste colorimétrico com 2,3,5-cloreto de trifeniltetrazolio (TTC) reflete a atividade
de enzimas desidrogenases envolvidas na atividade respiratdria de tecidos vivos. Testes com
outros corantes como Lugol e Sudan 1V sdo utilizados em alguns estudos como indicativos de
viabilidade polinica (SOUZA et al. 2002, HUANG et al. 2004). Entretanto, de acordo com
outros autores, esses testes estdo associados apenas a deteccdo de substancias constituintes
dos gréos de pdlen, como amido e lipidios, que podem estar presentes tanto em gréos de polen
maduros como nos abortados (KING 1960, BEYHAUT 1988, RODRIGUEZ-RIANO &
DAFNI 2000). Corantes, como o carmim aceético e a solucdo de Alexander, sdo também
utilizados como indicativos de viabilidade polinica (MULUGETA et al. 1994, DOMINGUES
et al. 1999, RIGAMOTO & TYAGI 2002), porém para Béez et al. (2002) e Pline et al. (2002)
estes testes refletem somente a integridade de estruturas celulares, como ndcleo e membrana

plasmatica.

Segundo Stanley e Linskens (1974), nenhum teste de viabilidade é completamente
satisfatorio, principalmente apds o pdlen ter sido armazenado, pelas seguintes razdes: 0s testes
quimicos usam corantes que reagem com constituintes quimicos ou estruturas cujas presencas
podem ndo refletir a capacidade de o grdo de pdlen germinar, o polen armazenado pode

germinar diferentemente em amostragens repetidas ou em diferentes meios.
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5.3. MATERIAIS E METODOS
-ESTUDO 1
5.3.1. Morfologia e anatomia dos 6érgéos florais

Para a analise do desenvolvimento floral do pinhdo manso (Jatropha curcas L.), foram
utilizadas inflorescéncias em diferentes estadios de desenvolvimento coletadas de plantas
adultas no campo experimental da Empresa Biocapital e Participagdes SA, no periodo de
novembro de 2009 inicialmente. As plantas apresentaram florescimento desuniforme apés o
término do periodo de dorméncia da planta, isto €, periodo do inverno, e sua duracdo foi
prolongada durante varios meses devido a disponibilidade de agua e de nutrientes favoraveis
para o desenvolvimento floral. Estas inflorescéncias foram coletadas somente de dois acessos

estudados neste trabalho: Mato Grosso do Sul (Dourados) e Minas Gerais (Janauba).

Foram avaliadas 25 inflorescéncias quanto ao nimero de flores masculinas e
femininas presentes em cada inflorescéncia. As flores, apds a coleta, foram dissecadas
cuidadosamente em estereomicroscopio e observadas todas as estruturas presentes, para

detectar se a flor é feminina, masculina ou hermafrodita.

Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Imediatamente apds a coleta, os materiais foram fixados em solucdo de Karnovsky
modificado (glutaraldeido 2%; paraformaldeido 2% em Tampdo cacodilato de sodio 0,05M
PH 7.2), por um periodo de 72 horas a 4°C. Posteriormente, esse material foi desidratado em
concentragOes crescentes de etanol em agua: 35% a 100%, com duracdo de 20 minutos em

cada concentracdo, e trés lavagens por um tempo de 20 minutos cada no etanol 100%.

A seguir, as amostras foram secas ao ponto critico (em equipamento Balzers — CPD
030), montadas em suportes metalicos denominados de “stubs” usando-se fita adesiva dupla
face e metalizadas com ouro coloidal (45 a 60nm) em metalizador (equipamento Balzers —
MED 010). O material foi observado e fotografado ao microscopio eletrénico de varredura
(Zeiss, modelo LEO 435 VP), no Nucleo de Apoio a Pesquisa/Microscopia Eletrnica na
Pesquisa Agropecuaria — NAP/MEPA, ESALQ/USP.
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Microscopia 6ptica

Para os estudos em microscopia de luz os botbes florais em diversos estadios de
desenvolvimento foram fixadas em solucdo Karnovsky modificado conforme descrito para
MEV, durante 10 dias a 4 graus celsius. Posteriormente, foram lentamente desidratadas em
série etilica crescente (35%, 50%, 60%,70%, 90%) durante 15 minutos e etanol 100% (3x
20minutos) seguidas de propanol 100% e butanol 100%, preé infiltradas em butanol: meio de
infiltracdo (3:1 v/v); (2:1) e (1:1) durante 24 horas, respectivamente. Em seguida as amostras
foram imersas em meio de infiltracdo (historesina pura) durante 4 dias , até que as mesmas se
apresentassem translucidas e no fundo do recipiente. Apds foram incluidas em Historesina
(hidroxietilmetacrilato, Leica Heidelberg) com endurecedor conforme recomendacdo do

fabricante onde permaneceram durante 4 dias & temperatura ambiente.

