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RESUMO

BRESSAN, E. A. Variabilidade genética e estimativa da taxa de cruzamento do
pinhdo manso (Jatropha curcas L.) empregando marcadores moleculares. 2011.
208 f. Tese (Doutorado) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de
Séo Paulo, Piracicaba, 2011.

O pinhd manso é uma pequena arvore tropical que adquiriu importancia econémica
pelo conteldo de 6leo em suas sementes e pela possibilidade de sua utilizacdo para
producdo de biocombustivel. As sementes e 0 6leo do pinhdo manso séo tdxicos devido
principalmente a presenca de ésteres de forbol, o que dificulta a sua utilizacdo direta
para 0 consumo humano e também dos residuos para a alimentacdo animal. A falta de
programas de melhoramento e cultivares comerciais e problemas com pragas e doencas
estdo desestimulando o cultivo do pinhdo manso pelo mundo. Por se tratar de uma
espécie semi-domesticada, a utilizacdo de marcadores moleculares como ITS, PCR-
RFLP, microssatélites e TRAP poderia auxiliar nos estudos de diversidade genética,
visando o desenvolvimento de variedades adaptadas as necessidades dos agricultores. O
objetivo deste estudo foi caracterizar a variabilidade genética de acessos de pinhéo
manso depositados no Banco de Germoplasma da Universidade Federal de S&o Carlos,
além de possibilitar estudos sobre as relacdes entre as populagdes, centros de
diversidade e determinar o sistema reprodutivo da espécie. Os resultados sdo discutidos
destacando que a maior parte da diversidade encontra-se entre as populacgdes estudadas.
Os resultados derivados dos quatro marcadores utilizados corroboram que o centro de
diversidade da espécie possivelmente estd na América, com destaque para 0 México,
Brasil e Colémbia. Os resultados apontam também para a diferenciacdo genética dos
acessos atoxicos dos mexicanos quando comparados com 0s demais acessos toxicos de
pinhdo manso. Os marcadores microssatélites desenvolvidos indicam que o pinhdo
manso apresenta um sistema misto de reproducdo, combinando autofecundacdes,
apomixia e cruzamento entre individuos aparentados, o que pode explicar a menor
diversidade genética encontrada dentro das populacfes. Devido ao sistema misto de
reproducdo e aos acasalamentos correlacionados, a coleta de sementes de polinizacdo
aberta para fins de melhoramento ou conservagdo deve ser conduzida em um numero de
arvores acima de 100, visando garantir uma amostra estruturada.

Palavras-chave: Diversidade genética. Sistema reprodutivo. Marcadores moleculares.

Arvore tropical.






ABSTRACT

BRESSAN, E. A. Genetic variability and estimation of outcrossing rate of physic
nut (Jatropha curcas L.) using molecular markers. 2011. 208 f. Tese (Doutorado) —
Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sdo Paulo, Piracicaba,
2011,

Physic nut (Jatropha curcas L.) is a tropical tree that has acquired economic importance
for the content of oil in its seeds and the possibility of its use for biofuel production.
However, oil seeds and physic nut are toxic because of the presence of secondary
metabolites such as phorbol esters which makes its use directly for human consumption
and also its waste for animal feed difficult. The lack of commercial varieties and
problems with pests and diseases are making physic nut cultivation in the world
unattractive. The use of molecular markers such as ITS, PCR-RFLP, microsatellites and
TRAP can help in studies of genetic diversity, aimed at developing varieties adapted to
farmers needs. The aim of this study was to characterize the genetic variability of physic
nut accessions deposited in the Germplasm Bank of the ‘Universidade Federal de Sao
Carlos’, in addition to allowing studies on the relationship among accessions, centers of
diversity and reproductive system. Results are discussed highlighting that most diversity
is concentrated among populations. The four markers used indicated that the center of
diversity of this species is probably in America with emphasis on Mexico, Brazil and
Colombia. The microsatellite markers indicate that physic nut has a mixed system of
reproduction, combining self-pollinations, apomixis and crossing between related
individuals which may explain the small genetic diversity found within populations.
Due to the mixed system of reproduction and correlated mating, the collection of open-
pollinated seeds for plant breeding or conservation should be conducted in a number of

trees above 100 in order to ensure a structured sample.

Keywords: Genetic diversity. Mating system. Molecular markers. Tropical tree.
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1. INTRODUCAO

A bioenergia desponta como alternativa para reduzir o consumo do petréleo,
além de reduzir os problemas ambientais e favorecer a agricultura. O biodiesel surgiu
como uma alternativa ao 0leo diesel e se destacou durante a década passada por ser um
combustivel renovavel e biodegradavel. Paises como Alemanha, EUA, Brasil, Austria,
Franga, Italia, China e India, tém testado e avaliado o uso do biodiesel em larga escala.

Para a producdo do biodiesel, mais de 60 espécies vegetais tém sido avaliadas
quanto a qualidade do OGleo, produtividade e aproveitamento de residuos. O pinhdo
manso (Jatropha curcas L.) tem se destacado dentre as demais oleaginosas por ser
perene, possuir alto contetido de dleo de qualidade nas sementes, resisténcia a seca e
inicialmente por apresentar baixo custo de producao.

O pinhdo manso é uma espécie nativa das Américas, tendo sido introduzida em
diversas regiGes dos tropicos e subtrdpicos. Estima-se que mais de trés milhdes de
hectares de pinhdo manso ja foram implantados, destacando-se paises como a China,
india e o Brasil como maiores produtores. Contudo, mais recentemente houve uma
desaceleracdo na implantacdo de lavouras de pinhdo manso, pois a falta de pesquisa
basica na cultura estaria desestimulando o cultivo. A exploracdo do pinhdo manso para
producdo de biodiesel tem se esbarrado na baixa produtividade das lavouras devido a
inexisténcia de cultivares melhoradas geneticamente.

Em 2005, foi implantado um banco de germoplasma de pinhdo manso na
Universidade Federal de Sdo Carlos, Araras, SP, abrigando acessos brasileiros de
diversos Estados, além de acessos do Paraguai, México, Coldémbia, Republica
Dominicana, Tanzania, Camboja e variedades melhoradas para teor de 6leo da China.
Contudo, ndo se conhecem as relagbes entre os acessos, tornando a caracterizacdo
genética essencial para a conducdo e sucesso de programas de melhoramento genético
da espécie, podendo assegurar informac6es sobre as fontes de genes e sua utilizagdo

futura.
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1.1 Objetivos

Caracterizar a variabilidade genética dos acessos de pinhdo manso depositados
no banco de germoplasma de pinhdo manso da Universidade Federal de Sdo Carlos
estudando a diversidade e estrutura genética com o auxilio de marcadores moleculares,
além de determinar o sistema reprodutivo em uma populagdo base, utilizando

marcadores microssatélites.

1.2 HipoOteses

o A colecdo de germoplasma de pinhdo manso a ser avaliada apresenta
elevada diversidade genética, pois possui acessos provenientes de diversos paises;

. Os acessos brasileiros apresentam maior diversidade por estar contido no
centro de diversidade da espécie;

o O isolamento reprodutivo pode ter contribuido para o aumento da
distancia genética entre os acessos de outras partes do mundo e os brasileiros;

. A espécie apresenta sistema reprodutivo misto, pois existem plantas

isoladas produzindo sementes viaveis.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos botanicos do pinhdo manso

O pinhdo manso pertence a familia Euphorbiaceae que compreende 320 géneros
e cerca de 8000 espécies, distribuidas pelo mundo (WEBSTER, 1994). O género
Jatropha contém cerca de 175 espécies conhecidas (HELLER, 1996). O centro de
origem do género Jatropha ainda é incerto, mas acredita-se que seja originario das
Ameéricas e o Brasil aparece como centro de diversidade geogréafica, pois muitas
espécies encontram-se distribuidas pelo pais (HENNING; MITZLAFF, 1995; HELLER,
1996). Na atualidade, o pinhdo manso também se encontra disperso pela Asia, Africa e
Oceania (YAOWALAK et al., 2011).

Dentre as principais espécies destacam-se: Jatropha curcas L. (pinhdo manso),
J. elliptica, J. gossypiifolia, J. mollissima, J. multifida, J. podagrica e J. weddeliana.
Entretanto, somente 0 pinhdo manso produz sementes com interesse comercial para
producdo de dleo ou para uso medicinal (SUNITA et al., 2005; SUDHEER
PAMIDIMARRI et al., 2009ab). Muitas espécies apresentam apenas valor ornamental,
devido a variabilidade de tipos e formas de flores, folhas e caules (HELLER, 1996).

Linnaeus (1753) foi o primeiro autor a nomear o pinhdo manso como Jatropha
curcas em Species Plantarum (HELLER, 1996). O pinhdo manso sempre despertou o
interesse humano devido as caracteristicas do 6leo que produz, destacando-se a nao
emissdo de fumaca, cheiro, ser improprio para o consumo animal e de grande poder de
combustédo (SUJATHA; DHINGRA, 1993).

Segundo Cémara e Heiffig (2006), o pinhdo manso apresenta a seguinte
descricdo boténica: arbusto grande de crescimento rapido, podendo atingir trés metros
de altura, caule liso, com diametro aproximado de 20 cm, lenho mole e medula
desenvolvida, mas pouco resistente; as folhas séo verdes esparsas e brilhantes, largas e
alternadas, em forma de palma com trés a cinco lobulos e pecioladas. A espécie é
monoica, cujas flores femininas apresentam trés células elipticas, ovario com trés
carpelos, cada um com um léculo que produz um évulo com trés estigmas bifurcados e
separados, enquanto gque, as masculinas possuem dez estames, sendo mais numerosas e
situadas nas pontas das ramificacfes (SATURNINO et al., 2005). Na inflorescéncia do
pinhdo manso pode-se observar que as flores femininas variam de cinco a vinte e que

essas abrem em dias diferentes. A flor feminina da primeira bifurcacdo do cacho abre
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antes, depois véo se abrindo as situadas acima da primeira, o que forca a polinizagéo
cruzada ou xenogamica (SATURNINO et al., 2005; JUHASZ, et al., 2009). Raju e
Ezradanam (2002) estudaram a frutificacdo do pinhdo manso e relataram que em uma
inflorescéncia a proporc¢éo de flores femininas é de 1-5 flores para 25-93 masculinas e
que a abertura ocorre pela manha e a deiscéncia da antera ocorre uma hora apos a
abertura da flor. Os estigmas tornam-se receptiveis depois que a flor se abre e
permanecem assim por trés dias. Ja as flores ndo polinizadas caem no quarto dia,
enquanto as polinizadas permanecem, onde as sépalas e pétalas aumentam gradualmente
para protegerem o fruto até que alcance seu maximo desenvolvimento (SATURNINO et
al., 2005). Quanto aos polinizadores, Raju e Ezradanam (2002) observaram que na base
das flores femininas e masculinas existem glandulas elipticas produtoras de néctar
favorecendo assim a polinizacdo entomdfila. Os principais polinizadores sdo abelhas
(Apis mellifera), moscas, tripes e formigas (SATURNINO et al., 2005; RAJU;
EZRADANAM, 2002).

Segundo Aker (2007), o desenvolvimento do fruto é do tipo das Euphorbiaceas
como a mandioca, mamona e seringueira, onde os frutos fecundados continuam a
crescer depois da maturacdo dos primeiros frutos de um cacho. Os frutos séo do tipo
capsula trilocular, carnudos e amarelados quando maduros, contendo trés sementes
(SATURNINO et al., 2005). O fruto compde-se de 27,8% de casca, 26,2% de epicarpo e
46% de albumem e é nesta regido onde se encontra o maior teor de 6leo, podendo
chegar a 60,8% (BRASIL, 1985). O pinhdo manso é uma planta de ciclo perene que
pode produzir de 1 a 6 toneladas de 6leo por hectare dependendo da idade da planta,
comecando a produzir aos 10 meses e atingindo a sua plenitude de producdo por volta
do quarto ano, podendo chegar aos 50 anos produzindo (PEIXOTO, 1973).

O pinhdo manso apresenta raizes bem desenvolvidas, sendo a raiz principal
pivotante e em solos com baixa densidade a raiz pode chegar ao dobro do comprimento
da parte aérea (YE et al., 2009). A planta aborta suas folhas sob déficit hidrico ou frio, e
geralmente ocorre a frutificagdo anual. Aradjo e Ribeiro (2008) observaram, em
condicBes brasileiras, que a queda foliar ocorreu durante o periodo de estiagem e a
producdo de frutos maduros concentra-se de fevereiro a maio. Contudo, as informacoes
agrondmicas sobre a cultura ainda s@o escassas principalmente com relacdo ao
desenvolvimento de cultivares comerciais, ataques de pragas e patdgenos, entre outros

fatores que podem influenciar na produtividade agricola (KANT; WU, 2011).
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2.2 O pinhdo manso como uma cultura energética

A busca por 6leos para producdo de biocombustiveis despertou interesse por
varias oleaginosas, dentre as quais o pinhdo manso, que passou a ser considerado como
cultura candidata. Durdes e Laviolla (2009) destacam que o0 pinhdo manso se tornou
uma matéria prima atrativa para a producdo de biodiesel por apresentar elevado
potencial de rendimento de graos e 6leo, pois a produtividade do pinhd manso pode ser
de trés a quatro vezes superior a da soja.

O pinhdo manso se destaca também por ser uma cultura ndo alimentar por
possuir compostos toxicos como os ésteres de forbol, ou seja, seu 6leo € destinado a
producdo de biocombustivel. A espécie também possui caracteristicas compativeis com
a agricultura familiar, pois é perene, altamente dependente de médo de obra, além de
permitir o consorcio com outras culturas. Ye et al. (2009) apontam que o pinhdo manso
é uma planta versatil com certos atributos econémicos e ecolégicos, pois o0 balanco de
agua é favoradvel ao solo, uma vez que o indice de area foliar da planta é alto,
promovendo alta taxa de transpiracdo, porém diminuindo a evaporacgdo, retendo maior
quantidade de agua no solo.

No entanto, existem alguns desafios técnicos e cientificos para a insercdo do
pinhdo manso na matriz energética brasileira como a tecnologia de producdo e
produtividade da cultura, necessidade de conhecimentos cientificos, qualidade do 6leo
vegetal e aproveitamento da torta para a alimentacdo animal (DURAES; LAVIOLLA,
2009).

2.3 Distribuicao do pinhdo manso

O pinhdo manso é uma planta nativa das Américas, porém foi introduzido por
navegadores portugueses em 1783 nas ilhas do Arquipélago de Cabo Verde, alcancando
a Africa, e posteriormente a Asia (DURAES; LAVIOLLA, 2009). O pinh&o manso é
encontrado nas regiGes tropicais, temperadas e frias, sendo cultivado no Brasil,
Nicaragua, México, Cuba, india, China, Cabo Verde, Irlanda, Alemanha, Madagascar,
Malasia, Tailandia, Filipinas, dentre outros paises (HELLER, 1996).

Segundo estimativa do WWF (2008) as maiores areas de cultivo do pinh&o
manso encontram-se na Asia (85%), seguido da Africa (13%) e América (2%). No
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Brasil, os principais estados onde se cultivam o pinhdo manso sdo: Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul, Goias, Tocantins, Ceard, Piaui, Bahia, Minas Gerais e S8 Paulo
(DURAES; LAVIOLLA, 2009). Estima-se que ja foram implantados 50 mil hectares
de lavouras comerciais no Brasil (ROSADO et al., 2010). Contudo, os desafios técnicos
e cientificos sdo as maiores limitagdes da cultura, pois a falta de cultivares melhoradas
para a implantacdo das lavouras tem provocado o fechamento de grandes projetos que
utilizaram o pinhd manso como matéria-prima para a producdo de biocombustivel
(SANDERSON, 2009; KANT; WU, 2011).

2.4 Recursos genéticos vegetais

A pesquisa em recursos genéticos e melhoramento vegetal € uma das atividades
mais relevantes para o pais, tendo produzido resultados que contribuiram
significativamente para os principais ganhos qualitativos e quantitativos alcangados pela
agricultura brasileira nos ultimos anos (QUEIROZ; LOPES, 2007). O processo de
melhoramento genético é altamente dependente da amplitude da base genética
disponivel, que por sua vez é influenciada pelo acervo de recursos uteis disponiveis, na
forma de materiais coletados e caracterizados, mantidos nos bancos de germoplasma,
que sdo a base para o desenvolvimento de cultivares (FERREIRA et al., 2007). Os
trabalhos com recursos genéticos vegetais envolvem uma série de atividades como a
introducdo, coleta, caracterizacdo, avaliacdo, documentacdo, conservacdo e utilizacdo
do germoplasma (VENCOVSKY et al., 2007).

Segundo Allard (1970), a variabilidade genética disponivel nas espécies é
reconhecidamente ampla, tanto entre quanto dentro das populacgdes, e cada espécie pode
apresentar milhares de variantes; portanto é razoavel admitir que uma colecdo de
germoplasma, por maior que seja, € apenas uma pequena amostra da variabilidade total.

A variabilidade genética pode exercer um papel decisivo na sobrevivéncia das
especies, principalmente quando ocorrem alteracbes no ambiente determinando o
sucesso na restauracdo ecoldgica (ELLSTRAND; ELLAN, 1993). Desta forma, a
caracterizagdo da diversidade genética proporciona o melhor conhecimento do
germoplasma disponivel, além de ser essencial para as etapas posteriores de
desenvolvimento de materiais elites e para o desenvolvimento de estratégias de

conservacao da espécie.
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A diversidade genetica tem sido avaliada classicamente por meio da analise do
fenétipo do organismo, e nas plantas, pela mensuragdo de caracteristicas
agromorfologicas. A diversidade genética pode também ser avaliada pela mensuragédo
da variacdo molecular, especificamente de seqiéncias de moléculas que carregam
informagdes genéticas, como 0 DNA (FERREIRA et al., 2007).

A detecgéo de polimorfismo de sequéncia de DNA entre acessos de uma colegao
de germoplasma é revelada por técnicas que permitem a deteccdo de mutacdo de ponto,
como insercdo e delecdo na regido do genoma analisada. Essas técnicas sdo conhecidas
como marcadores moleculares, pois, além de revelarem polimorfismo de sequéncia de
DNA entre o0s acessos estudados, o sitio do genoma pode ser também utilizado como
ponto de referéncia no cromossomo, extremamente util em diferentes estudos genéticos
como mapeamento, gendmica comparativa e isolamento de genes (FERREIRA et al.,
2007).

2.5 Marcadores moleculares

Os marcadores moleculares podem ser definidos como qualquer fendtipo
molecular derivado de um polimorfismo de sequéncia de DNA, referente a um sitio
conhecido ou anonimo do genoma (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). Para que
um marcador molecular seja considerado um marcador genético ele deve possuir um
comportamento mendeliano, onde os alelos de cada loco segregam na meiose e que 0sS
alelos de locos distintos sdo herdados de forma independente (FERREIRA et al., 2007).

Vaérios tipos de marcadores moleculares estdo disponiveis para analisar a
diversidade genética, onde cada método oferece tipos diferentes de informacdo. Sendo
assim, a escolha do método apropriado vai depender da pergunta bioldgica que se

pretende responder.

2.5.1 Marcadores Internal Transcribed Spacer (ITS) do gene ribossomal (rDNA)

O DNA ribossomal (rDNA) é a regido do genoma que codifica 0s componentes
do RNA dos ribossomos (rRNA). O loco do rDNA ¢ constituido por trés genes (18S,

5,8S e 25S), que codificam o rDNA final e dois espagadores transcritos mas nao
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codificadores (ITS1 e ITS2) (BOONRUANGROD et al., 2009). Estima-se que o
namero de conjunto de genes para rRNA em milho (Zea mays L.) varie entre 3.000 e
9.000 cépias (GRAUR; LI, 2000).

Em geral, as regides codificadoras de rDNA evoluem lentamente e sdo altamente
conservadas, possibilitando a sua utilizagdo em niveis hierdrquicos mais elevados
(COOKE et al., 2000). Ja os espagadores internos transcritos (ITS — Internal
Transcribed Spacer) evoluem rapidamente, apresentando alto polimorfismo, o que os
tornam interessantes nos estudos filogenéticos de géneros e espécies (BALDWIN et al.,
1995; FERREIRA; SOUZA-CHIES, 2005). As muitas copias do rDNA sdo mantidas
similares entre si através do processo chamado evolugdo em concerto (ALVAREZ;
WENDEL, 2003). A evolugdo em concerto € um processo biolégico abrangente, onde a
maioria das familias génicas repetitivas estudadas até o0 momento sofre sua agéo, que se
da através dos mecanismos de recombinacdo do DNA, reparo e replicacdo, como o
crossing over desigual, entre as unidades de repeticdo e conversdo génica (ALVAREZ;
WENDEL, 2003). Entretanto, existem registros em que o rDNA nao evolui em concerto
e que algumas cépias podem divergir, tornando-se pseudogenes (HARPKE;
PETERSON, 2006). A ndao homogeneizacdo das copias pode ser detectada pelo alto
contelido de adenina e timina nas sequéncias, taxas elevadas de substituicdo e grande
ndmero de indels em motivos estruturais conservados e estrutura do RNA com menor
estabilidade termodinamica (HARPKE; PETERSON, 2006).

A amplificacdo, restricdo e seqlienciamento da regido ITS tém sido utilizadas
com sucesso para a caracterizacdo da diversidade genética, analises filogenéticas e
estudos taxondmicos (HSIAO et al., 1994; AKAGI et al.,, 1997; CORDEIRO et al.,
2003; NWAKANMA et al., 2003; SHU-PING et al., 2007; BECHARA et al., 2010;
FUKUNAGA et al., 2011). Para o pinhdo manso, Sudheer Pamidimarri et al. (2009a)
utilizaram sequéncias do DNA ribossomal (ITS) para analisar filogeneticamente o
género Jatropha.