Os cortes seriados (5 um de espessura) foram obtidos através do microtomo RM 2155
(Leica) (Germany) e contrastados com azul de toluidina 0,5% em solucdo de bdrax 1%
(FEDER; O’BRIEN, 1968). As laminas foram cobertas com laminula utilizando Entelan® e
observadas ao fotomicroscépio marca Zeiss modelo Axioskop 2, acoplado a uma céamara
fotografica AxiosCamMR3 e um microcomputador (PC) empregando o software Image Pro-
Plus, versdo 3.0 para Windows do NAP/MEPA da ESALQ/USP, sendo as imagens

digitalizadas.

Acetblise

A acetblise foi realizada de acordo com Erdtman (1952). A mistura acetolitica
constitui-se de &cido sulfurico + anidrido acético. A mistura foi preparada no momento da
realizacdo da acetolise, sendo adicionada aos tubos de vidro em quantidade suficiente para
cobrir os polens contidos nos tubos. Colocou-se em banho-maria a uma temperatura de
aproximadamente 80°C, durante 4 minutos. ApoOs este procedimento adicionou-se agua
destilada para fazer a lavagem, sendo este processo repetido por quatro a cinco vezes com uso

de centrifuga (1000 — 1500 rota¢Ges/minuto) durante dez minutos.

O material polinico lavado dos tubos foi depositado nas laminas com gelatina-
glicerinada para confeccionar as laminas permanentes. Estas laminas foram observadas

através do microscépio 6tico (Zeiss).
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Microscopia eletronica de transmisséo

Para observacdo dos grdos de pdlen, aos microscopios de luz e eletrénico de
transmissdo, os mesmos foram fixados por 48h, p6s fixados em tetréxido de dsmio 1%
durante uma hora a temperatura ambiente. A seguir foram desidratados em série crescente de
acetona em agua (25%-100%) e emblocados em resina Spurr. As sec¢es semi-finas (120 pum)
foram colocadas em Iaminas e coradas com azul de toluidina (2% em &gua) por 5 minutos. As
secc¢Oes foram montadas utilizando Entellan, sendo ap6s observadas e documentadas através
de um microscopio de luz (Zeiss Axioscop 2). As seccdes ultrafinas (90 pm) foram
depositadas sobre telas de cobre previamente recobertadas com collodion, contrastadas com
acetato de uranila 2,5% em &gua e citrato de chumbo segundo Reynolds (1963). As anélises
foram feitas ao microscopio eletrdnico de transmissdo Zeiss EM 900 sendo as imagens
digitalizadas. As imagens foram analisadas, medindo-se o tamanho das camadas (intina,
nexina 1 e 2, columela, teto, escultura e exina), cinco imagens de 10 grdos de pélen, foram
analisadas, sendo que medidas foram tiradas de cinco diferentes locais do grdo de poélen, foi

calculada a média e o desvio padréo.

- ESTUDO 2
5.3.2. Teste de viabilidade polinica

O material utilizado para este teste foi retirado de plantas adultas, com dois anos de
idade, localizadas em Charqueada, na fazenda experimental da empresa Biocapital e
Participagdes SA.

Os gréos de pdlen extraidos foram aspergidos sobre a lamina de vidro e corados com
quatro tipos de corantes: 2,3,5-cloreto de trifeniltetrazélio (TTC) (DAFNI, 1992), carmim
acético (KEARNS; INOUYE, 1993), Sudan IV (BAKER; BAKER, 1979) e Alexander
(ALEXANDER, 1980) para investigar o corante mais eficiente para a estimativa da

viabilidade polinica.

ApOls o preparo das laminas utilizando os respectivos corantes, aguardaram-se 10
minutos para que ocorresse a reacao, em seguida os grdos de polen foram observados, com
excecdo do TTC, onde os grdos foram examinados duas horas ap0s a adi¢do do corante, j& que
a reacdo com TTC necessita de um periodo maior de incubag&o.
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A fim de se obter uma amostragem ao acaso dos grédos de polen corados, foi utilizado
0 método de varredura, sendo contabilizados 100 grdos de polen/lamina/genotipo com trés
repeticdes cada, perfazendo um total de 300 grdos de polen para cada corante investigado,

com auxilio de um microscépio dptico com lente objetiva de 10x marca Leica.