25.2 Marcadores Microssatélites

O desenvolvimento dos marcadores microssatélites (SSR) permitiu 0 uso mais
consistente dos marcadores moleculares, pois apresentam maior conteudo informativo

por loco génico entre todas as classes de marcadores, além de avaliar rapidamente um
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grande namero de individuos para um grande nimero de locos em pouco tempo (WU;
TANKSLEY, 1993; GRATTAPAGLIA, 2001).

Os marcadores microssatélites sdo 0s que mais se aproximam do método ideal
para os estudos de genética de populacdes, constituindo uma ferramenta Gtil na anélise
populacional, construgdo de mapas genéticos, analise de paternidade, fluxo génico,
diagndsticos de doengas, estudos ecolégicos e biologia da conservacdo (CHASE et al.,
1996; RAFALSKI et al., 1996). Os microssatélites consistem de sequéncias curtas de 1
a 6 nucleotideos repetidas em linha (tandem), encontrados frequentemente e
aleatoriamente em todos os DNAs nucleares eucarioticos examinados (OLIVEIRA et
al.,, 2006). Sdo considerados ideais para estudos em plantas por possuirem
caracteristicas desejaveis, como distribuicdo ao acaso, codominancia dos alelos, locos
multialélicos, amplificados via PCR e uma vez desenvolvidos os iniciadores, estes
podem ser compartilhados entre as instituicoes de pesquisa (SUGANUMA; CIAMPI,
2009).

Segundo Eisen (1999), os microssatélites apresentam alta taxa de mutacéo,
variando de 10 a 10 por geracéo, sendo que a maioria das mutaces sdo ocasionadas
por alteracbes no nimero das unidades repetitivas. Acredita-se que a instabilidade
surge através de um mecanismo especifico de mutacdo chamado slippage
(deslizamento) da DNA polimerase que ocorre durante a replicacdo do DNA e conduz
ao aumento ou a diminuicdo do nimero de repeticdes. Outro motivo pela qual a taxa de
mutacdo é alta nos microssatélites ¢ devido ao fendbmeno de crossing-over desigual,
causado pelo pareamento erroneo destas seqiiéncias durante os quiasmas.

A distribuicdo preferencial nas regibes ndo codificadoras protegem o0s
microssatélites da acdo da selecdo natural, tornando-os seletivamente neutros e muito
Uteis para os estudos de genética de populacdes (EISEN, 1999). A desvantagem resulta
do custo para a identificacdo dos microssatélites e para desenvolver iniciadores
especificos (CHEN, 1997).

Para o desenvolvimento de iniciadores especificos, pode ser empregada a técnica
de bibliotecas genémicas (SNUSTAD; SIMMONS, 2001). Entretanto, as mesmas
podem resultar em baixa eficiéncia, pois 0 numero de clones contendo microssatélites
pode variar de 0,04% a 12% (ZANE et al., 2002). A técnica mais utilizada para
isolamento de microssatélites e que resulta em maior eficiéncia é o método de
bibliotecas enriquecidas, tais como as descritas por Kijas et al. (1994) e Billote et al.
(1999).
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Os métodos de enriquecimento oferecem maior eficiéncia na captura de
microssatélites devido a obtencdo de grandes quantidades de clones contendo regifes
em tandem (BILLOTE et al., 1999). Varios grupos de plantas de interesse agronémico
tiveram seus iniciadores de microssatélites desenvolvidos a partir de bibliotecas
gendmicas enriquecidas, como eucalipto (BRONDANI et al., 1998), cana-de-acucar
(CORDEIRO et al., 2000), arroz (BRONDANI et al., 2001), palmito (GAIOTTO et al.,
2001), banana (CRESTE et al., 2003, 2006) e feijao (CARDOQOSO et al., 2008). Outra
metodologia estratégica para o desenvolvimento de marcadores microssatélites € a
obtengédo de Etiquetas de Sequéncias Expressas (ESTs), sendo utilizada para cana-de-
aclcar (FIGUEIREDO et al., 2001), eucalipto (FALCAO et al., 2004) e café (PINTO,
2006). Gomes (2009) identificaram ESTs relacionadas com as vias de biossintese de
acidos graxos, para gerar marcadores de DNA e mapear genes estrategicamente ligados
ao desenvolvimento das sementes do pinhdo manso.

Devido ao alto grau de polimorfismo, os microssatélites tém sido empregados
com sucesso em diferentes situacGes da area vegetal, como os estudos do sistema
reprodutivo, fluxo génico e estrutura genética em Pithecellobium elegans (CHASE et
al., 1996), Caryocar brasiliense (COLLEVATTI et al., 2001), Euterpe edulis
(GAIOTTO et al.,, 2003), Eugenia dysenterica (ZUCCHI et al., 2003), Theobroma
grandiflorum (ALVES et al., 2003), Oryza glumaepatula (KARASAWA et al.,
2007ab), Theobroma cacao (SILVA etal., 2011) .

2.5.3  Marcadores Target Region Amplified Polymorphism (TRAP)

Hu e Vick (2003) desenvolveram uma técnica rapida e eficiente baseada em
PCR, que utiliza ESTs para gerar marcadores polimarficos ao redor de genes candidatos
alvos. Este marcador denominado de polimorfismo de amplificacdo de regibes alvo
(TRAP) utiliza dois iniciadores para gerar nucleotideos, sendo um dos iniciadores fixo
desenhado a partir de uma sequéncia alvo de interesse a partir de ESTs, amplificando
sequéncias parciais do gene candidato, e o segundo, arbitrario, com 3 a 4 nucleotideos
rico em AT ou GC em seu nucleo, para anelar com introns e exons, amplificando as
demais regides do gene candidato. A reacdo de amplificacdo por PCR geralmente
produz fragmentos de DNA entre aproximadamente 50-1000 pb que devem ser

separados por eletroforese em géis de 7% poliacrilamida.
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Esta técnica tem sido utilizada tendo como alvos genes que governam
caracteristicas agrondmicas de interesse e apresenta grande potencial, por agregar as
vantagens: alta reprodutibilidade, simplicidade e capacidade de produzir padrdo de
bandas semelhantes a técnica de AFLP (HU; VICK, 2003). Hu et al. (2005) ressaltam
que essa técnica é Util para a genotipagem de colecGes de germoplasma e genes
responsaveis por caracteristicas agrondmicas desejaveis em plantas cultivadas. Os
mesmos autores estudando a diversidade genética em alface (Lactuca sativa L.)
verificaram que a técnica TRAP foi eficiente para separar as cultivares, bem como o
relacionamento evolutivo das espécies, sendo consistente com os resultados anteriores
obtidos por outras técnicas, como RFLP.

A técnica TRAP tem sido aplicada com sucesso nos estudos de mapeamento do
genoma do girassol (HU, 2006), bem como na diversidade genética de populacGes de
cana-de-acucar (ALWALA et al., 2006), em Spinacia oleracea L. (HU et al., 2007) e
Lactuca sativa L. (SIMKO; HU, 2008).

2.6 Determinacéo do sistema reprodutivo

As plantas sdo organismos sésseis, sendo assim, desenvolveram estratégias para
alcancar o sucesso reprodutivo como flores e frutos capazes de atrair polinizadores e
dispersores de sementes, para manter altos niveis de variacdo genética dentro das
populacdes com pouca diferenciacdo genética entre as mesmas (HAMRICK; GODT,
1989; GHANZOUL, 2005). Assim, a estrutura genética das populacdes esta
intimamente relacionada ao fluxo génico, que é definido como 0 movimento de genes
em populacdes, incluindo assim o movimento dos gametas, propagulos e individuos que
trocam genes (NEIGEL, 1997).

O fluxo génico tem sido amplamente discutido devido a sua magnitude e
influéncia na genética das populacdes, pois se contrapde aos efeitos da deriva genética,
permitindo a homogeneizacéo das frequéncias alélicas. Em plantas, a transferéncia de
genes pode ocorrer pelo movimento de organismos individuais (sementes, rizomas e
estolBes), como através do movimento de gametas (pdlen) (ZUCCHI, 2002).

O fluxo génico pode ser quantificado por métodos diretos e indiretos. A
utilizacdo de corantes, marcadores morfologicos e analise de paternidade fornecem

informacgdes recentes (diretas) sobre o fluxo génico, enquanto que a anélise da estrutura
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genética de populagbes como as estimativas de Fsr, alelos privados e correlagdo
espacial relacionam as trocas ocorridas durante a evolucao da espécie (ZUCCHI, 2002).

Desta forma, abordagens mais precisas como a analise de paternidade, onde
locos génicos sdo utilizados para identificar 0 mais provavel pai de um conjunto de
candidatos, fornecem informagOes mais precisas sobre o sucesso reprodutivo dos
individuos e a magnitude do fluxo génico dentro de uma populacdo (ROBLENDO-
ARNUNCIO; GIL, 2005).

O sistema reprodutivo se destaca na determinacdo da variacdo existente entre
espécies em relagdo a estrutura genética, pois afeta a composicdo génica e a dindmica
das populagbes (RITLAND; JAIN, 1981). O sistema reprodutivo refere-se a forma
como um individuo, populacdo ou espécie transfere suas informacGes genéticas de uma
geracdo para a outra, podendo ser assexuado ou sexuado. Na reproducao assexuada nédo
existe a participacdo de gametas, porém a descendéncia é gerada a partir de tecidos de
um Unico organismo somente por divisdes mitdticas e, portanto, os individuos possuem
a mesma constituicdo genética. A reproducdo assexuada pode ser dividida em
reproducédo vegetativa ou apomitica.

Na reproducdo sexuada, dois individuos produzem gametas que se fundem e
formam um zigoto dando origem a uma descendéncia com diferentes genotipos
(FINKELDEY, 2005). Em espécies sexuais, o sistema reprodutivo pode ser classificado
como autogamia, alogamia ou misto (GOODWILLIE et al., 2005). A autogamia ocorre
a partir da fusdo gametas masculinos e femininos de uma mesma flor. Ja a alogamia
envolve o cruzamento entre diferentes individuos, bem como a transferéncia de pélen
entre diferentes flores, que podem ser de uma mesma planta (gitonogamia) ou ndo. No
sistema misto os dois processos anteriores sdo detectados, com predominancia de um
deles (GOODWILLIE et al., 2005). Além disso, a capacidade da espécie vegetal
produzir flores contendo ambos os sexos (hermafroditismo), ou flores unissexuais no
mesmo individuo (monoicia) ou individuos com sexos distintos (dioicia). As espécies
diodicas so se reproduzem por alogamia, enquanto que nas mondicas, a separacao entre
0s sexos dentro de um mesmo individuo, favorece a fertilizagdo cruzada, mas nédo
impede a autofecundacédo. Ja nas plantas hermafroditas € possivel ocorrer misturas de
cruzamentos e autofecundagdo. Dessa forma, o modo de reproducdo tem um efeito
marcante na estrutura genética das popula¢des (FINKELDEY, 2005).

O estudo do sistema reprodutivo nas plantas permite estimar a taxa de

cruzamento entre individuos e determinar 0 modo de transmissdo dos genes de uma
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geragdo para outra, permitindo delinear estratégias que maximizem a amostragem da
variabilidade genética e indicando modelos genético-estatisticos apropriados para o
manejo racional dos recursos genéticos de uma espécie em programas de melhoramento
e conservacdo genética (HAMRICK; LOVELLESS, 1986; BROWN, 1990; SEOANE et
al., 2000).

O sistema reprodutivo pode ser avaliado atraves da observacdo dos cruzamentos,
comportamento dos agentes polinizadores e biologia floral e dos resultados de
experimentos de polinizacdo controlada. Esses métodos fornecem indicacdes sobre o
sistema reprodutivo de uma espécie, porém ndo permitem uma medida direta do sucesso
reprodutivo das populacgdes (PAIVA et al., 1994).

O sistema reprodutivo também pode ser avaliado por marcadores genéticos
morfoldgicos, que teve seu auge nas décadas de 1950 a 1980 (SILVA et al., 2003). Os
trabalhos eram basicamente limitados para as espécies de interesse econémico, nas
quais os marcadores morfoldgicos estavam disponiveis (BROWN et al., 1989). Os
estudos apresentavam a mesma metodologia utilizando um carater monogénico, com
herancas genéticas dominante, cujo fenotipo das duas classes fosse de facil distincéo.
Essa forma de avaliacdo do sistema reprodutivo foi e é muito utilizada por apresentar
baixo custo de implantagdo, facil manipulacdo experimental e de andlise dos dados
(SILVA etal., 2003).

A substituicdo dos marcadores morfologicos por moleculares se deve pelas
informacBes geradas sobre o genoma das plantas, pois permitem uma medida direta do
sucesso reprodutivo de uma espécie (PAIVA et al., 1994). Com o desenvolvimento dos
marcadores moleculares, diversos parametros passaram a ser estimados com sucesso,
como sistema reprodutivo, padrdes de cruzamento e a dindmica dos processos
microevolucionarios (RITLAND; JAIN, 1981). Ritland (1983) afirma que o método
mais preciso para estudar o sistema reprodutivo de uma espécie é obtido pelo exame de
padrdes de segregacdo de progénies derivadas de um gendtipo materno conhecido.
Sendo assim, um experimento feito com progénies de polinizacdo aberta e seu
respectivo genétipo materno genotipados com marcadores codominantes podem
fornecer informacgfes precisas quanto ao sistema reprodutivo de uma espécie
(OLIVEIRA et al., 2002).

Diversas espécies brasileiras tiveram seu sistema reprodutivo estudados
utilizando marcadores codominantes. Os marcadores isoenzimaticos foram utilizados

nos estudos de Genipa americana (SEBBENN et al.,, 1998), Cariniana legalis
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(SEBBENN et al., 2000), Esenbeckia leiocarpa (SEOANE et al., 2001), Copaifera
langsdorfii (OLIVEIRA et al., 2002) e Senna multijuga (RIBEIRO; LOVATO, 2004).
Os marcadores microssatélites foram utilizados nos estudos de Caryocar brasiliense
(COLLEVATTI et al.,, 2001), Theobroma grandiflorum (ALVES et al.,, 2003),
Araucéria augustifolia (BITTENCOURT; SEBBENN, 2007) e Theobroma cacao
(SILVA et al., 2011).

Para o pinhdo manso, o sistema reprodutivo foi estudado por meio de medidas
indiretas como observacdo dos cruzamentos, comportamento dos agentes polinizadores,
morfologia e biologia floral e dos resultados de experimentos de polinizacéo controlada
(HELLER, 1996; RAJU; EZRADANAM, 2002; BHATTACHARYA et al., 2005;
CHANG-WEI et al., 2007; JUHASZ et al., 2009; LUCENA et al., 2010; LUO et al.,
2007; PEREIRA et al., 2011). Os autores relatam que o desenvolvimento dos frutos
pode ocorrer por autofecundacdo, gitonogamia, porém a xenogamia é favorecida pela
falta de sincronismo na abertura de flores femininas e masculinas na mesma
inflorescéncia. Este padrdo desuniforme de abertura das flores femininas e masculinas

favorece a fecundacéo cruzada.
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3. PRESERVACAO DE TECIDOS FOLIARES DE PINHAO MANSO PARA
EXTRACAO DE DNA GENOMICO

Resumo

A qualidade do DNA genoémico extraido de tecidos vegetais é um fator determinante
para o bom desenvolvimento das técnicas moleculares. O pinhdo manso é uma planta
que possui em seus tecidos, latex, compostos polifenolicos e polissacarideos que podem
interferir nos procedimentos de isolamento de DNA, e consequentemente nas reagdes de
restricdo, amplificacdo e clonagem. Varios metodos de extracdo de DNA gendémico
foram desenvolvidos para o pinhdo manso, contudo os procedimentos de coleta e
preservacao dos tecidos vegetais sdo muitas vezes ineficientes para a extracdo do acido
nucléico de qualidade. O objetivo desse trabalho foi desenvolver um método simples e
de baixo custo para amostragem dos tecidos, visando extracdo de DNA gendmico com
qualidade para estudos moleculares. O método utiliza o etanol como solucéo de fixagédo
e preservacdo do material genético em folhas recém expandidas de pinhdo manso. A
qualidade do DNA genomico foi avaliada por eletroforese em gel de agarose e a
clivagem pela endonuclease EcoRl. Com relacdo ao rendimento da extracdo, a
concentracdo de DNA foi determinada por fluorimetria e espectrofotometria. As
amostras de tecidos foliares foram processadas através das técnicas de microscopia de
luz e eletrbnica de transmissao, visando verificar a integridade do DNA genémico apds
exposicdo ao etanol. O etanol se mostrou extremamente eficiente na conservacgdo de
amostras por um periodo de até 30 dias, permitindo a extracdo de DNA gendmico de
qualidade. Esta tecnologia se mostra potencialmente promissora para a coleta e
conservacao de materiais bioldgicos obtidos em regides distantes daquela onde serdo
realizadas as analises, como também para auxiliar instituicdes de ensino com recursos

limitados por todo o pais.

Palavras-chave: Coleta e conservacdo de tecidos. Etanol. DNA gendmico.
Microscopia.
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Abstract

The quality of genomic DNA extracted from plant tissues is a determining factor for the
successful development of molecular techniques. Physic nut is a plant that has in its
tissues, polysaccharides and polyphenolic metabolites that can interfere with DNA
isolation procedures, and consequently the restriction reactions, amplification and
cloning. Various methods of extraction of genomic DNA were developed for Jatropha,
however the procedures for collection and preservation of plant tissues are often
inefficient for the extraction of nucleic acid quality. The aim of this study was to
develop a simple and inexpensive method to sample tissue, in order to extract genomic
DNA of good quality for molecular studies. The method uses ethanol as a solution for
fixation and preservation of genetic material in newly expanded leaves of Jatropha. The
quality of genomic DNA was assessed by agarose gel electrophoresis and cleavage by
the endonuclease EcoRI. Regarding the yield of extraction, DNA concentration was
determined by fluorimetry and spectrophotometry. Leaf tissue samples were processed
through the techniques of light microscopy and transmission electron microscopy, in
order to verify the integrity of genomic DNA after exposure to ethanol. Ethanol has
proven extremely effective in the conservation of samples for a period of 30 days,
allowing the extraction of good quality genomic DNA. This technology has shown
promising potential for the collection and preservation of biological materials obtained
in regions distant from that where the analysis will be performed, but also to assist

educational institutions with limited resources across the country.

Keywords: Collection and preservation of tissues. Ethanol. Genomic DNA.
Microscopy.
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3.1 Introducéo

Técnicas moleculares sdo utilizadas para determinacdo da diversidade genética
existente em populagdes naturais ou mesmo em colecGes de germoplasma (SLOTTA et
al., 2006; REUSCH, 2006). Estes estudos exigem o isolamento do DNA gendmico de
um grande numero de amostras, exigindo muitas vezes a coleta de tecidos em locais
distantes, 0 que impede o processamento imediato das amostras (BHATTACHARJEE
et al., 2009). Desta forma, o desenvolvimento de técnicas adequadas para a coleta e
preservacdo de amostras € essencial para o bom desenvolvimento das técnicas
moleculares.

Muitas técnicas de preservacdo de tecidos tém sido descritas nos Gltimos anos,
tais como a secagem das amostras a temperatura ambiente ou em estufas,
criopreservacao com gelo seco ou nitrogénio liquido, liofilizacdo, solu¢des tampdes ou
com silica gel (KILPATRICK, 2002; WEHAUSEN et al., 2004; REUSCH, 2006),
porém, muitos desses produtos ndo estdo disponiveis nos locais de coleta. A alteracdo
na qualidade do DNA gendmico, quando utilizadas técnicas inadequadas de preservacao
das amostras, que acabam sofrendo a acédo de polifenais.

A presenca de compostos secundarios em tecidos vegetais, tais como
polissacarideos, latex, resinas, ou excesso de compostos fendlicos dificulta a obtencédo
de DNA com a pureza necessaria para procedimentos como a clivagem, amplificacdo e
clonagem (DHAKSHANAMOORTHY; SELVARAJ, 2009). Dentre as espécies
tropicais, as Euphorbiaceas se destacam pela presenca de polifendis, grande quantidade
de polissacarideos e latex, que afetam a qualidade e quantidade do DNA gendmico
extraido de tecidos foliares. O pinh&o manso é nativo da América tropical, amplamente
disseminado pelo mundo devido & caracteristica de produzir dleo e metabdlitos
secundarios com propriedades de interesse para as inddstrias de biocombustiveis e
farmacéutica (SATURNINO et al., 2005). Contudo, as informacfes agronémicas sobre
a cultura ainda sdo escassas, principalmente com relagdo ao desenvolvimento de
cultivares comerciais. A analise de polimorfismo de DNA esta sendo utilizado para se
conhecer a diversidade genética existente, visando a conservagdo da espécie, como o
planejamento adequado de programas de melhoramento genético, visando obter

materiais produtivos.
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Vérias metodologias para a extracdo do DNA gendmico do pinhdo manso ja
foram utilizadas por Basha e Sujatha (2007), Ganesh et al. (2008), Ranade et al. (2008),
Kumar et al. (2009), Sudheer Pamidimarri et al. (2009) e Dhakshanamoorthy e Selvaraj
(2009), visando eliminar os compostos fendlicos e os polissacarideos, capazes de
prejudicar a qualidade dos &cidos nucleicos e reduzir o rendimento e a pureza da
molécula. De forma geral, as metodologias de extracdo de DNA genémico para pinhdo
manso baseiam-se nos trabalhos de Dellaporta et al. (1983) e Doyle e Doyle (1990),
com pequenas adaptacoes.

Basha e Sujatha (2007) e Sudheer Pamidimarri et al. (2009) trataram os tecidos
foliares de pinhdo manso com nitrogénio liquido e para a extracdo do DNA utilizaram o
método proposto por Doyle e Doyle (1990) com pequenas modificacdes. Ganesh et al.
(2008) e Kumar et al. (2009) utilizaram folhas frescas também tratadas com nitrogénio
liquido e para a extracdo do DNA o método proposto por Dellaporta et al. (1983).
Ranade et al. (2008) utilizaram nitrogénio liquido e para a extracdo do DNA o kit
DNeasy 96 Plant (Qiagen, USA). Diferentemente, Dhakshanamoorthy e Selvaraj (2009)
propuseram uma metodologia simples que visava isolar DNA utilizando o tratamento
dos tecidos foliares de pinhdo manso com 96% etanol por um periodo de 1 h na fixacao
das folhas, ao inves de imergir a amostra em nitrogénio liquido.

O objetivo do trabalho foi avaliar a utilizacdo de solucdo de etanol para fixagéo,
transporte e armazenamento de folhas de pinhdo manso, por um periodo de até 30 dias e

verificar a qualidade e o rendimento do &cido nucléico apds o processo de extracao.

3.2 Material e Métodos

3.2.1 Materiais vegetais

Trés acessos de pinhdo manso (Jatropha curcas L.), ‘JC43’, ‘JC76 ¢ ‘JC203’,
foram escolhidos aleatoriamente no banco de germoplasma do Laboratdrio de Fisiologia
Vegetal e Cultura de Tecidos da Universidade Federal de S&o Carlos, Araras — SP e
tiveram suas folhas recém expandidas coletadas. Os trés acessos sdo originarios do
Brasil, sendo ‘JC43° de Montes Claros de Goids - GO (populagdo 12), ‘JC76’ de
Uberlandia — MG (populagao 14), e ‘JC203’ de Irecé - BA (populagédo 23) (Anexo A).
Uma parte dos tecidos foi armazenada em tubos tipo Falcon de 15 mL com etanol 96%
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(8 mL) e a outra parte em tubos tipo Falcon de 15 mL com nitrogénio liquido. Trés
repeticGes de cada tratamento foram processadas no mesmo dia, logo apds a coleta,
enquanto que o restante foi processado 30 dias apds. O material mantido em etanol
ficou em temperatura ambiente, enquanto que as amostras com nitrogénio liquido foram

armazenadas em biofreezer a -80°C.

3.2.2  Microscopia de Luz (ML) e Eletronica de Transmissdo (MET)

Foram coletadas amostras foliares armazenadas em 96% etanol bem como
amostras controles referentes a tecidos foliares frescos recém coletados (Figura 3.1). As
amostras foram fixadas em solucdo de Karnovsky (1965) modificado (2% glutaraldeido,
2% paraformaldeido, 5mM de CaCl, em tampédo 0,05M cacodilato de sodio [pH 7,2]
por 48 h). Posteriormente, as amostras foram lavadas em tampéao 0,1M cacodilato de
sodio e fixadas por 1 h em temperatura ambiente com 1% tetroxido de dsmio sob o
mesmo tampdo. A desidratatacdo foi realizada em série crescente de acetona em agua
(30% - 100%), sendo entdo infiltradas e incluidas em resina Spurr por 48 h. Os cortes
semifinos (120 - 200 nm) foram coletados em laminas de vidro, corados com 2% azul
de toluidina em &gua por 5 min, lavadas em agua destilada e secas ao ar. Os cortes
foram montados permanentemente em resina Entellan, observados e documentados
através de um microscépio de luz na posicdo vertical (Axioscop 2, Zeiss, Jena,
Alemanha). Secc6es ultra-finas (60 - 90 nm) foram coletadas em grades de cobre (300
mesh) e coradas com 2,5% acetato de uranila seguido de citrato de chumbo segundo
Reynolds (1963).

Os cortes foram observados em 50 kV utilizando microscopio eletrénico de

transmissédo (Zeiss, EM 900, Alemanha Ocidental) sendo as imagens digitalizadas.
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Figura 3.1 - Folhas recém expandidas de pinhdo manso utilizadas para a extracdo de
acidos nucléicos: C — controle — folha fresca; T1 — folha mantida em 96%
etanol absoluto por 1 hora; T2 — folha mantida em 96% etanol absoluto por
30 dias a temperatura ambiente

3.2.3  Extragdo de DNA

A extracdo do DNA foi realizada como descrito por Sereno et al. (2006), com
pequenas modificagdes. Tecidos foliares (50 mg) foram homogeneizados e transferidos
para microtubos de 1,5 mL contendo 650 pL de tampao de extragdo, composto de 2%
Brometo de Cetil Trimetil Amonio (CTAB); 1,4 M NaCl; 100 mM Tris-HCI (pH 8,0);
20 mM de Acido Etilenodiamino Tetra-Acético (EDTA); 1% Polivinilpolipirrolidona
(PVPP):; 0,2% de B-mercaptoetanol; 0,1 mg.mL™ Proteinase K. Os tubos com as
amostras foram homogeneizados por inversdo e incubados a 55° C por 60 min. Logo
apos, foram adicionados 600 pL de solugdo cloroformio — alcool isoamilico (24:1, v/v).
As misturas foram centrifugadas a 12.000 g por 5 min. Apos a centrifugacdo foram
adicionados aos sobrenadantes 600 pL de cloroformio — lcool isoamilico (24:1, v/v) e
200 pL de tampdo de extragao sem -mercaptoetanol e Proteinase K. As misturas foram
novamente centrifugadas a 12.000 g por 5 min. Os extratos passaram por mais uma

extracdo organica, seguindo os passos da etapa anterior. As fases aquosas foram
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transferidas para novos microtubos, 600 pL. de isopropanol absoluto gelado foi
adicionado em cada amostra e as solugdes foram incubadas a -20°C por 1 h.
Posteriormente, procedeu-se a centrifugacdo a 12.000 g por 5 min, descartando a fase
liquida das amostras. Os pellets com DNA foram lavados com 1 mL de alcool 70% e
ressuspendidos em 30 uL. de TE (10 mM Tris-HCI, pH 8,0; 1 mM de EDTA, pH 8,0),
contendo 10 pg.mL™* RNAse.

3.24  Qualidade e restricdo de DNA genémico

A qualidade do DNA genémico foi avaliada por eletroforese em gel 0,8%
agarose revelado com SYBRgold (Invitrogen, Molecular Probes, Eugene, Oregon,
EUA). Posteriormente, foi realizada a digestdo de 1 pug do DNA genémico com 10 U

da endonuclease de restricdo EcoRlI.

3.25  Quantificacdo do DNA gendmico

A concentracdo do DNA total extraido foi determinada por fluorimetria (DyNA
Quant 2000 Fluorometer, Amersham Biociences, Buckinghamshire, Reino Unido). A
amostra de DNA também foi quantificada em espectrofotdmetro NanoDrop 2000
(Thermo Scientific, Wilmington, USA).

3.2.6  Amplificacdo e analise das regibes ITS

Para a amplificacdo das regiGes de ITS foram utilizados os iniciadores: ITS1-
18S: CGTAACAAGGTTTCCGTAGG e ITS4: TCCTCCGCTTATTGATATGC de
acordo com White et al. (1990). As reacOes de amplificacdo foram realizadas em um
volume de 20 pL, contendo 25 ng de DNA; 10X Tampdo da Tag com KCI [100 mM
Tris-HCI (pH 8,8); 500 mM KClI; 0,8% Nonidet P40]; 100 uM de cada dNTP, 1,5 mM
de MgCl;, 0,2 uM de cada iniciador (ITS1 e ITS4) e 1 U de Taq polymerase (Fermentas
Life Science). As amplificagcdes foram conduzidas com desnaturagéo inicial a 94°C por
3 min, seguido de 35 ciclos de 30 s a 94°C, 1 min a 58°C, 1 min a 72°C e finalmente
uma etapa de extenséo final a 72°C por 7 min.
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Os produtos de PCR da amplificagéo das regides de ITS foram separados por
meio de eletroforese em gel 1,5 % agarose em tampéo Tris-Borato-EDTA (10X TBE:
0,89 M de Trisma-base; 0,86 M de Acido Boérico, 0,02 M de EDTA [pH 8,0]) a
5V.cm™, revelados com SYBRgold.

3.2.7  Amplificacdo e analise de microssatélites

As reacOes de microssatélites foram conduzidas empregando-se pares de
iniciadores para 0s locos mMJCENA41, mJCENA87 e JC613 (descrito com maiores
detalhes nos capitulos 5 e 6). Para a realizacdo da PCR foram utilizados 25 ng de DNA
para cada reagdo de 20 uL, contendo 10X Tampao da Tag com KCI [500 mM KCI; 100
mM Tris-HCI (pH 8,8); 0,8% Nonidet P40]; 100 uM de cada ANTP (dATP, dTTP,
dGTP e dCTP); 1,5 mM de MgCly; 0,2 uM de cada iniciador ¢ 1U de Taq polymerase
(Fermentas Life Science). As amplificacbes foram realizadas em termociclador,
empregando um programa touchdown, com desnaturacdo inicial a 94°C por 3 min,
seguido de 10 ciclos, sendo que em cada ciclo 40 s a 94°C, 40 s a 60°C, 1 min a 72°C,
reduzindo um grau a cada ciclo, seguido de 35 ciclos de 40 s a 94°C, 40 s a 50°C, 1 min
a 72°C. Os fragmentos foram amplificados e analisados em gel de 7% poliacrilamida,
revelado com nitrato de prata (CRESTE et al., 2001).

3.3 Resultados e Discussao

Em todo procedimento de extracdo de DNA, um dos fatores cruciais é a forma
de coleta e preservacdo dos tecidos amostrados. Mesmo que o acido nucléico possa ser
isolado com sucesso, a quantidade e a qualidade podem ser afetadas significativamente
pela condicdo do tecido antes da extracdo, devido a acdo deletéria dos metabolitos
secundarios (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1996).

Para evitar a degradacdo dos acidos nucléicos é recomendada a utilizacdo de
tecidos frescos (ALJANABI; MARTINEZ, 1997), porém muitas vezes esse
procedimento € inviabilizado, necessitando de armazenamento prévio para
posteriormente serem analisados. Assim sendo, algumas estratégias pode ser utilizada,
como a criopreservagdo durante o transporte e no acondicionamento dos tecidos
vegetais até o momento da extracdo (JOFUKU; GOLDBERG, 1988); porém, esta

estratégia pode ser inviabilizada devido a dificuldades de acesso e/ou disponibilidade de
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refrigeracdo. O alto custo do nitrogénio liquido e do gelo seco e a durabilidade é outro
fator negativo que deve ser considerado.

O grau de pureza do DNA extraido de plantas pode ser afetado pela presenca de
polissacarideos nos tecidos (FIGUEIRA, 2011). Kumar et al. (2003) relataram que a
presenca de elevados niveis de polissacarideos podem interferir no processo de
isolamento de &cidos nucléicos, além de inibir uma vasta gama de enzimas como as
endonucleases, ligases e polimerases. A maioria dos metodos de extracdo ndo sdo
efetivos na separacdo do DNA dos polissacarideos, isto de deve provavelmente a
similaridade estrutural entre esses dois tipos de polimeros (FIGUEIRA, 2011). Outro
fator importante a ser considerado é a contaminagdo por compostos fendlicos, que
levam a oxidacdo do DNA e que pode ser evitada agregando polivinilpirrolidona
soluvel (PVP), B-mercaptoetanol ao tampdo de extragdo (HAQUE et al., 2008;
FIGUEIRA, 2011). Dhakshanamoorthy e Selvaraj (2009) verificaram que o etanol
possui a capacidade de inibir a acdo de metabdlitos secundarios, tais como os fendis,
além de inativar enzimas que poderiam degradar o DNA gendmico.

A maior parte dos protocolos de extracdo de acidos nucléicos disponiveis deriva
basicamente do método descrito por Dellaporta et al. (1983) e por Doyle e Doyle
(1990), quando se usa o detergente brometo de hexadeciltetrametilamonio (CTAB), e 0
DNA ¢ solubilizado sob altas concentracdes de sal (FIGUEIRA, 2011). O detergente
CTAB ¢é o mais indicado para a extracdo de DNA de plantas que contém muitos
polissacarideos (STEWART JR; VIA, 1993).

De modo geral, as metodologias de extracdo de DNA consistem na ruptura dos
tecidos através de procedimentos fisicos tal como a maceragdo com nitrogénio liquido;
liberacdo dos compostos celulares por meio de lise das células com detergentes como o
CTAB e agentes quelantes como o Acido Etilenodiamino Tetra-Acético (EDTA),
composto organico que forma complexos estaveis com os diversos ions metalicos, tais
como magneésio, calcio, manganés, ferro, zinco, cobalto, cobre, chumbo e niquel. Além
disso, sdo utilizados polivinilpirrolidona (PVP) ou polivinilpolipirrolidona (PVPP),
inibidores de compostos fendlicos, cloroférmio e B-mercaptoetanol, para a inativagao
das nucleases, remocdo de restos de tecidos celulares e precipitacdo de proteinas
indesejaveis (FIGUEIRA, 2011). Nesta etapa podem ser utilizadas proteases como a
proteinase K para facilitar a separagdo dos &cidos nucléicos das proteinas das

cromatinas e, finalmente, a recuperacéo dos acidos nucléicos totais por precipitagdo em
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isopropanol e eliminagdo de RNAs com ajuda de RNAses (GAWAL,; JARRET, 1991,
FANG et al., 1992; ALJANABI et al., 1999; MICHIELS et al., 2003).

O pinhdo manso é uma planta tropical que possui grande quantidade de
polissacarideos, latex e compostos fenolicos em seus tecidos
(DHAKSHANAMOORTHY; SELVARAJ, 2009). Sendo assim, 0 processo de
isolamento do DNA deve eliminar todos os compostos secundarios, RNAs e
constituintes celulares indesejaveis, mantendo a qualidade das moléculas que devem
permanecer inalteradas durante o processo de extracdo, pois as informacdes contidas no
DNA dependem da integridade da sequéncia de nucleotideos da molécula.

Neste trabalho a exposicdo dos tecidos foliares de pinhdo manso ao etanol
promoveu a destruicdo do contetdo celular soltvel, preservando a qualidade e
integridade do DNA gendmico (Figuras 3.1 e 3.2).

As seccOes transversais da lamina foliar do pinhdo manso utilizado como
controle através da microscopia de luz (ML) revelaram que a epiderme é
uniestratificada, com células de tamanhos irregulares; o mesofilo é heterogéneo, com
estrutura dorsiventral; o parénquima palicadico é bi-estratificado, compacto deixando
somente os espacos formados pelas cdmaras subestomaticas, sendo as células do estrato
superior mais longa que as do estrato inferior. O parénquima lacunoso é constituido por
cerca de oito camadas de células, irregulares, resultando em espagos com varias
dimensBes. Observa-se também ao longo da nervura mediana, um feixe vascular
formado por uma série de células de xilema e outra série de células de floema (Figura
3.2 A). J& nos tecidos foliares mantidos em etanol absoluto por 1 h, verificou-se a
desorganizacdo do conteudo da epiderme adaxial, parénquima palicadico, dos feixes
vasculares, parénquima lacunoso e da epiderme abaxial (Figura 3.2 C), sendo que esta
desorganizacdo foi mais acentuada apos o periodo de 30 dias em etanol (Figura 3.2 E).
Através da microscopia eletrénica de transmissao (MET) tornou-se possivel constatar a
integridade do contetido celular nos tecidos controle, permitindo a visualizacdo de
cloroplastos, vacuolos do nucleo e nucléolo das células (Figura 3.2 B), enquanto que
apos 1 hora em etanol, houve destruicdo de grande parte do contetdo celular com a
desestruturacdo das organelas adjacentes ao nucleo (Figura 3.2 D). Ap6s 30 dias em
etanol, os tecidos foliares apresentaram precipitacdo e concentracdo do DNA gendmico

e destruicdo de quase todo o contetdo celular (Figura 3.2 F).
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Figura 3.2 - Seccdo transversal da lamina foliar de pinh& manso observada em
microscopia de luz (ML) e eletrdnica de transmissdo (MET). A) Controle
(ML); B) Controle (MET); C) 1 h apds tratamento (ML); D) 1 h apds
tratamento (MET); E) 30 dias apds tratamento (ML); F) 30 dias ap0s
tratamento (MET); epiderme adaxial (ead); parénquima palicadico (pp);
feixes vasculares (fv); parénquima lacunoso (pl); epiderme abaxial (eab);
nacleo (n); nucléolo (nu);cloroplasto (cl); vacuolo (v); Setas: DNA
genémico; Barra: ML — 50 um; MET - 2 um

Nossos dados discordam com Pyle e Adams (1989), que relataram que o etanol
ou outros solventes organicos podem provocar rapida deterioracdo dos acidos nucléicos
nos vegetais. Diferentemente, Murray e Pitas (1996) demonstram que o etanol pode ser
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utilizado com grande sucesso na preservacdo do DNA e RNA dos tecidos foliares de
milho. Similarmente, Linke et al. (2010), utilizando o etanol para a conservacdo das
amostras e extracdo dos acidos nucléicos de leveduras, Arabidopsis thaliana e cenoura
(Daucus carota), concluiram que a desidratacdo dos tecidos, permite a extracdo de DNA
e RNA com alto rendimento e integridade, além de facilitar a estocagem das amostras.

A maior exposigédo dos tecidos ao etanol e a utilizagdo da baixa temperatura sdo
capazes de minimizar os efeitos negativos dos metabdlitos, permitindo a extracdo do
DNA gendmico com alta qualidade e com relagdo de OD,g/OD5go superior a 1,80
(Tabela 3.1), considerada critica como indicadora de qualidade (SAMBROOK et al.,
1989; HENRY, 1997).

O rendimento de DNA genémico obtido a partir de tecidos foliares de pinhao
manso variou de 4,3 a 13,6 pg/g de tecido (Tabela 3.1). As maiores concentracdes de
DNA foram obtidas nas amostras preservadas em etanol absoluto por 1 h. Para as
amostras preservadas nos outros tratamentos, a quantidade de DNA extraida foi menor,

porém com alta qualidade (Figura 3.3 B, C e D).
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Figura 3.3 - Visualizacdo da qualidade do DNA gendmico obtido de folhas de pinhéo
manso em eletroforese de gel 0,8% agarose. A) DNA obtido de tecidos
foliares tratados com etanol absoluto por 1 h; B) DNA obtido de tecidos
foliares armazenados e processados em nitrogénio liquido; C) DNA
obtido de tecidos foliares tratados com etanol absoluto por 30 dias; D)
DNA obtido de tecidos foliares armazenados a -80°C por 30 dias e
maceradas com nitrogénio liquido; E) B - branco

O DNA gendmico obtido a partir dos acessos de pinhdo manso foi digerido com
a endonuclease EcoRlI, produzindo um bom padrao de fragmentos, indicando a digestdo
completa das amostras para ambos os métodos de preservacdo dos tecidos vegetais
(Figura 3.4). Sharma et al. (2003), testando diversas metodologias para a extracdo de
DNA gendmico, dentre as quais a utilizacdo do etanol absoluto, conseguiram a digestéo
completa do acido nucléico de variedades de Brassica.

Observando os resultados obtidos nos géis tanto para qualidade gendmico
quanto para a digestdo do DNA foi verificado que a preservagdo dos tecidos em etanol

se mostra similar aquelas preservadas e processadas em nitrogénio liquido.
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Tabela 3.1 - Valores médios da quantificacdo e relacdo de pureza do DNA genémico
isolado a partir de folhas recém expandidas de pinhdo manso. A) folhas
tratadas com etanol absoluto por 1 h; B) folhas armazenadas por 1 h e
processadas em nitrogénio liquido; C) folhas tratadas com etanol
absoluto por 30 dias; D) folhas armazenadas a -80°C por 30 dias e
maceradas com nitrogénio liquido

Amostras Quantificacio (ng/g tecido) Relacao 260/280
Etanol absoluto — 1h (A) 13,6 1,74
Nitrogénio liquido — 1 h (B) 4,3 1,93
Etanol — 30 dias (C) 4,5 1,90
Biofreezer — 30 dias (D) 5,0 1,93
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Figura 3.4 - Digestdo de 1ug de DNA gendmico obtido de folhas de pinhdo manso. A)
tecidos foliares frescos; B) tecidos foliares tratados com etanol absoluto
por 1 h; C) tecidos foliares armazenados e processados em nitrogénio
liquido; D) tecidos foliares tratados com etanol absoluto por 30 dias; E)
tecidos foliares armazenados a -80°C por 30 dias e maceradas com
nitrogénio liquido; F) B - branco
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A amplificagdo das amostras de DNA foi utilizada para verificar a integridade
das moléculas. O DNA gendmico, isolado dos acessos de pinhdo manso submetidos a
todos os tratamentos foi utilizado para amplificar as regiGes de ITS. Para 0s acessos de
pinhdo manso, o produto da amplificacdo variou entre 658 e 819 pares de base (pb)
(Figura 3.5), similares aos identificados para 345 acessos de pinhdo manso (dados
apresentados com maiores detalhes no Capitulo 4).