Consideraram-se grdos de polen viadveis todo aquele que apresentasse as seguintes
caracteristicas: corados, formato circular de tamanho grande ou médio e uniformes. Os que

ndo se enquadravam nessa classificacdo foram considerados inviaveis.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 2 x 4
(gendtipo x corantes) com trés repeticbes cada. Antes da andlise de varidncia, os dados
expressos em percentagem, foram transformados em arc sen (¥x/100) para atendimento das
pressuposicGes da ANOVA. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de
5% de probabilidade, através do programa computacional SAS (2000).

5.4. RESULTADOS E DISCUSSOES
ESTUDO 1
5.4.1. Morfologia e anatomia dos 6rgéos florais

Observou-se que a floracao das plantas de pinhdo manso (Figuras 8a e b) estudadas no
campo, estd desigualmente distribuida durante o ano. Inicia-se apés o periodo da seca
(inverno), e, por ser uma planta caducifolia, o pinhdo manso permanece numa dorméncia
vegetativa, perde suas folhas no periodo do inverno, e inicia 0 crescimento vegetativo e
reprodutivo somente com o inicio das chuvas. Quando a época da seca termina, a dorméncia é
quebrada e as gemas meristematicas vegetativas sdo transformadas em gemas florais
reprodutivas, as quais irdo formar inimeras inflorescéncias. Conforme a disponibilidade de

agua no solo, as plantas podem florescer de outubro até maio.

Das inflorescéncias coletadas (Figuras 8c e d), foram contabilizadas quanto ao nimero
de flores masculinas e femininas presentes em cada inflorescéncia, sendo que o resultado
ratificou o que vem sendo colocado e discutido na literatura, ou seja, que ha uma maior
quantidade de flores masculinas em comparacdo com as flores femininas. Das 25
inflorescéncias analisou-se 906 flores no total. Os dados obtidos foram percentualmente
95,4% de flores masculinas e um percentual de 4,6% de flores femininas, distribuidas
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desigualmente nas inflorescéncias, isto é, algumas inflorescéncias ndo possuiam nenhuma flor
feminina, outras apenas uma e no maximo encontraram-se cinco flores femininas em uma

inflorescéncia contendo mais de 100 flores.

Na india, Raju e Ezradanam (2002) relataram que uma inflorescéncia pode produzir de
uma a cinco flores femininas e de 25 a 93 flores masculinas, com uma média de flores
femininas para masculinas de 1:29. Bhattacharya et al. (2005) descreveram uma proporgao
de duas a 19 flores femininas para 17 a 105 flores masculinas por inflorescéncia, também na
india. Assim, pode-se observar que esta é uma caracteristica muito variavel e que depende do

material genético, da regido, do clima, dos tratos culturais entre outros fatores.

Dhillon et al. (2006) observaram o florescimentos na parte terminal dos ramos apds a
época de chuva na India. No entanto, algumas plantas florescem mesmo em época de

primavera (margo/abril).

As analises por MEV revelaram que a inflorescéncia de Jatropha curcas L. € do tipo
cimeira definida (Figura 9a), e esta presente em posicao terminal, isto é, ocorre nas pontas dos
ramos. O desenvolvimento das flores ocorre a partir da flor central, sendo que a flor
localizada nesta regido é a primeira a entrar em antese, seguindo-se as outras adjacentes a
esta. As flores sdo simétricas, as quais podem ser chamadas de actinomorfas. E uma espécie
mondica diclina, apresentando flores estaminadas e carpeladas ou pistiladas na mesma
inflorescéncia (Figura 9d). Dehgan (1984) relata a presenca, ainda que rara, de flores
hermafroditas em pinhdo manso. No entanto, em nossas observacdes nenhuma flor

hermafrodita foi detectada nas plantas da area experimental.

As flores de Jatropha curcas L. puderam ser descritas como flores incompletas, isto é
apresentando flores unissexuadas femininas (Figura 9f) e masculinas (Figuras 9e, @),
diclamidea homeoclamideas, e pentameras, sendo compostas por cinco pétalas, cinco sépalas,
com um numero de estames podendo variar de 9 a 10, sendo que alguns filetes estdo soldados
no centro do androceu e cinco estdo livres nas flores masculinas (Figura 9i). Houve a
ocorréncia de flores contendo todos os filetes livres do androceu. Liu et al. (2007) estudou a
microsporogénese e a gametogénese masculina de J. curcas. As flores masculinas possuem 10
estames, cada um dos quais suporta quatro microsporangia; o desenvolvimento da parede da
antera é do tipo das dicotiled6nias, é composta de uma epiderme, endotécio, camada média e