M
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Figura 3.5 - Amplificacdo da regido ITS. A) tecidos foliares tratados com etanol
absoluto por 1 h; B) tecidos foliares armazenados por 1 h e processados
em nitrogénio liquido; C) tecidos foliares tratados com etanol absoluto por
30 dias; D) tecidos foliares armazenados a -80°C por 30 dias e maceradas
com nitrogénio liquido; E) B - branco

As amplificaces dos locos de microssatélites foram conduzidas empregando-se
pares de iniciadores para trés locos mJCENA41 e mJCENAS87 (locos apresentados com
maiores detalhes nos Capitulos 5 e 6) e JC613 (SUN et al., 2008).

Observa-se que a pureza do DNA extraido aparentemente ndo interferiu nos
padrdes de amplificagdo dos marcadores microssatélites, ou seja, mesmo com a
presenca de contaminantes em algumas amostras, a amplificacdo ndo foi afetada

negativamente (Figuras 3.6, 3.7 e 3.8).
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Figura 3.6 - Amplificacdo do loco mJCENA41 microssatélites. A) tecidos foliares
tratados com etanol absoluto por 1 h; B) tecidos foliares armazenados e
processados em nitrogénio liquido; C) tecidos foliares tratados com
etanol absoluto por 30 dias; D) tecidos foliares armazenados a -80°C por
30 dias e maceradas com nitrogénio liquido; E) Branco

Figura 3.7 - Amplificacdo do loco mJCENA87. A) tecidos foliares tratados com etanol
absoluto por 1 h; B) tecidos foliares armazenados e processados em
nitrogénio liquido; C) tecidos foliares tratados com etanol absoluto por
30 dias; D) tecidos foliares armazenados a -80°C por 30 dias e maceradas
com nitrogénio liquido; E) Branco
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Figura 3.8 - Amplificagdo do loco JC613. A) tecidos foliares tratados com etanol
absoluto por 1 h; B) tecidos foliares armazenados e processados em
nitrogénio liquido; C) tecidos foliares tratados com etanol absoluto por
30 dias; D) tecidos foliares armazenados a -80°C por 30 dias e maceradas
com nitrogénio liquido; E) Branco

3.4 Conclusao

A utilizacdo do etanol é uma alternativa viavel na preservagdo do DNA
gendmico foliar para técnicas moleculares, viabilizando a coleta e envio de amostras

entre localidades distantes e/ou instituicdes com recursos financeiros limitados.
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4, RELACOES GENETICAS ENTRE POPULACOES DE PINHAO MANSO
BASEADAS NAS REGIOES ITS

Resumo

Sequéncias génicas podem ser utilizadas para estudos de diversidade genética e relacdes
genéticas entre e dentro de espécies, dentre os quais se destacam as regiGes dos
Espacadores Transcritos Internos (ITS) do DNA ribossomal nuclear (rDNA), por ser
simples e abranger regifes transcritas mas ndo codificadoras que tendem a acumular
mutacdes. O objetivo desse trabalho foi avaliar a diversidade genética entre 345 acessos
de pinhdao manso coletados em diversos locais e estados do Brasil e de outros paises,
agrupados em 51 populacfes e uma espécie de pinhdo bravo, empregando amplificacao,
restricdo e sequienciamento das regides ITS do rDNA. O produto da amplificacdo das
regides ITS1 +5.8S + ITS2 foi digerido separadamente com as enzimas EcoRV e Hinfl.
Para as 51 populagdes de pinhdo manso, o produto da amplificacdo variou entre 630 e
810 pb. A andlise através da técnica de PCR-RFLP, ndo se mostrou eficiente para a
diferenciacdo das populacBes, porém os resultados corroboram com os obtidos pela
amplificacdo. Para confirmar a origem dos polimorfismos detectados pela amplificacdo
das regides ITS, optou-se pelo sequenciamento desta regido do rDNA. Foram clonados
e sequenciados 14 hapldtipos que apresentavam bandas com pesos moleculares
diferentes. Foi seqlienciado também um acesso de J. pohliana M. (pinh&o bravo) como
controle positivo. Para este estudo foram utilizadas sequéncias de ITS de outras
Euphorbiaceas depositadas no GenBank, tais como: J. integerrima, J. tanjorensis, J.
gossypifolia, J. glandulifera, J. podagrica, Manihot esculenta, Ricinus communis,
Croton helicoideus, Hevea brasiliensis e a prépria J. curcas. A analise das sequéncias
das regiGes ITS mostrou a existéncia de variacdo intragendmica entre os haplotipos
estudados devido a presenca de indels e substituicGes de bases. A arvore filogenética
obtida com os haplétipos indicou a separacdo do acesso atoxico do México dos demais
acessos toxicos de pinhdao manso, bem como a separacdo das demais espécies do género
Jatropha, além da separacdo em clados diferentes das demais Euphorbiaceas. Os
resultados demonstram a sensibilidade das regides ITS para estudos genéticos para
pinhdo manso, além de abrir caminho para outros estudos genéticos, biogeograficos e

evolutivos para esta espécie.

Palavras-chave: Divergéncia genética. Filogenia. rDNA. Regides ITS. Populagdes.
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Abstract

Gene sequences can be used for studies of genetic diversity and genetic relationships
among and within species, among which we highlight the regions of the Internal
Transcribed Spacers (ITS) of nuclear ribosomal DNA (rDNA), for being simple and
covering transcribed but not encoder regions that tend to accumulate mutations. The aim
of this study was to evaluate the genetic diversity among 345 accessions of Jatropha
curcas collected at sites in several locations and states in Brazil and other countries,
grouped in 51 populations and a wild Jatropha species, using amplification, restriction
and sequencing of the ITS regions of the rDNA. The product of amplification of the
regions ITS1 + 5.8S + ITS2 was digested separately with the enzymes EcoRV and
Hinfl. For the 51 Jatropha populations, the amplification product ranged between 630
and 810 bp. The analysis by PCR-RFLP was not efficient for the differentiation of
populations, but the results corroborate those obtained by amplification. To confirm the
origin of the polymorphisms detected by amplification of the ITS regions, we chose to
sequence this region of rDNA. Fourteen haplotypes that showed bands with different
molecular weights were cloned and sequenced. An accession of J. pohliana M. (purging
nut) was also sequenced as a positive control. For this study, ITS sequences from other
Euphorbiaceas deposited in GenBank were used, such as J. integerrima, J. tanjorensis,
J. gossypifolia, J. glandulifera, J. podagrica, Manihot esculenta, Ricinus communis,
Croton helicoideus, Hevea brasiliensis and even J. curcas. The sequence analysis of
ITS regions showed the existence of intragenomic variation among the haplotypes
studied due to the presence of indels and base substitutions. The phylogenetic tree
obtained with the haplotypes indicated the separation of the non-toxic Mexican
accession from the other toxic Jathopha accessions as well as the separation of the other
species of the genus Jatropha, and the separation of the other Euphorbiaceas into
different clades. Results show the sensitivity of the ITS regions for J. curcas genetics
studies, besides opening the way for other genetics, biogeographical and evolutionary

studies for this species.

Keywords: Genetic divergency. Phylogeny. rDNA. ITS regions. Populations.



66

4.1 Introducéo

O pinh@o manso (Jatropha curcas L.) € uma planta que tem despertado interesse
da comunidade cientifica, devido ao seu potencial para producdo de biocombustiveis
(CARELS, 2009). A necessidade de substituicdo dos combustiveis fosseis tem gerado
uma busca de combustiveis limpos, sustentaveis e renovaveis como os 6leos vegetais. O
pinhdo manso se destaca dentre as demais oleaginosas pelas caracteristicas do 6leo que
é produzido a partir de suas sementes, para a produgdo de biocombustiveis, cosméticos
e biopesticidas (GUBITZ et al., 1999; KUMAR; SHARMA, 2008).

As informacGes sobre a cultura ainda sdo escassas, principalmente quanto as
relaces genéticas das populacbes. Segundo Carels et al. (2009), fosseis de sementes de
pinhdo manso foram encontrados no Peru, sugerindo que a espécie seja originaria da
América do Sul; no entanto, o estabelecimento do centro de origem, ou mesmo,
diversidade da espécie dependera caracterizacdo genética das populacGes encontradas
no continente americano e em outras partes do mundo.

As regides dos Espacadores Internos Transcristos (ITS1 e ITS2) do DNA
ribossomal nuclear (rDNA) sdo comumente aplicadas em abordagens filogenéticas, por
serem simples e abrangerem regibes transcritas mas ndo codificadoras, que tendem a
acumular mutac6es. As regifes ITS acumulam mutacdes neutras mais rapidamente que
as regides codificantes e apresentam altas taxas de substituicdo nucleotidica
(BALDWIN et al., 1995; FERREIRA; SOUZA-CHIES, 2005).

A amplificacdo, restricdo e sequenciamento das regides ITS tém sido utilizadas
para as analises filogenéticas e estudos taxondmicos de espécies como trigo, cana-de-
acucar, arroz, amendoim e painco (HSIAO et al.,, 1994; AKAGI et al., 1997;
CORDEIRO et al., 2003; NWAKANMA et al., 2003; SHU-PING et al., 2007;
BECHARA et al., 2010; FUKUNAGA et al., 2011). Para o pinhdo manso, Sudheer
Pamadimarri et al. (2009a) utilizaram sequéncias do DNA ribossomal (ITS) para estudar
filogeneticamente o género Jatropha, onde concluiram que as regifes génicas
ribossomais podem contribuir para estudos intra-especificos e biogeogréafica, além de
abrir caminho para estudos sobre a evolucdo da familia Euphorbiaceae.

O objetivo desse trabalho foi compreender as relagbes genéticas entre
populacbes de pinhd manso de diversos estados do Brasil e de outros paises,

empregando amplificacdo, restricao e sequenciamento das regides ITS do rDNA.
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4.2 Material e Métodos

4.2.1  Material Vegetal

As analises foram realizadas no Laboratorio de Melhoramento de Plantas do
Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA-USP), Piracicaba — SP. O material
vegetal empregado para as analises foi composto por 345 acessos de pinhdo manso
(Anexo A) e uma espécie de pinhdo bravo (Jatropha pohliana M.), utilizada como
controle, mantidos no banco de germoplasma do Laboratério de Fisiologia Vegetal e
Cultura de Tecidos do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Séo
Carlos, Araras, SP. Estes acessos sdo originarios de diversos estados brasileiros, e de
paises como México, Colémbia, Republica Dominicana, Paraguai, China, Camboja e
Tanzénia (Figura 4.1, Anexo A). As amostras foram divididas em 51 populagdes de
acordo com sua origem geogréafica (Anexo A). As populacGes derivaram da coleta de
uma mistura de sementes de arvores de cada localidade amostrada, visando obter a
maxima variabilidade genética, com o menor numero de amostras. Contudo, em alguns
casos foram coletadas sementes de plantas isoladas. O acesso ‘JC230’, da populagéo 36
do México (Anexo A), foi escolhido arbitrariamente dentre 0s acessos para ser utilizado

como controle positivo em todos os géis.
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Figura 4.1 - Origem dos acessos de pinhdo manso do banco de germoplasma da
UFSCar
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4.2.2  Extracado e quantificacdo do DNA

A extracdo e quantificagdo do DNA genomico dos acessos foram descritas com
maiores detalhes no Capitulo 3, itens 3.2.3 e 3.2.5.

4.2.3  Amplificacdo e analise das regides ITS

A amplificacdo e analise das regides ITS do rDNA foi descrita com maiores
detalhes no Capitulo 3, item 3.2.6.

O produto da amplificacdo das regides ITS1 + 5.8S + ITS2 (Figura 4.2) foi
digerido separadamente com as enzimas EcoRV e Hinfl. Cada reacdo de restricdo
continha 20 pL do produto de amplificacdo de ITS, 2 U de cada enzima, 2,5 puL de
tampao especifico da enzima, num volume total de 25 pL, sendo incubadas a 37°C por 3
h. A digestdo do produto da amplificagéo das regides de ITS foram separados por meio
de eletroforese em gel 1,5 % agarose, em tampdo Tris-Borato-EDTA (10X TBE: 0,89
M de Trisma-base; 0,86 M de Acido Bérico, 0,02 M de EDTA, pH 8,0) a5 V.cm™,
corados com SYBRgold. Apds a eletroforese, os géis foram visualizados em luz UV
(Ultra Violeta). A imagem do gel foi adquirida com camera digital e processada com o
programa Kodak Digital Science 1D (Kodak).

Figura 4.2 - Regido do DNA ribossomal amplificada por PCR pelos iniciadores ITS1 e
ITS4 (Adaptado de POCZAI; HYVONEN, 2010)
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4.2.4  Sequenciamento da regido ITS

Para elucidar e confirmar a origem dos polimorfismos detectado pela
amplificacdo das regides ITS, optou-se pelo seqlienciamento desta regido do rDNA.
Foram clonados e sequenciados 14 hapldtipos que apresentavam bandas, com pesos
moleculares diferentes, identificadas nos geéis de agarose. Foi sequenciado também um
acesso de Jatropha pohliana M. (pinh&o bravo) como controle positivo. Para tanto, trés
clones positivos de cada haplétipo foram clonados e sequenciados. Para o
desenvolvimento dos estudos foi utilizado sequéncias de ITS rDNA de outras
Euphorbiaceas depositadas no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) como a
Jatropha integerrima (AY971261.1), Jatropha tanjorensis (EU881721.1), Jatropha
gossypifolia (EU881726.1), Jatropha glandulifera (EU881726.1), Jatropha podagrica
(EU881715.1), Manihot esculenta (AB441756.1), Ricinus communis (GQ478105.1),
Croton helicoideus (EU586902.1), Hevea brasiliensis (AB441762.1) e a propria
Jatropha curcas (AM774639.1).

Os produtos da amplificagdo foram confirmados, quantificados e posteriormente
clonados no plasmideo pGEM-T Easy, seguindo as especificacdes do Kit (Promega, WI,
EUA). A ligacdo foi mantida a 8°C por 16 h. Apos esse periodo, 2 yL da ligacao foram
transferidos para um tubo contendo células eletrocompetentes de E. coli (DH10B). As
células transferidas para uma cubeta de 0,2 um, previamente resfriada em gelo. A
cubeta foi colocada no eletroporador (Micropulser — BioRad), e um pulso de corrente
elétrica de 1,8 kV foi aplicado. Imediatamente, foi adicionado na cubeta 1 mL de meio
SOC (20 g.L™* de triptona, 5 g.L™* de extrato de levedura, 0,5 g.L ™ de NaCl, 10 mL.Lde
solugdo 250 mM KCI, 5 mL.L™ de solucdo 2 M MgCl, esterilizada, 20 mL.L™ de
solucdo de 1 M glicose filtrada e esterilizada). Ap6s a mistura, o contetido da cubeta foi
transferido para um microtubo de 1,5 mL e foi mantido a 37°C durante 1 h, sob agitacdo
constante. Em seguida, o microtubo foi ligeiramente centrifugado, por 5 min a 2.000 g,
para a sedimentacdo das bactérias, e o sobrenadante foi descartado. O volume restante
foi plaqueado em meio sélido LB (Luria-Bertani, composto por 10 g.L™ de triptona, 10
g.L™ de NaCl e 5 g.L™* de extrato de levedura) contendo ampicilina (100 pg mL™), 40
uL de IPTG (isopropil B-D-galactopiranoside) 100 mM e 20 pL de X-Gal (5-bromo-4-
cloro-3-indolil-B-D-galactosideo) 50 mg.mL™. As placas foram incubadas por 16 h em
estufa a 37°C. Depois desse periodo, col6nias brancas, que correspondem as bacterias

transformadas com o vetor contendo o inserto de interesse foram selecionadas. Para


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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cada clone foi avaliada a presenca do inserto através da amplificacdo utilizando os
iniciadores universais SP6 e T7.

As coldnias isoladas foram transferidas para tubos de ensaio contendo 5 mL de
meio liquido LB com ampicilina (100 ug.mL™), e mantidas sob agitacdo constante de
120 rpm a 37°C por 16 h. Apés o crescimento das colbnias, 1,5 mL do volume foi
submetido a centrifugacdo a 10.000 g por 1 min, visando obter o DNA plasmidial. O
sobrenadante foi descartado, sendo esse procedimento repetido por mais uma vez. Em
seguida, o precipitado foi totalmente ressuspendido em 300 pL de Solucdo I (50 mM
glicose, 0,25 mM Tris-HCI pH 8,0 e 10 mM Na.EDTA) com a ajuda de um agitador,
incubando-se a temperatura ambiente por 10 min. Apds esse periodo, foi adicionado
300 pL de Solucdo Il (0,2 M NaOH e 1,0% SDS), misturando-se por inversao e
incubando-se no gelo por 5 min. Em seguida, acrescentou-se 300 pL de Solucéo 111 (3M
KOAc pH 5,5), também misturando-se por inversao e incubando-se no gelo por 5 min.
Posteriormente, realizou-se uma centrifugacdo por 10 min a 10.000 g, com isso
transferindo-se o sobrenadante de cada tubo para microtubos novos, aos quais foram
adicionados 500 uL de isopropanol gelado. Os microtubos foram mantidos a -20°C por
30 min, seguido de centrifugacdo a 10.000 g por 15 min a 4°C. Em seguida, 0
sobrenadante foi descartado e foi feita a lavagem do precipitado com 500 uL de alcool
70%, submetidos a centrifugacdo de 10.000 g por 5 min a 4°C. Os microtubos foram
deixados a temperatura ambiente até que as amostras secassem. Posteriormente, as
amostras foram ressuspendidas em 50 pL de TE (10 mM Tris-HCI pH 8,0; 1 mM
EDTA), contendo 50 pg.mL™ de RNAse e em seguida armazenado a -20°C. A
concentracdo do DNA plasmidial foi estimada por fluorimetria e confirmada em gel 1%
agarose corado com SYBRgold.

O sequenciamento foi realizado usando o protocolo padrdo do kit DyEnamic ET
Terminator Cycle Sequencing (GE Healthcare) e realizado no sequienciador ABI-3100
Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA. EUA), no Laboratorio de
Biotecnologia Animal do Departamento de Zootecnia da Escola Superior de Agricultura

“Luiz de Queiroz” da Universidade de Sao Paulo.
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4.25 Analise dos dados

Os cromatogramas do seqlienciamento foram analisados quanto a qualidade e
presenca do vetor com o programa Phred, Phrap e Consed
(http://www.phrap.org/index.html) e o alinhamento das sequéncias obtidas com
iniciadores SP6 e T7 para cada clone foi realizado no programa CLUSTAL W - BioEdit
(THOMPSON et al., 1994). A partir do alinhamento das sequéncias nos dois sentidos
(SP6 e T7) foi gerada um consenso para cada clone, utilizando o programa BioEdit, e
dos trés clones para cada hapldtipo obteve-se uma consenso final. As sequéncias
consensos finais foram comparadas por BLASTn com o banco de dados do GenBank.
Para o alinhamento das sequéncias com um padrdo disponivel no banco de dados NCBI
utilizou-se o programa MultiAlin (COPERT, 1988) e o resultado deste alinhamento foi
utilizado para anélise filogenética, baseado na analise Maxima Parciménia, com base
em 1000 réplicas de bootstrap com o auxilio do programa MEGA5.05 (TAMURA et

al., 2011) para obtencéo de arvore consensual que melhor representasse essas relagdes.

4.3 Resultados e Discussao

O DNA ribossomal consiste em regides do genoma altamente conservadas
(18S, 5.8S e 26S), separadas por regides variaveis (ITS1 e ITS2), por isso podem ser
versateis para buscar a historia evolutiva em diferentes niveis taxonémicos (WHITE et
al., 1990; HSIAO et al., 1994). Para as 51 populacdes de pinhdo manso, o produto da
amplificacdo variou entre 630 e 810 pares de base (pb) (Figura 4.3), comparavel aos
identificados durante o desenvolvimento do projeto para outras Euphorbiaceas, como a
mamona (770 pb), mandioca (740 pb), seringueira (790 pb) e pinhdo bravo (Jatropha
pohliana M.) com 740 pb. Para arroz Takaiwo et al. (1985) encontrou um produto de
591 pb, em trigo 603 pb (HSIAO et al. 1994) e em Musa sp. 700 pb (NWAKANMA et
al., 2003).
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Figura 4.3 - Amplificacdo das regides ITS de alguns acessos de pinhdo manso do banco
de germoplasma. M: marcador 100 pb; 128: controle; Acessos (129 a 136
— Nova Porterinha, MG; 147 a 151 — Oracila/Janauba, MG; 157 a 160 —
Paraguagu/Janalba, MG; 167 a 171 — Bento/Janalba, MG); B: branco

A partir da analise do polimorfismo de tamanho para a amplificacdo das regides
ITS (Tabela 4.1), foi observada a ocorréncia de 14 tipos de haplo6tipos de acordo com o
tamanho do fragmento amplificado nos géis, sendo que todos esses estavam presentes
nas populagdes brasileiras e colombianas, demonstrando a existéncia de diversidade
genética nas populacdes da América do Sul (Tabela 4.1). Alguns hapl6tipos observados
nas populacdes sul americanas tambeém foram encontrados nas populacdes da China,
Camboja, México, Paraguai e Tanzania (Tabela 4.1). Depois do Brasil e da Colémbia,
o0 maior numero de haplétipos diferentes foi encontrado na populacdo do México
(quatro) e o menor nimero nas populaces do Paraguai (dois), China (dois), Camboja
(dois), Tanzania (um) e a Republica Dominicana com um hapl6tipo ndo encontrado nos

paises com maior diversidade (Tabela 4.1; Figura 4.4).
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Tabela 4.1 — Tamanhos dos fragmentos gerados pela amplificacdo e digestdo das
regides ITS para as 51 populagdes de pinhdo manso

Origem Populagdo ITS PCR-RFLP
(pb) EcoRV (pb) Hinfl (pb)
Lins-SP Pop. 1 740 450/290 310/290/130
Lins-SP Pop. 1 750 450/290 310/290/130
Holambra-SP Pop. 2 750 450/290 310/290/130
Araras-SP Pop. 3 700 410/230 310/300/110
Sta Rosa-SP Pop. 4 660 410/230 300/270/110
Taubaté-SP Pop. 5 750 450/290 310/290/130
CCA/Araras-SP Pop. 6 760 470/270 310/290/130
Jales-SP Pop. 7 650 420/360 310/220/100
SM Araguaia-GO Pop. 8 690 460/270 310/220/100
Jussara-GO Pop. 9 780 470/270 310/220/100
Itapirapud-GO Pop. 10 780 470/270 310/220/100
Britania-GO Pop. 11 760 470/270 320/210/130
MC de Goias-GO Pop. 12 800 450/330 350/230/110
Sta Vitoria-MG Pop. 13 750 450/290 310/220/100
Uberlandia-MG Pop. 14 740 450/290 310/220/100
Janatba-MG Pop. 15 670 450/270 350/240/110
Oracila-MG Pop. 16 700 410/230 310/300/110
Paraguagu-MG Pop. 17 730 420/250 310/220/100
Bento-MG Pop. 18 730 420/250 310/220/100
Filomena-MG Pop. 19 750 450/290 320/220/100
Torres-MS Pop. 20 680 410/230 330/250/100
Pernambuco 1 Pop. 21 630 410/260 310/230/110
Pernambuco 2 Pop. 22 630 410/260 310/230/110
Irecé 1-BA Pop. 23 690 460/270 300/220/100
Irecé 2-BA Pop. 24 690 460/270 300/220/100
Cruz das Almas Pop. 25 680 410/230 300/220/100
Barras-Pl Pop. 26 650 430/240 300/220/100
China-var.1 Pop. 27 770 410/350 340/230/110
China-var.2 Pop. 28 760 450/270 310/290/100

(continua)



(concluséo)

Origem Populagdo ITS PCR-RFLP
(pb) EcoRV (pb) Hinfl (pb)
China-var.3 Pop.29 760 470/280 350/250/110
Camboja-1 Pop. 30 800 450/330 350/240/120
Tanzania Pop. 31 750 450/290 300/220/100
Rep. Dominicana Pop. 32 770 410/330 300/220/100
Camboja-2 Pop. 33 780 470/280 300/220/100
Paraguai-1 Pop. 34 630 410/250 310/230/110
Paraguai-1 Pop. 34 650 430/230 310/230/100
Paraguai-2 Pop. 35 700 410/230 300/220/100
Meéxico-1 Pop. 36 740 440/290 300/220/100
Meéxico-2 Pop. 37 750 450/290 300/220/100
México-3 Pop. 38 780 480/290 300/220/100
Meéxico-4 Pop. 39 630 410/290 310/230/110
México-4 Pop. 39 650 420/360 310/230/110
Colémbia-1 Pop. 40 690 470/270 340/250/110
Colémbia-1 Pop. 40 700 420/230 310/230/110
Colémbia-2 Pop. 41 730 430/250 310/230/110
Colémbia-3 Pop. 42 680 410/230 310/230/110
Colémbia-4 Pop. 43 740 450/290 310/230/110
Colémbia-5 Pop. 44 650 410/350 300/230/100
Colémbia-5 Pop. 44 740 430/310 310/230/110
Colémbia-6 Pop. 45 680 410/230 310/230/110
Colémbia-6 Pop. 45 700 410/230 310/240/100
Colémbia-7 Pop. 46 630 420/260 310/230/110
Colémbia-8 Pop. 47 630 420/260 310/230/110
Colémbia-8 Pop. 47 650 420/360 310/230/130
Colémbia-9 Pop. 48 630 410/260 310/230/100
Colémbia-10 Pop. 49 660 430/240 300/270/110
Coldémbia-11 Pop. 50 750 450/270 310/230/110
Coldémbia-11 Pop. 50 780 470/280 310/230/110

Coldémbia-12 Pop. 51 780 470/280 310/230/110
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Os resultados obtidos com a amplificacdo das regides ITS reforcam a hipotese
de que o centro de diversidade do pinhdo manso esta localizado na América, como
descrito por Ginwal et al. (2004), Kumar et al. (2009); Basha et al. (2009) e Sudheer
Pamidimarri et al. (2009b; 2010).

630 pb
650 pb 760 pb
660 pb 770 pb
650pb 670 pb n=19
740 pb 680 pb
750 pb
780 pb 690 pb
n=23 700 pb
730 pb
740 pb
750 pb
MEXICO 760 pb
780 pb
REPUBLICA DOMINICANA
CAMBOJA
COLOMBIA 750 pb
TANZANIA n=16

PARAGUAI l

750 pb
780 pb
n =295

Figura 4.4 — Presenca dos hapl6tipos nos diferentes paises. Tamanho das bandas
indentificadas nos géis de agarose. Valores em destaque representam
maior frequéncia do hapl6tipo; n é o nimero de acessos analisados

Na tentativa de explorar o polimorfismo potencial existentes nas sequéncias das
regides ITS, foi utilizada outra técnica baseada na clivagem dessas regifes com enzimas
de restricdo que diferem para sitio de reconhecimento (CAPS ou PCR-RFLP). A
digestdo com a enzima EcoRV gerou duas bandas, que variaram de tamanho entre 230 a
360 pb e de 410 a 480 pb para o outro (Tabela 4.1; Figura 4.5). Ja a digestdo com Hinfl
gerou trés bandas, sendo o primeiro com 100 a 130 pb, 210 a 300 pb para o segundo, e
para o terceiro 300 a 350 pb (Tabela 4.1; Figura 4.6). A técnica da clivagem das regides
ITS foi utilizada para a identificacdo de espécies da subfamilia Iridoideae, e

conseguiram separar as espécies Sisyrinchium setaceum, S. scariosum, S. micranthum,
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Herbertia pulchella e Cypella sp. utilizando as enzimas Alul e Haell (SPIER et al.,
2008). Nwakanna et al. (2003) conseguiram diferenciar Musa acuminata de Musa
balbisiana utilizando endonucleases de restricdo Hpall e Mspl, para digerir fragmentos

de ITS amplificados por PCR.

M 128 126 130 131 132 133 134 135 136 147 148 149 150 151 157 158 156 160 161 167 168 169170171 B

600 pb
400 pb
300 pb

100 pb

Figura 4.5 - Restrigéo da regido ITS pela endonuclease EcoRV. M: marcador 100 pb;
Acessos (128 a 136 — Nova Porterinha, MG; 147 a 151 -
Oracila/Janauba, MG; 157 a 160 — Paraguacu/Janalba, MG; 167 a 171 —
Bento/Janauba, MG); B: branco

M 128 120 130 131 132 133 134 135 136 147 148 140 150 151 157 158 150160 161 167 168 169170171 B

Figura 4.6 - Restricdo da regido ITS pela endonuclease Hinfl. M: marcador 100 pb;
Acessos (128 a 136 — Nova Porterinha, MG; 147 a 151 -
Oracila/Janauba, MG; 157 a 160 — Paraguacgu/Janalba, MG; 167 a 171 —
Bento/Janauba, MG); B: branco

A anélise através da técnica de PCR-RFLP das regides ITS, ndo se mostrou
eficiente para a diferenciacdo das populacdes, porém os resultados corroboram com 0s
obtidos pela amplificacdo, onde foi demonstrada a existéncia de maior diversidade nas
populacBes americanas. A ineficiéncia da técnica para a diferenciacdo das populacées se

deve ao nimero reduzido de endonucleases utilizadas neste estudo.

4.4.1 Sequienciamento das regides ITS

Para caracterizar a origem do polimorfismo detectado pela amplificacdo das

regides ITS, optou-se pelo sequenciamento desta regido do rDNA, utilizando haplétipos
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que representavam o perfil das bandas observado, que variaram de 630 a 800 pb (Tabela
4.3; Figura 4.7). Durante o sequenciamento verificou-se que o tamanho das bandas foi
superestimado em alguns haplétipos (Tabela 4.3). A andlise das sequéncias confirmou
que os haplétipos apresentaram similaridade com a regido do rDNA da sequéncia de
Jatropha curcas (AM774639.1) depositada no GenBank, quando analisadas pelo
programa BLASTN.

800
500

Figura 4.7 - Amplificacdo das regides ITS de 14 acessos utilizados no seqlienciamento
da regido do rDNA. M: marcador 100 pb; Acessos (1 - Colémbia; 2 —
Camboja; 3 — Brasil Bahia; 4 — Paraguai; 5 — Brasil, Sdo Paulo [SP]; 6 -
Brasil, Minas Gerais [MG]; 7 — Tanzénia; 8 — Republica Dominicana; 9 —
Brasil, Pernambuco [PE]; 10 — México; 11 — Brasil, Goias [GO]; 12 —
Brasil, Mato Grosso do Sul [MS]; 13 — China; 14 — Brasil, Piaui [PI]; 15 —
Jatropha pohliana M.; B: branco

O alinhamento entre a sequéncia dos haplétipos selecionados e os controles
positivos (pinhdo bravo e AM774639.1), resultou em 96% de identidade. O
alinhamento das sequéncias dos haplétipos toxicos com o mexicano, relatado como um
atoxico, foi de 91%. Os marcadores RAPD revelaram a existéncia de 94,6% de
similaridade entre as variedades toxicas e nao toxicas (SUJATHA et al., 2005). Sudheer
Pamidimarri et al. (2009b) também avaliaram variedades toxicas e ndo toxicas, e
constataram que a similaridade entre as variedades variaram entre 90% quando
empregado os marcadores AFLP e 92% para RAPD.

Os resultados demonstram a existéncia de variabilidade genética para as regides
ITS das populagdes de pinhdo manso estudadas, quando comparadas com a sequéncia
depositada para esta regido no GenBank. Essa varia¢do se deve a organizag&o intrinseca

das regides ITS, onde o mescanismo da evolugdo em concerto promove o surgimento de
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sequéncias variantes, originadas a partir de mutagdes pontuais de nucleotideos ou por
insercdo ou delegdo (BALDWIN et al., 1995; ALVAREZ; WENDEL, 2003). Este
processo ajuda a explicar a presenca de bandas com pesos moleculares diferentes nas
populacgdes de pinhdo manso estudadas.

A andlise das sequéncias das regifes ITS mostrou a existéncia de variagdo
intragenémica entre os haplotipos estudados devido a presenca de indels e substituicdes
de bases. Durante o alinhamento das sequéncias de pinhdao manso ficou evidente o
surgimento de mutacGes dentro das regides ITS do rDNA, como por exemplo: o
nucleotideo Timina (T) foi inserido na sequéncia Brasil-MS e Republica Dominicana
nas posicoes 61 e 73; Brasil-GO na posicdo 189; Brasil-MG na posi¢do 375; Camboja,
China e Colémbia na posicao 563 (Figura 4.8) . A adicdo do nucleotideo C (Citosina)
foi observada nas sequéncias da Tanzania, Camboja, Brasil-SP, Brasil-Pl e México na
posicdo 219 (Figura 4.8). A adenina foi inserida nas sequéncias Brasil-PE e China na
posicdo 415 e Tanzénia na posi¢do 517 (Figura 4.8). O nucleotideo G (Guanina) foi
inserido na sequéncia Camboja na posicdo 217. Na posicdo 375 a guanina foi inserida
nas sequéncias do Camboja, Paraguai, Brasil-SP, Brasil-MS, Colémbia e Brasil-PE, na
posicdo 491 para Camboja e China, e nas posi¢fes 561 e 585 para a sequéncia do
Camboja. A guanina também esté presente na posic¢do 585 para a sequéncia Brasil-PE e
na posicdo 678 para Tanzania e Republica Dominicana (Figura 4.8). No hapl6tipo
mexicano  foi inserido na  sequéncia  um conjunto  de bases
(TGTCACGCAACGTCGCTCCCACCCCGTGG) entre as posicoes 463 e 491,
tornando evidente a separacdo dos haplotipos toxicos do atdxico (Figura 4.8).

De posse dos resultados do seqiienciamento confirmou-se 0 ndmero de
haplo6tipos e que esses possuem o tamanho variando de 635 a 725 pb (Tabela 4.2).
Analisando a Tabela 4.2, verifica-se que as sequéncias Brasil-Pl, Brasil-BA e Tanzénia,
possuem o mesmo tamanho (718 pb), porém com varia¢cdes intragendmicas. O mesmo

fato acontece com as sequéncias do Paraguai e Coldmbia que possuem 719 pb.
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Tabela 4.2 - Haplo6tipos utilizados para o sequenciamento das regides ITS do rDNA e
seus tamanhos

Haplotipo Populagédo Origem Tamanho (pb)  Tamanho (pb)

Amplificacdo  sequUenciamento
JC144 Pop. 22 Brasil - PE 630 708
JC168 Pop. 26 Brasil - Pl 650 718
JC224 Pop. 35 Paraguai 660 719
JC118 Pop. 18 Brasil - MG 670 635
JC126 Pop. 20 Brasil - MS 680 721
JC154 Pop. 24 Brasil - BA 690 718
JC036 Pop.06 Brasil - SP 700 722
JC238 Pop. 38 México 730 702
JC342 Pop. 51 Coldémbia 740 719
JC203 Pop. 31 Tanzania 750 718
JC0178 Pop. 28 China 760 723
JC213 Pop. 32 Rep. Dominicana 770 717
JC043 Pop. 08 Brasil - GO 780 720

JC194 Pop. 30 Camboja 800 725
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CGTARCARGGTTTCCGTAGGTGARCCTGCGGARGGATCATTGTCGARACCTGCACAGCAG-ARCGACCCGLG-AARCGCGTCTATCTACGCARGGGCGAGCTCGGGCGCTTCGGCCCCCGCGCGAGCCCAR
CGTARCAAGGTTTCCGTAGGTGARCCTGCGGARGGATCATTGTCGARACCTGCACAGCAG-ARCGACCCGLG-ARCGCGTCTATCTACGCARGGGLGAGCTCGGGLGCTTCAGCCCCCGCGLCGAGCCCAR
CGTARCARGGTTTCCGTAGGTGARCCTGCGGARGGATCATTGTCGARACCTGCACAGCAG-ARCGACCCGLG-ARCGCGTCTATCTACGCARGGGLGAGC TCGGGLGCTTCRGCCCCCGCGLCGAGCCCAR
CGTARCAAGGTTTCCGTAGGTGARCCTGCGGARGGATCATTGTCGARACCTGCACAGCAG-ARCGACCCGLG-AACGCGTCTATCTACGCARGGGCGAGCTCGGGCGCTTCAGCCCCCGCGCGAGCCCAR
CGTARCAAGGTTTCCGTAGGTGARCCTGCGGARGGATCATTGTCGARACCTGCACAGCAG-ARCGACCCGLG-ARCGCGTCTATCTACGCARGGGLGAGCTCGGGLGCTTCAGCCCCCGCGLCGAGCCCAR
CGTARCAAGGTTTCCGTAGGTGARCCTGCGGARGGATCATTGTCGARACCTGCACAGCAG-ARCGACCCGLG—-AACGCGTCTATCTACGCARGGGCGAGCTCGGGCGCTTCAGCCCCCGCGCGAGCCCAR
CGTARCAAGGTTTCCGTAGGTGARCCTGCGGARGGATCATTGTCGARACCTGCACAGCAGTARCGACCCGCGTARCGCGTCTATCTACGCARGGGLGAGCTCGRGLGCTTCAGCCCCCGCGLCGAGCCCAR
CGTARCARGGTTTCCGTAGGTGARCCTGCGGARGGATCATTGTCGARACCTGCACAGCAG-ARCGACCCGLG-AARCGCGTCTATCTACGCARGGGCGAGCTCGGGCGCTTCGGCCCCCGCGCGAGCCCAR
CGTARCAAGGTTTCCGTAGGTGARCCTGCGGARGGATCATTGTCGARACCTGCACAGCAG-ARCGACCCGLG-ARCGCGTCTATCTACGCARGGGLGAGCTCGGGLGCTTCAGCCCCCGCGLCGAGCCCAR
CGTARCARGGTTTCCGTAGGTGARCCTGCGGARGGATCATTGTCGARACCTGCACAGCAG-ARCGACCCGLG-ARCGCGTCTATCTACGCARGGGLGAGC TCGGGLGCTTCRGCCCCCGCGLCGAGCCCAR
CGTARCAAGGTTTCCGTAGGTGARCCTGCGGARGGATCATTGTCGARACCTGCACAGCAGTAARCGACCCGCGTARCGCGTCTATCTACGCARGGGCGAGCTCGGGCGCTTCAGCCCCCGCGCGAGCCCAR
CGTARCAAGGTTTCCGTAGGTGARCCTGCGGARGGATCATTGTCGARACCTGCACAGCAG-ARCGACCCGLG-ARCGCGTCTATCTACGCARGGGLGAGCTCGGGLGCTTCAGCCCCCGCGLCGAGCCCAR
CGTARCAAGGTTTCCGTAGGTGARCCTGCGGARGGATCATTGTCGARACCTGCACAGCAG-ARCGACCCGLG—AACGCGTCTATCTACGCARGGGCGAGCTCGGGCGCTTCAGCCCCCGCGCGAGCCCAR
CGTARCAAGGTTTCCGTAGGTGARCCTGCGGARGGATCATTGTCGARACCTGCACAGCAG-ARCGACCCGLG-ARCGCGTCTATCTACGCARGGGLGAGCTCGGGLGCTTCAGCCCCCGCGLCGAGCCCAR
CGTARCARGGTTTCCGTAGGTGARCCTGCGGARGGATCATTGTCGARACCTGCACAGCAG-ARCGACCCGLG-AARCGCGTCTATCTACGCARGGGCGAGCTCGGGCGCTTCGGCCCCCGCGCGAGCCCAR
CGTARCAAGGTTTCCGTAGGTGARCCTGCGGARGGATCATTGTCGARACCTGCACAGCAG ARCGACCCGCG ARCGCGTCTATCTACGCARGGGCGAGCTCGGGCGCTTCGGCCCCCGCGLCGAGCCCAR

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
| |
AGGCCGAGCCGGGTGCTGCTGGGARATGCC--GGCCCTTCCCGCACGCTCGACCCGGTCCACARACCARCCCCGGCGCAGGACGCGCCCARGGARACACGARRCGAGAAGAGCACGCGLCCGTCGGLCCT
AGGCCGAGCCGGGRTGCTGCTGGGARATGCCTCGGCCCTTCCCGCACGCTCGACCCGGTCCACARARCCARCCCCGGCGCAGGACGCGGCCARGGARACACGARRCGAGAAGAGCACGCGCCCGTCGGLCCT
AGGCCGAGCCGGGETGCTGCTGGEGARATGCCTCGGCCCTTCCCGCACGCTCGACCCGGTCCACAAACCARCCCCGGCGCAGGACGCGCC-ARGGARACACGARRCGAGAAGAGCACGCGCCCGTCGGLCCT
AGGCCGAGCCGGRTGCTGCTGGGARATGCCTCGGCCCTTCC-GCACGCTCGACCCGGTCCACARARCCARCCCCGGCGCAGGACGLGCC-ARGGARACACGARRCGAGAAGAGCACGCGLCCGTCGGLCCT
AGGCCGAGCCGEGTGCTGCTGGEGARATGCCTCGGCCCTTCCCGCACGCTCGACCCGGTTCACARACCARCCCCGGCGCAGGACGLGCC-ARGGARACACGARRCGAGARGAGCACGCGCCCGTCGGLCCT
AGGCCGAGCCGGGETGCTGCTGGGARATGCCTCGGCCCTTCCCGCACGCTCGACCCGGTCCACARACCARCCCCGGCGCAGGACGCGCCCARGGARACACGARRCGAGAAGAGCACGCGCCCGTCGGLCCT
AGGCCGAGCCGGGTGCTGCTGEGARATGCCTCGGCCCTTCCCGCACGCTCGACCCGGTCCACARACCARCCCCGGCGCAGGACGLGCC-ARGGARACACGARRCGAGARGAGCACGCGLCCGTCGGLLCT
AGGCCGAGCCGGGRTGCTGCTGGGARATGCCTCGGCCCTTCCCGCACGCTCGACCCGGTCCACARACCARCCCCGGCGCAGGACGCGCC-ARGGARACACGARRCGAGAAGAGCACGCGLCCGTCGGLCCT
AGGCCGAGCCGGGRTGCTGCTGGEGARATGCCTCGGCCCTTCCCGCACGCTCGACCCGGTCCACAARRCCARCCCCGGCGCAGGACGLGCC-ARGGARACACGARRCGAGAAGAGCACGCGCCCGTCGGLCCT
AGGCCGAGCCGGGRTGCTGCTEGGARATGCCTCGGCCCT-CCCGCACGCTCGACCCGGTCCACAAAC-ARCCCCGGCGCAGGACGCGCCCARGGARACACGARRCGAGAAGAGCACGCGLCCGTCGGLCCT
AGGCCGAGCCGGGRTGCTGCTGGGAR-TGCCTCGGCCCTTCCCGCACGCTCGACCCGGT--ACARARCCARCCCCGGCGCAGGACGCGCC-ARGGARACACGARRCGAGAAGAGCACGCGCCCGTCGGLCCT
AGGCCGAGCCGEGTGCTGCTEGEGARATGCCTCGGCCCTTCCCGCACGCTCGACCCGGTCCACAAACCARCCCCGGCGCAGGACGLGCC-ARGGARACACGARRCGAGARGAGCACGCGCCCGTCGGLCCT
AGGCCGAGCCGGETGCTGCTEGGARATGCCTCGGCCCTTCCCGCACGCTCGACCCGGTCCACAAACCARCCCCGGCGCAGGACGLGCC-ARGGARACACGARRCGAGAAGAGCACGCGCCCGTCGGLCCT
AGGCCGAGCCGGGTGCTGCTGEGARATGCCTCGGCCCTTCCCGCACGCTCGACCCGGTCCACARACCARCCCCGGCGCAGGACGCGCCCARGGARACACGARRCGAGARGAGCACGCGLCCGTCGGLLCT
AGGCCGAGCCGGGRTGCTGCTGGGARATGCCTCGGCCCTTCCCGCACGCTCGACCCGGTCCACARACCARCCCCGGCGCAGGACGCGCC-ARGGARACACGARRCGAGAAGAGCACGCGLCCGTCGGLCCT
AGGCCGAGCCGGGTGCTGCTGEGARATGCCTCGGCCCTTCCCGCACGCTCGACCCGGTCCACAARCCARCCCCGGCGCAGGACGLGED , ARGGARACACGARRCGAGAAGAGCACGCGCCCGTCGGLCCT