tapetum glandular.
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Nas flores femininas observa-se a presenca de carpelo com um ovario supero (Figura
9h). De acordo com Chang-Wei (2007), a vida util da flor feminina é de cerca de cinco a doze
dias. A receptividade é forte durante o primeiro ao quarto dia, e comeca a declinar a partir de
quinto dia, perdendo completamente a receptividade em nove dias. Normalmente J. curcas
mostra protrandria, isto é, as flores masculinas sdo as primeiras a entrar no estadio de
maturidade, enquanto as flores femininas se abrem mais tarde, com a abertura de 60% do
terceiro ao quinto dia. Ha ainda varias flores masculinas que ndo se abriram apds a abertura de
todas as flores femininas; isso proporciona um tempo para o estigma ficar receptivo para obter

0 polen das flores masculinas e aumentar a possibilidade de sucesso reprodutivo.

Ha a ocorréncia tanto nas flores femininas como nas masculinas de glandulas
secretoras de néctar, isto €, os denominados nectarios florais se apresentam de formas
diferenciadas dependendo do sexo. Nas flores masculinas apresentam-se através de cinco
glandulas de formato ovalado soldadas na base (Figura 9i), e envolve a por¢do basal dos
filetes. Nas flores femininas ocorre o denominado disco nectarifero (Figura 9h), o qual é
normalmente posicionado ao redor do ovario em uma posicdo central da flor. Quanto a
funcdo, ambos os nectarios sdo considerados como nupcial, onde o néctar € procurado por

determinados agente polinizadores.

Na antese, observou-se a presenca de sépalas e pétalas possuindo uma coloracdo
amarelo esverdeada (Figura 8d), sendo que, esta espécie pode ser considerada como uma

planta al6gama.

Solomon Raiu e Ezradanam (2002) mostraram gque a antese ocorre a0 amanhecer e que
0 periodo matutino constitui-se no mais importante para a polinizacdo, visto que a
disponibilidade de polen reduz significativamente ao longo da manh&. Dehgan e Webster
(1979) acreditam que possam ser polinizados por mariposas atraidas pelo perfume forte e
doce exalado a noite por flores brancas esverdeadas, pela existéncia de anteras versateis,
Orgdos sexuais projetados, néctar abundante e auséncia de nectarios visiveis. Battacharya et al.
(2005), examinou o padrdo da antese durante a manha, com a posterior liberacdo de polen de
cada flor masculina, as quais produziram cerca de 1617 + 100 gréos de pélen, com a relacdo
polen:6vulo sendo igual a 539:1. Os estigmas tornaram-se receptivos duas horas apds a

antese, coincidindo com a secrecéo de polen.

Cada flor feminina produz uma quantidade de néctar equivalente a 4,54 + 0,82 ul, o

que corresponde a uma quantidade maior que o observado nas flores masculinas que possuem
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uma quantidade de 1,92 £ 0,44 ul (DIVAKARA et al., 2010). Qing et al. (2007) registrou 17
espécies de visitantes florais, entre 0s quais 11 espécies sdo polinizadores (Apis dorsata; Apis
flores; Apis mellifera; Eumenes conica; Vespa sp.) com dois picos de visitas florais diarias,
umas das 10:00 as 12:00 da manhd e outro das 16:00 as 17:00 da tarde. O teor de sacarose do
néctar influencia a duragdo da visita na flor, a remocgdo e deposicdo de polen sobre os
estigmas pelas abelhas.

Constatou-se também que antes da abertura das flores (Figura 9) os botdes florais
apresentam-se envoltos por sépalas (Figuras 9a, b, 1), as quais possuem na sua estrutura uma
grande quantidade de estdbmatos (Figura 9c) e tricomas (Figura 9b). Estes tricomas sdo
também encontrados no interior das flores adultas e podem ser classificados como sendo do

tipo tectores unicelulares, ou simples (ndo-glandulares).

O androceu (Figuras 9e, g, i) apresenta-se como diplostémone, pois apresenta o
nimero de estames equivalente ao dobro do nimero de pétalas; isodinamo, apresentando
todos os estames com 0 mesmo tamanho; exertos, estames que se sobressaem na garganta da
corola ou do célice; As anteras (Figura 9j) classificam-se como dorsifixas, sendo a abertura
das mesmas do tipo longitudinal (é o tipo mais frequentemente encontrado na natureza,
mostrando que a abertura ocorre por uma fenda longitudinal em cada teca), a qual promove a

liberacdo dos grdos de pdlen (Figuras 10a e b). As anteras possuem duas tecas.