Figura 4.8 — Alinhamento dos haplétipos seqlienciados comparados com a sequéncia referéncia (AM774639.1)
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GGARACGGGCAGCCTCAGGGATGCGCTGTCCTCTATCTATARCCARARCGACTCTCGGCAACGGAT-TCTCGGCTCTCGCATCGATGARGAACGCAGCGARATGCGATACTTGG-TGTGARTTGCAGAAT
GGARACGGGCAGCCTCAGGGATGCGCTGTCCTCTATCTATAARCCARARCGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGARGAACGCAGCGARATGCGATACTTGGGTGTGARTTGCAGAAT
GGARACGGGCAGCCTCAGGGATGCGCTGTCCTCTATCTATAARCCARAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGARGAACGCAGCGARATGCGATACTTGGGTGTGARTTGCAGAART
GGAARACGGGCAGCCTCAGGGATGCGCTGTCCTCTATCTATAARCCARARCGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGARGAACGCAGCGARATGCGATACTTGG-TGTGARTTGCAGAAT
GGAARACGGGCAGCCTCAGGGATGCGCTGTCCTCTATCTATARCCARARCGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGARGAACGCAGCGARATGCGATACTTGG-TGTGARTTGCAGAAT
GGAARACGGGCAGCCTCAGGGATGCGCTGTCCTCTATCTATAARCCARARCGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGARGAACGCAGCGARATGCGATACTTGGGTGTGARTTGCAGAAT
GGAARACGGGCAGCCTCAGGGATGCGCTGTCCTCTATCTATAARCCARAARCGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGARGAACGCAGCGARATGCGATACTTGGGTGTGARTTGCAGAAT
GGARACGGGCAGCCTCAGGGATGCGCTGTCCTCTATCTATAARCCARAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGAT GARGAACGCAGCGARATGCGATACTTGG-TGTGARTTGCAGAAT
GGAAACGGGCAGCCTCAGGGATGCGCTGTCCTCTATCTATARCCARAACGACTCTCGGCARCGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGARGARCGCAGCGARATGCGATACTTGGGTGTGARTTGCAGAAT
GGARACGGGCAGCCTCAGGGATGCGCTGTCCTCTATCTATAARCCARARCGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGARGAACGCAGCGARATGCGATACTTGG-TGTGARTTGCAGAAT
GGAARACGGGCAGCCTCAGGGATGCGCTGTCCTCTATCTATARCCARARCGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGARGAACGCAGCGARATGCGATACTTGG-TGTGARTTGCAGAAT
GGAARACGGGCAGCCTCAGGGATGCGCTGTCCTCTATCTATAARCCARAARCGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGARGAACGCAGCGARATGCGATACTTGGGTGTGARTTGCAGAAT
GGARACGGGCAGCCTCAGGGATGCGCTGTCCTCTATCTATAARCCARARCGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGARGAACGCAGCGARATGCGATACTTGG-TGTGARTTGCAGAAT
GGARACGGGCAGCCTCAGGGATGCGCTGTCCTCTATCTATAARCCARAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGAT GARGAACGCAGCGARATGCGATACTTGG-TGTGARTTGCAGAAT
GGARACGGGCAGCCTCAGGGATGCGCTGTCCTCTATCTATAARCCARARCGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGARGAACGCAGCGARATGCGATACTTGGTTGTGARTTGCAGAAT
GGAARACGGGCAGCCTCAGGGATGCGCTGTCCTCTATCTATAARCCARARCGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGARGAACGCAGCGARATGCGATACTTGG, TGTGARTTGCAGAAT
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| 1
CCCGCGAACCATCGAGTCTTTGAR-CGCARGT TRCGCCCGARGCCTTTCGGCCGAGGGCACGTCTGLCTGGG: TGTCACGCAACGTCGCTCCCACCCCATGT
CCCGCGARCCATCGAGTCTTTGAR-CGCARGT TGCGCCCGARGCCTTTCGGCCGAGGGCACGTCTGLCTGGG: GTGTCACGCARCGTCGCTCCCACCCCGTGT
CCCGCGAACCATCGAGTCT TTGAR-CGCAAGT TGCGCCCGAAGCCTTTCGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGG: TGTCACGCAACGTCGCTCCCACCCCGTGT
CCCGCGAACCATCGAGTCTTTGAR-CGCAAGT TGCGCCCGAAGCCTTTCGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGG: TGTCACGCAACGTCGCTCCCACCCCGTGT
CCCGCGAACCATCGAGTCT TTGAR-CGCAAGT TRCGCCCGAAGCCTTTCGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGG: TGTCACGCAACGTCGCTCCCACCCCGTGT
CCCGCGAACCATCGAGTCTTTGAR-CGCARGT TRCGCCCGARGCCTTTCGGCCGAGGGCACGTCTGLCTGGG: TGTCACGCAACGTCGCTCCCACCCCGTGT
CCCGCGARCCATCGAGTCTTTGAR-CGCARGT TGCGCCCGARGCCTTTCGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGG: TGTCACGCAACGTCGCTCCCACCCCGTGT
CCCGCGAACCATCGAGTCTTTGARACGCARGT TRCGCCCGARGCCTTTCGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGG: GTGTCACGCARCGTCGCTCCCACCCCGTGT
CCCGCGAACCATCGAGTCT TTGAR-CGCAAGT TGCGCCCGAAGCCTTTCGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGG: TGTCACGCAACGTCGCTCCCACCCCGTGT
CCCGCGAACCATCGAGTCT TTGAR-CGCAAGT TRCGCCCGAAGCCTTTCGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGG: TGTCACGCAACGTCGCTCCCACCCCGTGT
CCCGCGAACCATCGAGTCTTTGAR-CGCAAGT TRCGCCCGAAGCCTTTCGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGG: TGTCACGCAARCGTCGCTCCCACCCCGTGT
CCCGCGAACCATCGAGTCTTTGARACGCARGT TRCGCCCGARGCCTTTCGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGG: TGTCACGCAACGTCGCTCCCACCCCGTGT
CCCGCGARCCATCGAGTCTTTGAR-CGCARGT TGCGCCCGARGCCTTTCGGCCGAGGGCACGTCTGLCTGGG: TGTCACGCAACGTCGCTCCCACCCCGTGT
CCCGCGAACCATCGAGTCT TTGAR-CGCAAGT TGCGCCCGAAGCCTTTCGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGTGTCACGCAACGTCGCTCCCACCCCGTGGTGTCACGCAACGTCGCTCCCACCCOGTGT
CCCGCGAACCATCGAGTCTTTGAR-CGCAAGT TGCGCCCGAAGCCTTTCGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGG: TGTCACGCAACGTCGCTCCCACCCCGTGT
CCCGCGAACCATCGAGTCTTTGAA. CGCAAGT TGCGCCCGAAGCCTTTCGGCCGAGGGCACGTCTGECTOGG. s ssssevssssssssssssssssssss IBNTCACGCAACGTCGCTCCCACCCCGTGT
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GGGGGCGGATTCTGGCCTCCCGTGCGCCGGRTCRGCCGCGLTT-GGCCCARARGCCTAGTCCCCGG-CTGCGAATGCCACGACARTCGGTGGTTGTARGACCCTCGGACACGGTCGTGCGCGGACGCACGE
GGEGGCGGATTCTGRCCTCCCGTGCGCCRGTCGGCCGCAGETTGGCCCARARGCCTAGTCCCCGGGCTGCGA-TGCCACGACARTCGGTGGTTGTARGACCCTCGGACACGGTCGTGCGCGGACGCACGL
GGGGGCGGATTCTGRCCTCCCGTGCGCCGLTCGGLCGCGLTT-GGCCCARRRGCCTAGTCCCCGG-CTGCGAATGCCACGACARTCGGTGGTTGTARGACCCTCGGACACGGTCGTGCGCGGACGCACGL
GGGGGCGGATTCTGGCCTCCCGTGCGCCGRTCRGCCGCGLTT-GGCCCARARGCCTAGTCCCCGG-CTGCGAATGCCACGACARTCGGTGGTTGTARGACCCTCGGACACGGTCGTGCGCGGACGCACGE
GGEGGCGGATTCTGGCCTCCCGTGCGCCGGRTCRGCCGCEGTT-GGCCCARARGCCTAGTCCCCGG-CTGCGAATGCCACGACARTCGGTGGTTGTARGACCCTCGGACACGGTCGTGCGCGGACGCACGE
GGGGGCGGATTCTGRCCTCCOGTGCGCCGGTCGGLCGLGLTT-GGCCCARRRGCCTAGTCCCCGG-CTGCGAATGCCACGACARTCGGTGGTTGTARGACCCTCGGACACGGTCGTGCGCGGACGCACGL
GGGGGCGGATTCTGRCCTCCCGTGCGCCGLTCGGLCGCGLTT-GGCCCARARGCCTAGTCCCCGG-CTGCGARTGCCACGACARTCGGTGGTTGTARGACCCTCGGACACGGTCGTGCGCGGACGCACGL
GGGGGCGGATTCTGGCCTCCCGTGCGCCGGRTCRGCCGCGRTTTGGCCCARARGCCTAGTCCCCGG-CTGCGAATGCCACGACARTCGGTGGTTGTARGACCCTCGGACACGGTCGTGCGCGGACGCACGE
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GGGGGCGGATTCTGRCCTCCOGTGCGCCGGTCGGLCGLGLTT-GGCCCARRRGCCTAGTCCCCGG-CTGCGAATGCCACGACARTCGGTGGTTGTARGACCCTCGGACACGGTCGTGCGCGGACGCACGL
GGGGGCGGATTCTGRCCTCCCGTGCGCCGLTCGGLCGCGLTT-GGCCCARARGCCTAGTCCCCGG-CTGCGAATGCCACGACARTCGGTGGTTGTARGACCCTCGGACACGGTCGTGCGCGGACGCACGL
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CCCGGARCATCGAGACCCCTCTGCGTCGCTARGGGCACGCTCCCATCGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTARGCATATCARTARGCGGAGGA
CCCGGARCATCGAGACCCCTCTGCGTCCCTAAGGGCACGCTCCCATCGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTARGCATATCAATARGCGGAGGA
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CCCGGAACATCGAGACCCCTCTGCGTCCCTAAGGGCACGCTCCCATCGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTARGCATATCARTARGCGGAGGA
CCCGGARCATCGAGACCCCTCTGCGTCCCTAAGGGCACGCTCCCATCGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTARGCATATCAATARGCGGAGGA
CCCGGARCATCGAGACCCCTCTGCGTCCCTARGGGCACGCTCCCATCGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTARGCATATCARTARGCGGAGGA
CCCGGARCATCGAGACCCCTCTGCGTCCCTAAGGGCACGCTCCCATCGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTARGCATATCARTARGCGGAGGA
CCCGGARCATCGAGACCCCTCTGCGTCCCTARGGGCACGCTCCCATCGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTARGCATATCARTARGCGGAGGA
CCCGGARCATCGAGACCCCTCTGCGTCCCTARGGGCACGCTCCCATCGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAARGCATATCAATARGCGGA
CCCGGARCATCGAGACCCCTCTGCGTCCCTARGGGCACGCTCCCATCGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTARGCATATCARTARGCGGAGGA
CCCGGAACATCGAGACCCCTCTGCGTCGCTAAGGGCACGCTCCCATCGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTARGCATATCARTARGCGGAGGA
CCCGGARCATCGAGACCCCTCTGCGTCCCTARGGGCACGCTCCCATCGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACT Ammm——————m = AGCATATCAATAAGCGGAGGA
CCCGGARCATCGAGACCCCTCTGCGTCCCTARGGGCACGCTCCCATCGCGACCCCAGGTCAGGCGGGCTTACCCGET
CCCGGARCATCGAGACCCCTCTGCGTCCCTAAGGGCACGCAT--ATCARTAAGCGGAGGA

CGCATATCARTAAG====== CGGAGGA
EcEggHaEHtcgHEacccctttﬁcEtccctaagggcacgctcccabcgcgaccccaggtcaggcggg..tacccgct...........................I

ITS4
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Estudos de comparacdo da sequéncia das regides ITS do rDNA foram utilizados para
avaliar as relagBes filogenéticas em varios niveis taxondmicos e também para descrever a
estrutura genética das populacbes (WHITE et al., 1990; FIGUEIRA et al., 1994; HSIAO et
al., 1994; AKAGI et al., 1997; CORDEIRO et al., 2003; NWAKANMA et al., 2003; SHU-
PING et al., 2007; SUDHEER PAMIDIMARRI et al., 2009a). Desta forma, buscou-se
relacionar filogeneticamente pelo método de Maxima Parciménia, com bootstrap para 1000
replicatas no programa MEGAS5.05 (TAMURA et al., 2011), os haplétipos selecionados, além
de um pinhdo bravo e 10 sequéncias disponiveis no GenBank para outras Euphorbiaceas das
regibes ITS: Jatropha integerrima, J. tanjorensis, J. gossypifolia, J. glandulifera, J.
podagrica, Manihot esculenta, Ricinus communis, Croton helicoideus, Hevea brasiliensis e
Jatropha curcas.

A arvore consenso foi obtida a partir de 57 arvores mais parcimoniosas, com um
indice de consisténcia (IC) igual a 0,78, o que indica boa topologia da arvore, indice de
retencdo de 0,44 e o indice composto para todos os sitios informativos. A arvore apresentou
trés grupos monofiléticos com valor de bootstrap de 100%, sendo o primeiro (grupo 1)
composto pelos haplotipos de pinhdo manso, além da sequéncia de Jatropha curcas
(AM774639.1) e o pinhdo bravo (Figura 4.9). No grupo Il ficaram as outras espécies de
Jatropha, além de Manihot esculenta, Ricinus communis e Croton helicoideus (Figura 4.9). E
no grupo Il ficou a espécie Hevea brasiliensis (Figura 4.9).

No grupo |, observa-se a separacdo dos haplo6tipos de pinhdo manso e Jatropha curcas
no sub-clado (A). No sub-clado B ficou o pinhdo bravo. No sub-clado C verifica-se a
formacdo de uma politomia, ou seja, todos os haplétipos de pinhdo manso e a sequéncia de
Jatropha curcas partem de um s6 né. Desta forma, pode-se inferir que a arvore esta
parcialmente resolvida, pois cada um dos haplétipos e o controle apresentam uma relacdo de
ancestralidade e ndo descendem de um Unico ancestal comum (Figura 4.9). O fenébmeno da
politomia € relativamente comum para 0 marcador ITS entre individuos de mesma espécie,
pois se trata de uma regido conservada do rDNA. A excec¢do é o hapldtipo mexicano que
formou um sub-clado (D) com 99% de confiabilidade, contudo, continua compartilhando o
mesmo ancestral comum. O haplétipo mexicano apresenta variagdo genética significativa para
as regides ITS, desta forma, € o mais distante filogeneticamente dos haplotipos toxicos. Pode-
se considerar a separacéo dos haplotipos toxicos do atdxico como uma caracteristica derivada,
ainda que, o ancestral comum ja compartilhava desta caracteristica (Figura 4.9).

A separacdo de acessos toxicos e atoxicos por meio de marcadores moleculares foi

relatado por Basha e Sujatha (2007), onde 83% dos acessos indianos avaliados foram
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agrupados em dois grandes grupos, enguanto que o acesso mexicano formou um grupo
unitario. Yaowalak et al. (2011) também conseguiram separar 0S acessos mexicanos (nao
toxicos) dos toxicos cultivados no sudeste asiatico.

No grupo Il, observa-se a formacdo de dois sub-clados. No primeiro sub-clado (E)
encontra-se a Euphorbiacea Croton helicoideus e no segundo (F) as espécies de pinhao bravo,
além das Euphorbiaceas Manihot esculenta, Ricinus communis (Figura 4.9).
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Figura 4.9 — Arvore filogenética baseada na comparacio das regides ITS1 — 5.8S —ITS2 do
rDNA de haplétipos de pinhdo manso e sequéncias de outras Euphorbiaceas
disponiveis no GenBank (Jatropha integérrima - AY971261.1, Jatropha
tanjorensis - EU881721.1, Jatropha gossypifolia - EU881726.1, Jatropha
glandulifera - EU881726.1, Jatropha podagrica - EU881715.1, Manihot
esculenta - AB441756.1, Ricinus communis - GQ478105.1, Croton helicoideus
- EU586902.1, Hevea brasiliensis - AB441762.1 e Jatropha curcas -
AM774639.1). Os agrupamentos foram calculados pelo método de Méaxima
Parciménia (MP). Os dados nos ramos indicam valores de bootstrap, com um
total de 1000 replicacdes, sendo apresentados valores maiores do que 50.
Identificacdo dos hapldtipos e espécies na figura
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4.4 Conclusao

A andlise das regibes ITS permitiu detectar a presenca de polimorfismo entre
populacdes de pinhdo manso, além de abrir caminho para outros estudos geneéticos,
biogeograficos e evolutivos para esta espécie. Atraves da anélise genética também foi possivel
separar 0s haplotipos toxicos do atdxico.
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5. DESENVOLVIMENTO DE INICIADORES MICROSSATELITES PARA
Jatropha curcas (EUPHORBIACEAE) E SUA TRANSFERIBILIDADE PARA
CONGENERES

Resumo

O pinhdo manso é uma planta oleaginosa perene que produz sementes com alto conteddo de
6leo. Sua importancia comercial aumentou nos ultimos anos com a substituicdo dos
combustiveis fosseis por biocombustiveis, porém a falta de cultivares comerciais e 0s
problemas com pragas e doencas estdo desestimulando o cultivo. O desenvolvimento de
marcadores moleculares pode auxiliar na busca por cultivares adaptadas as necessidades dos
agricultores. Os microssatélites sdo a classe mais informativa dentre os marcadores geneticos.
Este trabalho teve como objetivo desenvolver marcadores microssatélites a partir de uma
biblioteca gendmica enriquecida para pinhdo manso e testar a transferibilidade dos iniciadores
para outras Euphorbiaceas, tais como, mandioca, seringueira e mamona, como também para
outras espécies do género Jatropha (pinhdo roxo e pinhdo bravo). A biblioteca genémica
enriquecida em microssatélites para pinhdo manso forneceu 195 clones contendo sequéncias
repetidas. Foi possivel desenhar iniciadores especificos para 115 sequéncias, sendo que destas
uma amostra de 40 iniciadores foi sintetizada. Nove locos apresentaram elevada qualidade nas
amplificagdes de 41 acessos de pinhdo manso, revelando 2 a 8 alelos por loco e elevada
diversidade. Seis iniciadores amplificaram alelos para as espécies relacionadas J. podagrica,
J. pohliana e J. gossypifolia, ndo tendo sido observada transferibilidade para outras espécies
de Euphorbiaceae, tais como: Hevea brasiliensis, Manihot esculenta e Ricinus communis. O
desenvolvimento de locos especificos para o pinhdo manso viabiliza os estudos de diversidade
e determinacdo do sistema reprodutivo da espécie.

Palavras-chave: Biodiesel. Biocombustivel. Diversidade genética. Forbol. Pinhdo manso.
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Abstract

Physic nut is a perennial oilseed plant that produces seeds with high oil content. Its
commercial importance has increased in recent years by replacing fossil fuels with biofuels,
but the lack of commercial varieties and problems with pests and diseases are discouraging
cultivation. The development of molecular markers may aid in the search for varieties adapted
to the farmers needs. Microsatellites are the most informative class among the genetic
markers.This work aimed to develop microsatellite markers from an enriched genomic library
for physic nut and to test the transferability of primers for other Euphorbiaceas such as
cassava, rubber and castor bean, but also for other species of the genus Jatropha (bellyache
bush and purging nut). The microsatellite-enriched genomic library for physic nut provided
195 clones containing repeated sequences. It was possible to design specific primers for 115
sequences, from which a sample of 40 primers were synthesized. Nine loci showed high
quality amplifications of 41 accessions of physic nut, revealing 2 to 8 alleles per locus and
high diversity. Six primers amplified alleles for the related species J. podagrica, J. pohliana
and J. gossypifolia, while no transferability was observed for the other Euphorbiaceae species,
such as: Hevea brasiliensis, Manihot esculenta and Ricinus communis. The development of
specific loci for physic nut allows further studies on diversity and reproductive system for this

species.

Keywords: Biodiesel. Biofuel. Genetic diversity. Phorbol. Physic nut.
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5.1 Introducéo

O pinhdo manso pertence a familia Euphorbiaceae que compreende 320 géneros e
cerca de 8000 espécies, distribuidas pelo mundo (WEBSTER, 1994). O género Jatropha
contém cerca de 175 espécies conhecidas (HELLER, 1996). O centro de origem do género
Jatropha ainda é incerto, mas acredita-se que seja originario das Américas e Caribe, e o Brasil
aparece como parte do centro diversidade (SOONTORNCHAINAKSAENG,;
JENJUTTIKUL, 2003). Dentre as principais espécies de Jatropha destacam-se: Jatropha
curcas L. (pinhdo manso), J. elliptica, J. gossypiifolia, J. mollissima, J. multifida, J.
podagrica e J. weddeliana (SUNITA et al., 2005; SUDHEER PAMIDIMARRI et al., 2009).
Entretanto, somente J. curcas produz sementes com interesse comercial para producdo de
Oleo (30-40%), devido ao habito indeiscente dos frutos (SATURNINO et al., 2005;
BERCHMANS; HIRATA, 2008).

A importancia comercial do pinhdo manso cresceu nos ultimos anos com o programa
de substituicdo dos combustiveis fésseis por biocombustiveis, porém a falta de cultivares
comerciais melhoradas geneticamente e o0s problemas com pragas e doencas estdo
desestimulando o cultivo em todo o mundo (SATURNINO et al., 2005; KANT; WU, 2011).
Dentro deste contexto, os marcadores moleculares podem dar suporte para os estudos de
diversidade genética e sistema reprodutivo e, consequentemente, desenvolvimento de
variedades (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Os microssatélites se destacam entre todos 0os marcadores moleculares por apresentar
caracteristicas altamente desejaveis, pois sdo codominantes, amplamente distribuidos no
genoma dos eucariotos, multialélicos, amplificados via PCR e uma vez desenvolvidos 0s
iniciadores, estes podem ser compartilhados entre as instituicdes de pesquisa (SUGANUMA;
CIAMPI, 2009).

Para o desenvolvimento de iniciadores especificos, pode ser empregada a técnica de
bibliotecas gendmicas (SNUSTAD; SIMMONS, 2001). Entretanto, as mesmas podem resultar
em baixa eficiéncia, pois 0 numero de clones contendo microssatelites pode variar de 0,04% a
12% (ZANE et al.,, 2002). Contudo, a técnica mais utilizada para isolamento de
microssatélites e que resulta em maior eficiéncia é o método de bibliotecas enriquecidas
propostas por Kijas et al. (1994) e Billote et al. (1999). Os métodos de enriquecimento
oferecem uma maior eficiéncia na captura de microssatélites devido a obtencdo de grandes
guantidades de clones contendo regiGes em tandem (BILLOTE et al., 1999). Vérios grupos de

plantas de interesse agronémico tiveram seus iniciadores de microssatélites desenvolvidos a
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partir de bibliotecas gendmicas enriquecidas, como eucalipto (BRONDANI et al., 1998),
cana-de-agucar (CORDEIRO et al., 2000), arroz (BRONDANI et al., 2001), palmito
(GAIOTTO et al., 2001), banana (CRESTE et al., 2006) e feijdo (CARDOSO et al., 2008).

Para o pinhdo manso, Sun et al. (2008), Basha et al. (2009), Sudheer Pamadimarri et
al. (2009; 2010) e Gomes (2010) desenvolveram marcadores microssatélites para estudar a
diversidade genética e estrutura genética dos acessos, porém os locos revelaram pequeno
polimorfismo.

Este trabalho teve como objetivos desenvolver marcadores microssatélites a partir de
uma biblioteca genémica enriquecida para pinhdo manso para estudar a diversidade genética,
estrutura genética das populagfes, sistema de cruzamento e fluxo génico para subsidiar o
desenvolvimento de um programa de melhoramento e conservagdo da espécie, além de testar

o potencial transferibilidade dos iniciadores desenvolvidos para espécies congéneres.

5.2 Material e Métodos

5.2.1 Material vegetal

Quarenta e um acessos de pinhdo manso (Jatropha curcas L.), classificados como
toxicos e ndo toxicos (Tabela 5.1), de seis populacGes escolhidas arbitrariamente, no banco de
germoplasma do Laboratério de Fisiologia Vegetal e Cultura de Tecidos da Universidade
Federal de Sdo Carlos, Araras — SP foram utilizados na validagdo dos iniciadores. Para o
ensaio de transferibilidade dos iniciadores, foram utilizados trés gendétipos de J. podagrica
Hook; quatro de J. pohliana Mull. Arg.; dois de J. gossypifolia L.; quatro de seringueira
(Hevea brasiliensis [Willd. Ex Adr de Juss.] Muell. Arg.); cinco de mandioca (Manihot

esculenta Crantz); e cinco gendtipos de mamona (Ricinus communis L.).
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Tabela 5.1 - Detalhes das seis populagdes de pinhdo manso utilizados para validacdo dos
iniciadores. Pop. - populagéo

Cddigo Pop. Origem Caracteristica Cddigo Pop. Origem  Caracteristica

JCO026 5 Brasil — SP Toxico JC241 38 Meéxico Néo toxico
JC027 5 Brasil — SP Toxico JC242 38 Meéxico N&o toxico
JC028 5 Brasil — SP Toxico JC243 38 México Ndo toxico
JC029 5 Brasil — SP Toxico JC244 38 México Ndo toxico
JCO030 5 Brasil — SP Toxico JC245 38 Meéxico Néo toxico
JC031 5 Brasil — SP Toxico JC281 45  Colombia Toxico
JC086 13 Brasil—- MG Toxico JC282 45  Colémbia Toxico
JC087 13  Brasil—- MG Toxico JC283 45  Colémbia Toxico
JC088 13 Brasil—- MG Toxico JC284 45  Colémbia Toxico
JC089 13 Brasil- MG Toxico JC285 45  Colombia Toxico
JC090 13  Brasil - MG Toxico JC286 45  Colombia Toxico
JC231 37 Mexico N&o toxico JC287 45  Coldémbia Toxico
JC232 37 México Nao toxico JC288 45  Colémbia Toxico
JC233 37 Mexico N&o toxico JC289 45  Coldmbia Toxico
JC234 37 Mexico N&o toxico JC290 45  Coldmbia Toxico
JC235 37 Mexico N&o toxico JC341 51  Coldémbia Toxico
JC236 37 México Nao toxico JC342 51  Colébmbia Toxico
JC237 37 México Nao toxico JC343 51  Colémbia Toxico
JC238 37 Mexico N&o toxico JC344 51  Coldémbia Toxico
JC239 38 Mexico N&o toxico JC345 51  Coldémbia Toxico

JC240 38 Meéxico Nao téxico
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5.2.2  Extracéo e quantificacdo do DNA

A extracdo e quantificacgio do DNA gendmico dos acessos foram descritas com

maiores detalhes no Capitulo 3, itens 3.2.3 e 3.2.5.

5.2.3 Construcdo da biblioteca gendmica enriquecida

A construcdo da biblioteca enriquecida foi realizada utilizando as metodologias
desenvolvidos por Billote et al. (1999), com algumas modificacdes conforme. O DNA
gendmico do acesso ‘JC48’ (5 ug), originario de Montes Claros de Goiés, GO (populagédo 12),
foi digerido com 60 U da enzima de restricdo Rsal (Fermentas Life Science), 400 mM de
espermidina e dgua Milli-Q para um volume final de 100 puL. O material foi incubado a 37°C
overnight para a restricdo. Para avaliar a qualidade da restricdo foram aplicados 10 pL da
mesma com 2 pL de tampéo de carregamento (Loading Buffer - LB) em gel 1,2% agarose em
tampdo 1X SB, o qual foi corado em brometo de etideo (1,0 pg.mL™), apés eletroforese
(2V.cm™) (Figura 5.1).

Os fragmentos digeridos foram ligados aos adaptadores especificos Rsa2l (5’
CTCTTGCTTACGCGTGGACTA 3%) e Rsa25 (5
TAGTCCACGCGTAAGCAAGCAAGAGCACA 3°). A reagdo foi conduzida com: 1 pg do
DNA digerido na etapa anterior, tampéo Promega — 7,5 mM Tris-HCI (pH 7,8); 2,5 mM de
MgCl,; 25 mM de DTT e 2,5 mM de ATP, 0,2 uM de cada adaptador, 5 U de T4 DNA ligase
(Promega) e agua Milli-Q para completar 200 pL. A reacdo foi incubada por duas horas a
20°C.

Os fragmentos ligados aos adaptadores foram pré-amplificados utilizando o iniciador
Rsa2l. A reacdo foi realizada adicionando-se 3 pL do produto da ligagdo, 0,4 uM do
iniciador, 5 pL de 10X Taq Buffer; 0,2 mM de dNTP, 3 U de Taq polymerase (Fermentas Life
Science) num volume final de 50 pL. Para a amplificagdo foram usados os seguintes ciclos:
95°C por 4 min, seguidos de 20 ciclos de 94°C por 30 s, 60°C por 1 min, 72°C por 1 min e
extensdo final de 72°C por 8 min. Uma amostra de 10 pL da pré-amplificacdo foi analisada
em 1,2%, gel de agarose em tamp&o SB 1X, corado em brometo de etideo (1,0 pg.mL™), apés

a eletroforese (2 V.cm™) (Figura 5.1).
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Para o enriquecimento ocorre a selecdo dos fragmentos que contém regides
microssatélites. Para tanto, os fragmentos sdo selecionados por hibridizagdo com
oligonucleotideos biotinilados [biotina-(CT)g e biotina-(GT)s], que foram recuperados com
estreptavidinas ligadas a contas magnéticas (KIJAS et al., 1994). As contas magnéticas
marcadas com estreptavidina necessitam de uma preparacdo prévia, desta forma,
homogeneizou-se o tubo do produto Streptavidin Magnesphere Paramagnetic Particle
(Promega Corporation, Madison, W1, EUA). Em seguida, os 600 puL do produto foram
magnetizados por 30 s e 0 sobrenadante foi descartado. Apds esse processo, foram realizadas
trés lavagens com 300 pL de 0,5X Citrato de Sodio Salino (SSC). A cada lavagem descartou-
se 0 sobrenadante, mantendo as esferas magnéticas na parede do tubo com um rack
MagneSphere Technology Magnetic Separation Stand (Promega Corporation). Ao final do
processo as esferas foram ressuspendidas em 100 pL de 0,5X SSC.

Para o preparo do DNA, adicionou-se 360 pL de agua Milli-Q a 120 pL de DNA da
pré-amplificacdo. Esta solucéo foi incubada a 95°C por 15 min. Em seguida adicionou-se
13 pL de 20X SSC e 6 L de oligonucleotideos biotinilados. Os tubos contendo DNA, 20X
SSC e oligonucleotideos foram incubados a temperatura ambiente por 20 min, com agitacao
suave a cada 2 min. Os 100 pL de esferas “beads” pré-lavadas foram misturadas com 505 pL
da solucdo de hibridizacdo, sendo incubados por 10 min a temperatura ambiente, agitando
suavemente a cada 2 min. Apo0s esta etapa, a solucdo foi magnetizada por 30 s, 0 sobrenadante
foi descartado e as beads foram ressuspendidas em 300 pL de 0,1X SSC. Esta etapa foi
realizada por trés vezes (Lavagem 1; Lavagem 2 e Lavagem 3). Na ultima etapa, a solu¢éo foi
ressuspendida em 100 pL de agua Milli-Q e magnetizada por 30 s. O sobrenadante foi
reservado em um tubo 1,5 mL (ELUATO 1) e a solucdo foi novamente ressuspendida e
magnetizada com 150 pL de agua Milli-Q (ELUATO 2). Ao final os fragmentos selecionados
foram conservados a -20°C.

Procedeu-se a amplificacdo dos fragmentos selecionados na etapa anterior (ELUATO
1 e ELUATO 2) utilizando o iniciador Rsa2l. A reacdo foi feita adicionando-se 10 pL do
produto dos fragmentos selecionados (ELUATO 1 e ELUATO 2), 0,4 uM do iniciador, 10 puL
de 10X Tampao Taq; 100 uM de cada dNTP , 1,5 mM de MgCl,, 2 U de Taqg polymerase
(Fermentas Life Science) num volume final de 100 pL. Para a amplificacdo foram usados 0s
seguintes ciclos: 95°C por 1 min, seguidos de 25 ciclos de 94°C por 40 s, 60°C por 1 min,
72°C por 1 min e extensdo final de 72°C por 5 min. Como controle de qualidade da pré-
amplificacdo foram aplicados 10 pL da mesma com 2 pL de tampéo de carregamento (LB)

em um gel de 1,2% agarose, preparado em tampdo 1X SB, o qual foi corado em brometo de
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etideo (1,0 ug.mL™) apés a eletroforese (2V.cm™). O marcador utilizado foi A Hind Il
(Figura 5.1).

1 2 3

Figura 5.1 - Controles realizados durante o desenvolvimento da biblioteca genémica
enriquecida em microssatélites para pinhdo manso. 1 — Controle da digestdo
do DNA gendmico (M: marcador A Hindlll; A: amostra); 2 — Controle da
pré amplificacdo dos fragmentos (M: marcador A Hindlll; A: amostra); 3 —

Controle da pré-amplificagdo dos fragmentos selecionados (M: marcador A
Hindlll; E1: ELUATO 1; E2: ELUATO 2)

5.2.3  Clonagem dos fragmentos selecionados

Os fragmentos selecionados no item anterior foram clonados no vetor pGEM-T Easy
(Promega) utilizando 5 pL do produto da amplificacdo, 50 ng do vetor, 10 pL do Tampéo 2X,
3 U de T4 DNA ligase em volume final de 20 pL. A reacdo foi incubada overnight a 4°C. A
transformacdo bacteriana foi feita em células eletrocompetentes de E. coli (DH10B) e
plagueadas em meio seletivo. As col6nias brancas foram isoladas e individualizadas em
microplacas (96 pocos) contendo meio de parada seletivo com 8% de glicerol por 24 h a
37°C, sendo posteriormente estocadas a -80°C. Nesta etapa foram selecionados 416 clones

positivos e quatro clones negativos que foram utilizados como controle.
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5.2.4  Isolamento do DNA Plasmidial por Lise Alcalina

O isolamento do DNA plasmidial foi realizado em placa de 96 pocos. As etapas
deste procedimento incluiram o crescimento bacteriano em meio de cultura liquido Luria-
Bertani (LB) com a adicdo de ampicilina (100 mg.L™), lise alcalina e purificacio de filtragem
Millipore em placas de 96 pogos mediante centrifugagdo. As colonias transformadas foram
inoculadas em placa tipo deep well com um dnico toque do replicador em 1,5 mL de meio de
cultura LB, acrescido de ampicilina (100 mg.L™), e incubada por cerca de 22 h a 37°C a 250
rpm. Apés o crescimento bacteriano, a microplaca foi centrifugada por 6 min a 4000 rpm. O
sobrenadante foi descartado e a microplaca invertida em papel absorvente por 2 min e em
seguida acrescentados 240 pL de GET (20% Glicose, 0,5 M EDTA pH 8,0 e 0,5 M Tris HCI
pH 7,4) por poco na placa, a qual foi selada, agitada por 2 min para homogeneizacdo das
solucdes e centrifugada por 9 min a 4000 rpm. O sobrenadante foi descartado, e a microplaca
foi invertida em papel absorvente por 2 min. Foram acrescentados mais de 80 pL de GET por
poco e em seguida a microplaca foi agitada para homogeneizar as solucdes. A suspensao foi
transferida para outra microplaca de fundo redondo contendo 2,5 pL de 10 mg.mL™ de
RNAse por pogo. A cada pogo foram adicionados 60 pL da solucdo (0,2 N NaOH, 1%
Dodecil Sulfato de Sodio [SDS]). Com um adesivo novo, a microplaca foi selada e invertida
30 vezes para homogeneizar as solucbes, sendo em seguida incubada por 10 min em
temperatura ambiente. Foram adicionados 3 M KOAc por poco, e a placa foi selada e
homogeneizada 30 vezes por inversdo. A microplaca ficou incubada em temperatura ambiente
por 10 min e depois centrifugada até 4000 rpm. Sem adesivo a microplaca foi incubada a
90°C por 30 min. A microplaca foi selada, resfriada em gelo por 10 min e centrifugada a 20°C
por 6 min a 4000 rpm. Com o auxilio de fitas adesivas, uma placa Millipore (MAGV N22) foi
fixada no topo de outra placa de fundo “V”. Todo o volume contido na microplaca de fundo
redondo foi transferido para a placa Millipore. O aparato foi centrifugado a 20°C a 4000 rpm
por 6 min. A placa Millipore foi removida e ao filtrado resultante na placa fundo “V” foi
acrescentado 100 pL de isopropanol. A placa foi homogeneizada por inversao por 30 vezes. A
placa foi centrifugada a 20°C a 4000 rpm por 45 min. Descartou-se o sobrenadante invertendo
a placa, e aos pogos foram adicionados 200 pL de etanol 70% gelado. Centrifugou-se a placa
a 20°C a 4000 rpm por 5 min e ao final o sobrenadante foi descartado. Em seguida, a

microplaca foi colocada no fluxo laminar por duas horas para secar o DNA. O DNA foi
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ressuspenso em 50 pL de agua Milli-Q autoclavada, permanecendo overnight a temperatura
ambiente e em seguida armazenado a -20°C. A concentracdo do DNA plasmidial foi estimada

por fluorimetria e confirmada em gel 1% agarose corado com SYBRgold.

5.2.5  Sequenciamento dos clones positivos para microssatélites

As reacOes de sequienciamento foram realizadas utilizando o Kit de sequienciamento
DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing (GE Healthcare), seguindo as seguintes
concentracdes para a amplificacdo dos fragmentos por PCR: 5 uM do iniciador T7, 150 ng de
DNA plasmidial, 2 pL de Sequencing reagent premix e dgua Milli-Q para um volume final de
10 pL. As amplificagbes foram realizadas utilizando um termociclador nas seguintes
condigdes: 30 ciclos 95°C por 40 s, 60°C por 1 min e 72°C por 1 min. Os produtos das
amplificacdes foram purificados adicionando 2 pL de Acetato de Sddio/Acido Etilenodiamino
Tetra-Acético (EDTA) em cada pogo (homogeneizar), seguido da adicdo de 60 uL de etanol
absoluto (homogeneizar), centrifugado 45 min a 4000 rpm a 4°C. O sobrenadante foi entéo
descartado. Foi adicionado 150 pL de etanol 70% e em seguida centrifugado por 15 min a
4000 rpm a 4°C. O sobrenadante foi descartado e os pellets foram secos a 40°C por 10 min.

Inicialmente, 192 clones foram seqlenciados na plataforma de sequenciamento
automatico ABI 3100, no Laboratério de Biotecnologia Animal do Departamento de
Zootecnia da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” da Universidade de Sdo

Paulo.

5.2.6  Construcdo dos microssatélites

As sequéncias foram analisadas quanto a qualidade dos cromatogramas no conjunto de
softwares Phred, Phrap e Consed (http://www.phrap.org/index.html). Foram retiradas das
sequéncias as regides correspondentes ao vetor e ao adaptador, restando apenas a sequéncia
do inserto. Além disso, trechos com méa qualidade e sequéncias cujas bases ndo puderam ser
identificadas com seguranca (Phred < 20) também foram excluidos. Com isso, arquivos tipo
FASTA foram obtidos para cada clone, contendo as sequéncias de interesse e com boa
qualidade. Para a identificacdo das sequéncias contendo microssatélites, utilizou-se o
programa WebSat (MARTINS et al.,, 2009). As sequéncias microssatélites que foram

selecionadas para serem desenhados pares de iniciadores continham no minimo 10, 5,4, 3,2 e
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2 repeti¢des por motivo microssatélites do tipo mono, di, tri, tetra, penta e hexanucleotideo,
respectivamente.

O desenho dos pares de iniciadores especificos para amplificacdo dos locos
microssatélites foram realizados no programa on-line Primer3 (ROZEN; SKALETSKY,
2009). Para avaliar a qualidade dos iniciadores forward, reverse quanto a formacgdo de
estruturas secundarias como Hairpin, Dimer, Cross Dimer e Palindrome, utilizou-se o
programa NetPrimer com Rating igual ou superior a 90. Para se evitar o desenho de
iniciadores redundantes todas as sequéncias foram alinhadas entre si com o auxilio do
programa CLUSTAL W (THOMPSON et al., 1997).

5.2.7 Validagéo dos iniciadores

Dos 115 pares de iniciadores, foi realizada a sintese quimica de 40 pares, 0s quais
foram submetidos a um teste de validacdo. As reacdes de amplificacdo dos locos de

microssatélites estdo descritas com maiores detalhes no Capitulo 3, item 3.2.7.

5.2.8  Transferibilidade dos iniciadores

Foi testada a transferibilidade de nove pares de iniciadores desenvolvidos que
apresentaram polimorfismo para pinhdo manso para outras Euphorbiaceas. As reacbes de
amplificacdo dos locos microssatélites seguiram 0s mesmos parametros descritos no Capitulo
3, item 3.2.7.