O endotécio constitui a camada mais externa da antera e tem funcdo na deiscéncia da
antera. A constituicdo quimica é em geral celul6sica, podendo ser acrescida de pequena
guantidade de material péctico e lignina. O tapete € a camada mais interna da antera e
apresenta as seguintes funcdes: nutricdo do tecido esporogénico e dos andrdsporos; sintese e
liberacdo de materiais sobre o grao de polen, como “Pollenkitt”, observado nesta espécie
(material lipidico, flavonoide, carotenoides e produtos da degradacéo de proteinas do tapete).
Esta intimamente envolvida no desenvolvimento dos grdos de pélen e é a fonte de importantes
metabolitos. Observa-se a presenca dessas duas estruturas envolvendo as tecas das anteras na

Figura 9o.

As analises realizadas por microscopia eletronica de transmissdo (Figura 10d),
acetdlise (Figura 10c) e MEV (Figuras 10a, b) que os grdos de pélen de pinhdo manso sdo
grandes, esféricos, inaperturados, apolares, com sua exina contendo o padrdo-Créton na qual
as unidades de ornamentagdo tém predominantemente de 5-7 subunidades de ornamentacé&o.

Estas subunidades contem apices que sdo clavados e psilados (Figuras 10a e b). Os dados de
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acetolise mostraram que o grdo de polen tem um tamanho médio de 85,20 + 7,00 um de

diametro.

Até o presente momento ndo foram encontrados dados na literatura para gréos de
polen de Jatropha curcas, entretanto alguns autores estudaram outras espécies da mesma
familia, como o Crdton sp. Em estudos realizados em microscopia de luz, confirmam que os
grdos de pdlen de Croton L. apresentam ornamentacdo do tipo Padrdo-Croton, com
subunidades clavadas psiladas ou clavadas pontiagudas (PUNT, 1962); em numero de 5-7
subunidades, posicionadas sobre uma area circular (SALGADO-LABOURIAU, 1967) ou
ainda, com subunidades clavadas de forma circular a triangular (ROUBICK; MORENO,
1991). Oliveira e Santos (2000) mencionaram apenas, que as unidades estruturais

(subunidades) podem ter formato homogéneo ou heterogéneo.

A esporoderme do grdo de polen constituiu-se de uma parede celular de grande
complexidade, estratificada em camadas distintas com propriedades fisicas e quimicas
especificas. Erdtman (1952) sugeriu uma terminologia morfologica para a estratificacdo da
esporoderme, a qual hoje é composta por varias camadas e estruturas denominadas: exina,
sexina, nexina | e 11, intina, teto, columela e a escultura (Figura 10d). Essas estruturas foram
medidas, tendo como base as imagens obtidas através do microscépio eletrénico de

transmissao e esses parametros sao medidos para fins de classificacdo taxonémica da espécie.

A exina é um dos primeiros estratos da esporoderme a ser formado, devido aos
padrdes de sua superficie externa. Em diferentes vegetais tem sido utilizada como um critério
de classificacdo e distingdo taxondémica. A exina é acetolise-resistente. Esta estratificada em

sexina, (camada ornamentada mais externa), a nexina (camada basal), que sustentam um teto.

Sobre o teto, ornamentacfes de formatos variados podem ser encontradas, como por
exemplo: espinhos, clavas, baculas, estrias, verrugas, etc. A sexina € compacta, sem a
presenca de nenhum tipo de lamelagdo e apresenta consisténcia granular ou fibrilar. A nexina
estd presente no estrato basal da exina, onde se inserem as columelas e pode ser subdividada

em nexina | e nexina I, as quais possuem composicao quimica diferente.

A intina € o estrato da esporoderme mais interno, depositado apdés a formacdo da
exina. Apresenta constituicdo predominante celulosica, acrescida de outros componentes
como pectinas e proteinas. E totalmente destruida no processo de acetdlise. A intina contém

somente polissacarideos como principais componentes estruturais.



65

Tabela 5 - Dados obtidos através da medida das camadas externas de 25 gréos de pélen de Jatropha curcas L.,
através de microscopia eletronica de transmissao

Camadas da Exina Meédia (um)
Intina 0,21 +0,04
Nexina 1 1,13+ 0,13
Nexina 2 0,27 £ 0,06
Columela 0,50+ 0,15
Teto 0,22 £ 0,04
Escultura 4,27 £ 0,75
Exina 6,53 £ 0,96

Os dados da tabela acima podem ser utilizados futuramente em outros trabalhos que
visem obter dados botanicos e taxondmicos desta familia, e assim ampliar o conhecimento

sobre a familia Euphorbiaceae.

Anélises das seccles histoldgicas por microscopia 6tica (Figuras 91, m, n) mostram a
formacdo dos primérdios das estruturas florais, do meristema floral e dos verticilos em
desenvolvimento. Podem-se observar flores em uma mesma inflorescéncia em varios estadios
de desenvolvimento, sendo que em algumas se notou o desenvolvimento completo das
sépatas, pétalas e o desenvolvimento do 6rgao masculino (Figura 91). Em outra inflorescéncia
nota-se somente as sépalas protegendo os primordios das pétalas (Figura 9n). Na posicao
central na Figura 9m nota-se que ha a formacdo das sépalas e pétalas e pode-se visualizar o
meristema floral formando o primérdio carpelar. Através da microscopia de luz ndo se

encontrou indicios de tricomas e nem de estdbmatos nos tecidos cortados.

Observa-se também, que ocorreu primeiramente a formacéo das sépalas. Quando estas
ja estavam em um estadio de desenvolvimento adiantado, as células meristematicas se
dividiram para a formacao das pétalas e depois o aparelho reprodutor masculino ou feminino
foi formado. A formacgdo desses 6rgdos se deu de uma forma centripeta. A iniciacdo dos

primordios dos estames e do carpelo ocorreu no verticilo mais interno ao das pétalas.

O desenvolvimento do gineceu em J. curcas envolveu a diferenciagdo de trés carpelos
que comecaram a se desenvolver no centro do meristema floral. Foi possivel verificar que o
estilete possui dimensdes reduzidas e o estigma tripartido (Figura 9h), o qual se diferenciou na

regido terminal do gineceu. Foi observada a iniciacdo do nectério na base do gineceu que se
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estendeu como um anel na base. Segundo Webster (1994) o nectario é uma caracteristica de
muitas flores de Euphorbiaceae. Em seccdo transversal, 0 ovario apresenta contorno que tende

a ser mais circular, possuem trés carpelos unidos.

A cavidade do ovario que contém os Gvulos denomina-se loculo ou loja. A estrutura
do ovario em pinhdo manso esta disposta da seguinte maneira: o0 nimero de l6culos do ovario
corresponde ao numero de carpelos, na sua estrutura possuem trés lojas contendo um Unico
ovulo em cada loja (Figura 9k). De modo geral, esta é a estrutura caracteristica das flores
femininas na maioria das espécies da familia Euphorbiaceae (WEBSTER, 1994).

O pinhdo manso apresenta ovario supero (livre), a flor pode ser caracterizada como
hipdgina, primeiro pela caracteristica de possuir ovario stpero e o pistilo se localizar acima da
insercdo dos demais verticilos (perianto e androceu). A planta estudada ndo apresentou

estames epipétalos, isto €, sdo adnados (aderentes) as pétalas.

O desenvolvimento do dvulo ocorreu em posicdo axial na cavidade do ovério (Figura
9k). O desenvolvimento do tegumento interno se iniciou primeiramente por divisdes

periclinais e anticlinais nas células da epiderme, delimitando a regido do nucelo e do funiculo.

ESTUDO 2
5.4.2. Teste de viabilidade polinica através de quatro corantes

De acordo com os resultados obtidos pela ANOVA observou-se que houve diferencas
significativas na resposta de viabilidade tanto em relagdo aos acessos como 0s corantes
testados (Tabela 6).

As maiores percentagem de viabilidade foram obtidas com o0s corantes, carmim
acético e a solucdo de Alexander com valores respectivos de 89,0% e 87,2% (Tabela 6 e

Figuras 10e, f). N&o houve interagéo significativa entre os fatores estudados.

Com relacdo aos acessos estudados verificou-se que o referente ao Mato Grosso do
Sul apresentou as mais altas percentagens de pélen viavel com 81,81% quando comparado

com o gendtipo Minas Gerais com 77,2%.

Dentre os corantes estudados verificou-se que o Sudan IV apresentou menor

percentagem de grdos de pdlen vidveis com 72%, embora ndo diferiu aos obtidos pelo corante
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TTC (2,3,5-cloreto de trifeniltetrazolio) com 70% de pdlen corados. Nos demais testes
colorimétricos, obtivemos um alto indice de grdos de pdlen corados. Os gréos de pdlen néo

corados apresentam tonalidade diferente e o contetido estravasado (Figura 10g).

Corantes, como o carmim acético e a solucdo de Alexander, sdo muito utilizados como
indicativos de viabilidade polinica por muitos autores (MULUGETA et al.,, 1994;
DOMINGUES et al., 1999; RIGAMOTO; TYAGI, 2002), porém para Béez et al. (2002) e
Pline et al. (2002) estes testes refletem somente a integridade de estruturas celulares, como

nacleo e membrana plasmatica.

De acordo com Alexander (1980), os testes com solugdo de Alexander é capaz de
diferenciar grdos de polen abortados dos ndo abortados. Os gréos de polen abortados nao
possuem o nucleo e apenas a celulose contida na parede apresentara coloragdo. Assim, essa
solugdo pode ser considerada como uma ferramenta valiosa para 0s taxonomistas na

identificacdo de hibridos por eles ndo apresentarem nucleo alterado.

No Sudan 1V os gréos de polen de todos os acessos estudados reagiram positivamente
com o corante e o pélen apresentou coloracdo vermelha (Figura 10h), indicando que a
natureza histoquimica dos grdos de polen é lipidica. Quando corados com TTC, 0s acessos
estudados de pinhdo manso ficaram com uma coloracdo amarelada (Figura 10i), quando era
de se esperar uma coloragdo vermelha, indicando a presenca de enzimas desidrogenases
ativas. Isto provavelmente ocorreu em funcdo do tempo de exposicdo da reacdo do corante
com o pélen que foi de 4 horas, necessitando, portanto, de um tempo maior para avaliacdo de
24 horas, j& que nesse periodo ja foi constatado uma coloragdo avermelhada dos grdos de

polen.
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Tabela 6 - Porcentagem de viabilidade dos grdos de pélen de pinhdo manso em diferentes corantes

Genotipo Viabilidade (%)
Mato Grosso do Sul 8191a
Minas Gerais 77,20 b
Corantes

Carmim acético 89,0 a
Alexander 87,2a
TTC 72,2 b
Sudan IV 70,0 b
Média 79,58

CVv 5,98

Médias seguidas por mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Diversos autores argumentam que o teste de TTC é uma estimativa confiavel da
viabilidade polinica, sendo proxima aquela fornecida pelos testes de germinagdo in vitro
(BOLAT,; PILAK, 1999; MULUGETA et al., 1994). Além disso, o TTC é muito utilizado por
ser um método relativamente rapido e simples, muito embora alguns autores mencionem que
o TTC pode fornecer coloracdo semelhante aquela de gréos viaveis (HESLOP; HARRISON,
1970).

Os testes com os trés outros corantes (Alexander, carmim aceético, e sudan V), embora
sejam técnicas muito atrativas pela simplicidade e rapidez, superestimam fortemente a
viabilidade polinica quando comparados aos resultados obtidos com TTC e germinacdo in
vitro (KING, 1960; HESLOP-HARRISON; HESLOP-HARRISON, 1970; STANLEY;
LINSKENS, 1974; RODRIGUEZ-RIANO; DAFNI, 2000).

Uma consideragdo a ser feita é que foi observada a presenca de uma bolha lipidica
aderida a parede do gréo de polen (Figura 10h), sugerindo a presenca de pollenkit nos pélen
de pinhdo manso. O termo pollenkit refere-se a uma substancia presente na superficie do grédo
de pdlen contendo componentes volateis, atrativos para os polinizadores (TROLL, 1928), essa
substancia é altamente hidrofobica, homogénea, fica envolta da exina do pélen maduro, e
contém lipideos, carotenoides, flavonoides e acidos graxos, todos secretados pelas células do
tapetum (STANLEY; LINSKENS, 1974). De acordo com Lush (1999), os lipideos restringem

a perda de agua no estigma e nos graos de pdlen, devido a sua natureza hidrofdbica.
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Baéz et al. (2002), afirmam que quando o estigma é seco, como no caso de maméo, requer
substancias nos grdos de pdlen para umedecé-lo durante a interacdo polen x estigma
(RODRIGUES-GARCIA et al., 2003).

Chang-Wei et al. (2007) estudou a viabilidade do polen, receptividade do estigma e
caracteristicas reprodutivas e concluiu que, a vida atil da flor masculina é de cerca de dois
dias, e a viabilidade do polen é relativamente elevada, de nove horas apés o florescimento,
ficando baixa trinta e trés horas depois, e 0 pdlen praticamente ndo tem qualquer viabilidade

apos quarenta e oito horas.
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Figura 8 - Plantas de pinhdo manso em campo experimental de Jales (a e b), Charqueada (c) e na estufa do
laboratdrio (d); a - planta adulta de pinhdo manso, com todos os manejos culturais requerido; b -
mudas de pinhdo manso apds a emergéncia; c - inflorescéncia do Pinhdo manso coletadas na cidade de
Charqueada apresentando todas as flores fechadas, nota-se que a maioria das flores € masculina, as
flores femininas estdo circuladas em preto; d — flores abertas do pinhdo manso mostrando o seu
aspecto amarelo esverdeado
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Figura 9: Aspectos da morfologia floral de Jatropha curcas L, através do MEV (a-j), esteriomricoscopio (k) e
MO (I-o) a - vista geral da inflorescéncia no estadio inicial de desenvolvimento da inflorescéncia; b -
detalhe dos tricomas do tipo tectores unicelulares; c - presenca de estdbmatos na superficie das sépalas;
d — flor feminina e masculina presente ha mesma inflorescéncia; e - detalhe da flor masculina; f -
detalhe da flor feminina; g - flor apresentando as pétalas, o aparelho sexual masculino, e a presenca de
varios tricomas; h - flor do sexo feminino com ovério stpero, e nectarios em forma de disco; i -
detalhe dos filetes da flor masculina sendo que cinco sdo soldados e cinco estdo livres; j - antera
dorsifixa com graos de pélen aderidos; k - corte transversal mostrando ovario tricarpelar, trilocular e
triovular; | - corte histolégico mostrando uma flor prestes a se abrir com as sépalas, pétalas e o
androceu ja formado; m - flor mostrando as pétalas e sépalas ja formadas, a presenga de um meristema
floral e o aparecimento do primérdio dos carpelos (seta); n - flor em um dos estadios mais iniciais do
desenvolvimento apresentando somente as sépalas formadas e os primdrdios das pétalas; o- antera
bivalve, mostrando as células da epiderme, endoderme e poucas células do tapetum, mostrando gréos
de pélen praticamente formados, prontos para serem eliminados durante a antese pela abertura do
estdmio. (tr- tricoma; es- estdmatos; fm- flor masculina; ff- flor feminina; pe- pétala; an- antera; est-
estigma; ne- nectario; ov- ovario; fs- filete soldado; fl- filete livre; gp- grdo de poélen; ca- carpelo; lo-
I6culo; ol- dvulo; se- sépala; me- meristema floral; pc- primordio do carpelo; pp- primoérdio pétalas;

ta- tapetum; en- endotécio; ep- epiderme; em-estdmio
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Figura 10 - Aspectos do grdo de polen MEV (a e b) MET (d) ML (c, e-i) a - vista geral do grdo de pélen; b -
grdo de poélen mostrando o tipo de ornamentacdo da espécie (tipo-Créton) com &pice psilado
apresentando mucilagem, entre as subunidades; ¢ - gréo de pélen acetolizado; d - parte do gréo de
polen de onde foram retiradas as medidas para fins taxondmicos; e - grdos de p6len corados com a
solucdo de Carmin Acético para o teste de viabilidade; f - corados com a solugdo de Alexander; g -
ao lado de um grdo de pdlen vidvel apresenta-se um grdo de pdlen invidvel com sua parede esta
rompida e o conteddo celular extravasado; h - grdos de pélen corados com Sudan 1V mostrando que
em sua parede esta a secrecdo lipidica denominada de polenkitt(seta); i - grdos de polen corados com
solucdo tetrazolio
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5.6. CONCLUSOES

- Através dos estudos morfologicos notou-se que nao ha diferenca no desenvolvimento das
flores femininas e masculinas do pinhdo manso quando os acessos foram comparados (Minas
Gerais, Mato Grosso do Sul e Sdo Paulo) a qual seria utilizada na identificacdo dos diferentes
acessos presentes no Brasil. Outros estudos devem ser realizados para comparar se ha

diferenca entre 0s acessos nacionais e os internacionais;

- A descricdo detalhada dos érgdos florais podera ser utilizada em estudos posteriores para a

identificacdo e trabalhos de taxonomia envolvendo a espécie;

- O estudo dois, forneceu dados de viabilidade polinica de Jatropha curcas L. e avaliou a
validade de testes colorimétricos como estimativa de viabilidade polinica indicando que os
acessos Mato Grosso do Sul e Minas Gerais podem ser utilizados em programas de

melhoramento genético como parentais masculinos;

- Os testes com o0s corantes Alexander e carmim acético, sdo estimativas ineficientes de
viabilidade polinica, embora possam ser usados com eficacia para determinar componentes
celulares e a integridade do grdo de pélen. J& o TTC mostrou-se uma ferramenta confiavel
como estimativa répida de viabilidade polinica.
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