5.3 Resultados e Discussao

5.3.1 Biblioteca gendmica enriquecida com microssatélites

A clonagem da biblioteca gendmica desenvolvida para pinhdo manso apresentou boa
eficiéncia, obtendo-se 416 clones (Figura 5.2). O sequenciamento de 192 clones resultou em
173 clones candidatos a possuirem sequéncias microssatélites, demonstrando rendimento de
90,1%. Os fragmentos amplificados possuiam em média entre 400 e 600 pb, ou seja,

tamanhos ideais para se obter sucesso no sequenciamento.
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Figura 5.2 - Visualizacdo da amplificacdo via PCR de 19 clones da placa 01. Os clones estéo
numerados, conforme sua disposicdo na placa (A1 a C3), N: coldnia nao
transformada (controle negativo); B: branco

Todas as 173 sequéncias foram analisadas quanto a qualidade dos cromatogramas no
conjunto de softwares Phred, Phrap e Consed (http://www.phrap.org/index.html), sendo
selecionados trechos que apresentavam o pardmetro Phred > 20. Detectou-se que 104 das 173
sequéncias continham 195 microssatélites no total, representando um enriquecimento da
biblioteca de 60,1%. Contudo, as percentagens de enriquecimento podem ser influenciadas
pelo critério utilizado para se estabelecer o tamanho minimo do motivo a ser classificado
como microssatélite, ou mesmo, pelas etapas de desenvolvimento da mesma. Todas as
sequéncias que apresentaram motivos microssatélites foram alinhadas entre si e 28 delas
(26,9%) apresentaram redundéncia, sendo as complementares excluidas. Neste trabalho,
sequéncias com mais de 90% de identidade foram consideradas redundantes, seguindo o
mesmo parametro utilizado por Oliveira (2006) em biblioteca de maracuja-amarelo. A
redundancia pode ser atribuida a presenca de clones duplicados pelo proprio procedimento da
PCR durante as etapas de enriquecimento (OLIVEIRA, 2006). Quanto a classe de repeticdo
das sequéncias, os dinucleotideos foram os mais freqlientes (53,7%), seguidos pela classe
penta (31,6%), mono (11%), tri (1,5%), tetra (1,5%), e hexanucleotidica (0,7%) (Figura 5.3).

Os microssatélites também podem ser classificados como perfeitos (quando a
sequéncia repetida ndo é interrompida por qualquer base que ndo pertenga a0 motivo),
interrompidos (quando existe mais de um par de bases que ndo correspondem ao
microssatélite), compostos perfeitos (quando uma sequéncia contém duas sequéncias
repetidas adjacentes), compostos interrompidos (quando uma sequéncia contém duas
sequéncias repetidas adjacentes e 0s microssatélites estdo interrompidos) e imperfeitos
(quando existe entre os motivos um par de bases que ndo corresponde ao microssatélite)

(WEBER, 1990). Os microssatélites perfeitos apresentam-se mais frequentes (82,8%), quando
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comparados com sequéncias que possuem interrupcGes dentro dos motivos (Figura 5.4).
Resultados similares foram observados por Gimenez et al. (2007) em Arachis hypogaea
(63,1%) e Penha (2007) em Passiflora alata (88,6%).
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Figura 5.3 - Porcentagem de microssatélites encontrados em relacdo a unidade repetitiva
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Figura 5.4 - Porcentagem de microssatélites encontrados em relacéo a classe

Ao se utilizar a técnica de enriquecimento da biblioteca genémica, espera-se obter
microssatélites complementares as sondas utilizadas, contudo é comum encontrar a presenca
de outros tipos de microssatélites (SHI et al., 2007). Para o desenvolvimento da biblioteca
para o pinhdo manso utilizaram-se as sondas GT e CT esperando-se assim, motivos dos tipos
CA e GA e repeticbes do tipo dinucleotidicas. Contudo, foram observados motivos
microssatélites com os mais variados tipos de repeticdes, porém o motivo GA foi o mais
frequente (13,2%). Isto pode ser explicado pela baixa estrigéncia adotada nos procedimentos
de hibridizagdo, permitindo assim que as sondas se hibridizassem sem a perfeita
complementaridade com as sequéncias alvos (ASKENAZI et al.,, 2001). O motivo GA
também foi o mais abundante durante a constru¢do de uma biblioteca gendmica enriguecida
para Hevea brasiliensis (FENG et al., 2009). Os motivos AG sdo mais freqiientes nos
genomas das plantas do que os motivos AC (POWELL et al., 1996). Contudo, em Acacia
mangium os motivos AC apareceram com maior frequéncia (BUTCHER et al., 2000). No
caso do pinhdo manso os dados indicam que existe maior freqiiéncia dos motivos GA,
seguido por GT (8%).

Dos 195 microssatélites identificados, foi possivel desenhar 115 (59,0%) iniciadores
especificos para pinhdo manso. A ocorréncia de sequéncias de baixa qualidade, ou mesmo a

posicdo dos motivos microssatélites proxima ao sitio de clonagem ndo permitiram o desenho
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de iniciadores para as 80 sequéncias restantes. Para 36 sequéncias (38,7%), foram encontrados
dois ou mais motivos microssatélites. Nestes casos, desenharam-se iniciadores para a

amplificacdo de ambos os locos.

5.3.2  Validacao dos iniciadores

Foram desenhados 115 pares de iniciadores a partir do desenvolvimento da técnica de
biblioteca gendmica enriquecida para microssatélites de pinhdo manso (Anexo B), porém 40
foram sintetizados e submetidos a testes de validacdo (Anexo C).

Dos 40 locos desenvolvidos para o estudo, nove (22,5%) apresentaram perfis
polimorficos: mJCENA27, mJCENA41, mJCENA47, mJCENA63, mJCENA87, mJCENAL06,
mJCENA108, mJCENA110 e mJCENA111 (Tabela 5.2; Anexo D). Para os outros 28 locos
(70%), verificou-se a amplificacdo de uma Unica banda (monomdrfico) e trés locos (7,5%)
ndo amplificaram nenhum fragmento.

A partir dos nove locos que foram usados na amplificacdo dos 41 geno6tipos de pinhdo
manso, detectaram-se 45 alelos. O namero de alelos variou de dois a oito por loco, sendo em
média detectados cinco alelos. O loco que apresentou maior numero de alelos foi o
mJCENAA41 (oito alelos), e 0 menor nimero foi encontrado no loco mJCENA106 (dois alelos)
(Tabela 5.3). O nimero médio de alelos foi maior do que encontrado por Basha et al. (2009)
para pinhdao manso, que observou somente dois alelos, por Sudheer Pamidimarri et al. (2010),
3,51 alelos, Wen et al. (2010) utilizando EST-SSR a partir de mandioca encontraram em

pinhdo manso, 3,51, e Yaowalak et al. (2011), somente 1,4 alelos.
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Tabela 5.2 — Caracteristicas dos nove iniciadores microssatélites desenvolvidos para pinhdo manso, contendo as sequéncias forward (F) e reverse

(R) dos iniciadores, as repetices, tamanho em pares de base, as temperaturas de anelamento (Ta) e identificacdo no GenBank

Locos Iniciadores Repeticbes  Tamanho (pb)  Ta (°C) GenBank

mMJCENA27 F: CATTTTTCATCAAGGCCTAC (GA)12 157 54 GF111554
R: GTATTTCTCCACACGCAACT 95

mJCENA41 F.:CTTTCTTACCCCTCATCCTT (AC)1s 170 55 GF111555
R: AAAGCCAGGACATACTTGAA 55

mMJCENA47 F: GCCCGAGTTCTCTATAAGGT (GT)7(GA)12 235 55 GF111556
R: CCAAGAGAAATTAGGAATGC 54

mJCENAG3 F: GCGTGGACTATCTCAACTTC (GA)17 230 55 GF111557
R: CTGATTACGCAATGGAACTA 54

mJCENA87 F: ATCTGGAGTGAAACCAAAGA (GT)15(GA)g 214 55 GF111558
R: CACATGGTAAGCATTACAAGC 56

mJCENA106 F: AAGGACGCAGAAAGAGAAGTTG (AGA)s 251 60 GF111559
R: TTTCGGAGGAGATGAAGAAGAC 59

mJCENA108 F: GTGTGGTGCTTACCCCTATTTT (GAA)10 270 59 GF111560
R: GCCTCCTTTTCTTTTCCTGTTT 60

mJCENA110 F: GCGTAGAAACACAGGAACATCA (GT)14 353 60 GF111561
R: ACTCTCAATGGTTGTTATGGGC 60

mJCENA111 F: AAGCCCAGTTGCTCATATTCAG (AT)e(GT)s 337 60 GF111562
R: CAAGGCTCAAAGATAGAAGGGA 59
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A heterozigosidade média observada foi H_ =0,53, a esperada H,=0,66 e o indice de

fixacdo médio foi f =0,20, os quais foram significativamente diferentes de zero para seis locos
(MJCENA27, mJCENA41, mJCENA47, mJCENAG63, mJCENA87 e mJCENA111). Para os
locos mJCENA108 e mJCENA110, o indice de fixacdo foi negativo, demonstrando um
excesso de heterozigotos nestes locos. Yaowalak et al. (2011) avaliando acessos tdxicos
(Tailandia, Miamar, Camboja, India, Laos e China) e ndo toxicos (México) de pinhdo manso

encontraram valores médios de H_ =0,28 e para H,=0,16. Tanya et al. (2010), estudando

acessos do México, China, Tailandia e Vietnd utilizando marcadores ISSR encontraram uma
heterozigosidade total de 0,355. Os resultados também indicam que os locos microssatélites
desenvolvidos foram eficientes na deteccdo da diversidade genética viabilizando estudos de
diversidade, sistema reprodutivo e melhoramento da espécie.

Tabela 5.3 - Avaliacao inicial em seis populacdes de J. curcas do Brasil, México e Colémbia,
onde n é o numero de acessos analisados, A ¢ o numero de alelos; H,
heterozigosidade observada; He heterozigosidade esperada; f indice de fixacdo

Locos n A Ho He F
mJCENA27 39 5 0,41 0,75 0,45*
MJCENA41 41 8 0,59 0,86 0,32*
MJCENA47 40 6 0,43 0,73 0,42*
mJCENAG3 40 4 0,38 0,61 0,39
mJCENA87 41 7 0,66 0,82 0,20
mJCENA106 41 2 0,24 0,25 0,04
mJCENA108 41 6 0,90 0,77 -0,18
mJCENA110 41 3 0,68 0,58 -0,19
mJCENA111 41 4 0,46 0,55 0,16

Média - 5 0,53 0,66 0,20*

* P<0.05 Corregéo de Bonferroni
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5.2.3 Transferibilidade dos iniciadores

O desenvolvimento dos marcadores microssatélites exige um alto investimento
financeiro e conhecimento técnico. A transferibilidade ou amplificacdo heter6loga é uma
alternativa para minimizar os custos com o desenvolvimento dos marcadores microssatélites,
pois aproveita a natureza conservada da sequéncia de nucleotideos das regides flanqueadoras
de espécies aparentadas e assim utilizam-se pares de iniciadores desenvolvidos para outros
estudos genéticos (COLEVATI et al., 1999; ZUCCHI et al., 2002).

A transferibilidade de iniciadores microssatélites tem sido utilizada com sucesso para
espécies do mesmo género, ou seja, o sucesso da amplificacdo heterdloga esta relacionado
com a proximidade filogenética das espécies. Moretzosohn et al. (2004) analisaram 36
espécies de Arachis e observaram a transferibilidade de 76% dos iniciadores microssatélites
desenvolvidos para Arachis hypogaea.

Em frutiferas também existem relatos de altas taxas de transferibilidade entre espécies
proximas. Zucchi et al. (2002) testaram a transferibilidade de iniciadores microssatélites
desenvolvidos para Eucalyptus spp. para Eugenia dysenteria e somente 2,8% foram
transferidos. Santos et al. (2007) avaliaram os mesmos iniciadores testados por Zucchi et al.
(2002) e verificaram a transferibilidade de 180 iniciadores de 404 para Acca sellowiana,
sendo que todas as espécies pertencem a familia Myrtaceae, observando assim uma taxa de
transferibilidade de 44,5%. Destes, 38 locos apresentavam-se como polimérficos (21,1%).

Taxas de 60,4% de transferibilidade foram observados por Alves et al. (2006)
utilizando iniciadores microssatélites de cacau (Theobroma cacao) para cupuacu (Theobroma
grandiflorum). Para o género Dioscorea, taxas variando de 33 a 100% foram observadas para
a transferibilidade de nove locos SSR de D. alata para as espécies D. trifida, D. bulbifera e D.
cayenensis-D. rotundata (SIQUEIRA et al., 2011).

Para a familia Euphorbiaceae, Roa et al. (2000) confirmaram a transferibilidade entre
Manihot esculenta Crantz e outras seis espécies do género e verificaram que quanto maior a
distancia filogenética entre as espécies, menor era a taxa de transferibilidade. Wen et al.
(2010) utilizando EST-SSR e SSR desenvolvidos para mandioca conseguiram uma taxa de
transferibilidade de 8,6% e 1% respectivamente.

Aqui a taxa de transferibilidade variou de 55,5% a 66,7% para as espécies do género
Jatropha (Tabela 5.4), indicando que as sequéncias flanqueadoras séo conservadas para essas
espécies, porém para as outras Euphorbiaceas, tais como, mandioca, seringueira € mamona,

ndo foram observadas amplificacGes. Para as Euphorbiaceas estudadas confirmou-se 0s
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resultados encontrados por Roa et al. (2000), onde as espécies pertencentes ao género
Jatropha apresentaram maior taxa de transferibilidade quando comparadas com as outras
Euphorbiaceas. Tais resultados comprovam a relacdo direta entre 0 sucesso na
transferibilidade dos iniciadores microssatélites e a proximidade filogenética, porém outros
pressupostos devem ser levados em consideragdo como a taxa de mutagdo associada a regido
flanqueadora de cada loco e a qualidade das sequéncias e condi¢des de amplificagdo. Nossos
resultados confirmam que o declinio do sucesso da amplificacdo esta relacionado ao aumento
da distancia genética (WHITE; POWELL, 1997; WITSENBOER et al., 1997).
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Tabela 5.4 - Transferibilidade de nove pares de iniciadores desenvolvidos para J. curcas e testados para outras espécies de Euphorbiaceae.
Sucesso na amplificagdo (+) ou falha na amplificacdo (-) para 3 a 5 acessos para cada espécie testada (n)

Espécies n mMJCENA27 mJCENA41 mJCENA47 mJCENA63 mJCENA87 mJCENA106 mJCENA108 mJCENA110 mJCENAL1l
J. podagrica 3 - + - - + + + + +
J. pohliana 4 - + - - + + + + +
J. gossypifolia 2 - + - - + - + + +
Hevea brasiliensis 4 - - - - - - - - -
Manihot esculenta 5 - - - - - - - - -
Ricinus communis 5 - - - - - - - - -
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5.4 Conclusao

Os novos locos desenvolvidos sao eficientes para deteccdo da diversidade genética em

pinhdo manso e para espécies proximas filogeneticamente.
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6. CARACTERIZACAO DA DIVERSIDADE GENETICA DE POPULACOES DE
Jatropha curcas L., REVELADOS POR MARCADORES MICROSSATELITES

Resumo

A diversidade e a estrutura genética foram estudadas em populagdes de pinhdo manso do
Brasil, bem como de alguns paises da América, Asia e Africa, utilizando-se oito locos
microssatélites. Foram utilizados 345 acessos distribuidos em 51 populag¢fes de acordo com
sua origem. A partir das frequiéncias alélicas foram avaliados pard@metros de diversidade como
numero de alelos por loco (1,55), porcentagem de locos polimérficos (51%), heterozigosidade
observada (H, =0,43) e heterozigosidade esperada (He =0,25). O numero de alelos por loco foi
superior aos outros trabalhos que empregaram SSR para a espécie. Na analise da estrutura
genética, verificou-se que a maior parte da diversidade genética encontra-se distribuida entre
populacdes (Gsr» = 0,62), embora uma parcela consideravel da diversidade genética seja
atribuida a diversidade dentro de populacdes (Hs =0,25). A estrutura genética das populacdes
foi também avaliada em diferentes niveis hierarquicos: 1) entre e dentro das popula¢des em
geral; Il) entre regides, considerando duas regides (América versus demais paises), entre
populacdes dentro de regides e dentro de populacdes; Ill) entre e dentro populagdes,
considerando somente as popula¢des originarias do Brasil. Os resultados demonstraram que a
maior parte da variacdo genética foi encontrada entre as populagdes (58%). Quando foram
comparadas duas regides verifica-se que a maior parte da variabilidade concentra-se entre
populacdes dentro de regibes (53%). Para as populacbes brasileiras, a maior parte da
diversidade encontra-se entre as mesmas (54%). As andlises de coordenadas principais
revelam a existéncia de variabilidade genética significativa entre as populacdes brasileiras,
colombianas e mexicanas, e a proximidade das populacdes cultivadas na Africa e Asia a esses
trés grupos. O estudo fornece uma visdo abrangente da diversidade genética das populacGes
estudadas. Os resultados demonstram que a diversidade encontra-se estruturada
principalmente entre as populacGes, indicando assim que os programas de conservacao e
melhoramento genético da espécie devem buscar utilizar materiais genéticos de diferentes
origens.

Palavras-chave: Biocombustivel. Estrutura genética. Melhoramento genético. Pinhdo manso.
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Abstract

The diversity and genetic structure have been studied in Jatropha curcas populations from
Brazil, and from some American, Asian and African countries, using eight microsatellite loci.
We used 345 accessions distributed in 51 populations according to their origin. From the
allelic frequencies, the following genetic diversity parameters were evaluated, such as number
of alleles per locus (1.55), percentage of polymorphic loci (51%), observed heterozygosity
(Ho =0.43) and expected heterozygosity (H. = 0.25). The number of alleles per locus was
higher than other studies which employed SSR for the species. In the analysis of genetic
structure, we found that most genetic diversity is distributed among populations (Gsr: = 0.62),
although a considerable amount of genetic diversity is attributed to the diversity within
populations (Hs = 0.25). The genetic structure of populations was also assessed in the
different hierarchical levels: 1) between and within populations, in general; Il) between
regions, considering two regions (America versus other countries), among populations within
regions and within populations; I11) between and within populations, considering only the
Brazilian populations. The results showed that most of the genetic variation was found among
populations (58%). When two regions were compared it was verified that most of the
variability is concentrated among populations within regions (53%). For the Brazilian
populations, most of the diversity is found among them (54%). The principal coordinate
analysis revealed the existence of significant genetic variability among populations in Brazil,
Colombia and Mexico, and the proximity of populations from Africa and Asia to these three
groups. The study provides a comprehensive overview of the genetic diversity of populations
studied. Results show that diversity in physic nut is structured primarily among populations,
indicating that the programs for conservation and breeding of the species should seed to use

genetic material from different sources.

Keywords: Biofuel. Genetic structure. Plant breeding. Physic nut.
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6.1 Introducéo

O pinhdo manso € uma espécie arborea perene oleaginosa, supostamente nativa das
Ameéricas, porem, na atualidade, € cultivada em quase todas as regides intertropicais do
mundo, estendendo sua ocorréncia pelos continentes asiatico, africano e Oceania (ARRUDA
et al., 2004; YAOWALAK et al., 2011). No Brasil, é encontrado em todas as regides, devido
a sua rusticidade e facil adaptacédo a diferentes condi¢des edafoclimaticas (SATURNINO et
al., 2005; ROSADO et al., 2010). A capacidade do pinhdo manso se desenvolver em solos
marginais faz com que este tenha vantagens sobre outras culturas oleaginosas, principalmente
no que se refere a producéo de biocombustivel (SATURNINO et al., 2005).

O pinhdo manso é uma planta monodica, supostamente alégama, sujeita a
geitonogamia, com um genoma de 416 Mb, distribuidos em 11 pares de cromossomos (LIU et
al., 2008; ABDELGADIR et al., 2009). O sistema de reproducdo aliado a sua ampla
distribuicdo geografica sugere um elevado grau de variacdo genética nas populacdes, o que
seria promissor para o desenvolvimento de um programa de melhoramento genético
(GINWAL et al., 2004; LUO et al., 2007; ROSADO et al., 2010).

A espécie sempre despertou o interesse, porém nos Ultimos anos, a crescente demanda
de substitutos para os combustiveis fésseis valorizou o pinhdo manso, devido a qualidade do
6leo que produz, onde se destaca a ndo emissao de fumaca, auséncia de cheiro e grande poder
de combustdo (SATURNINO et al., 2005).

O plantio do pinhdo manso passou por um periodo de euforia, porém nao existe
cultivares melhoradas disponiveis para o plantio, e problemas com pragas e doencas
desestimularam o cultivo em todo o mundo (KANT; WU, 2011). Estima-se que mais de trés
milhGes de hectares de pinhdo manso ja foram implantados no mundo, destacando-se paises
como a China, india e o Brasil como maiores produtores (FAIRLESS, 2007). Segundo
Rosado et al. (2010), no Brasil foram plantados cerca de 40.000 ha e a tendéncia € a
ampliacdo da &rea de cultivo.

Contudo, informacBes como &rea de ocorréncia natural da espécie, estrutura genética
de populagdes sédo ainda incipientes (SUDHEER PAMIDIMARRI et al., 2009). Desta forma,
existe a necessidade de estudos dirigidos, a fim de escolher corretamente estratégias de
manejo, melhoramento e conservacdo de recursos genéticos para a cultura em larga escala do
pinhdo manso. Os estudos genéticos sdo indispensaveis para a exploracdo racional do

potencial produtivo do pinhdo manso como cultura oleaginosa.
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Em 2005, foi implantado um banco de germoplasma de pinh&o manso na Universidade
Federal de S&o Carlos, Araras, SP, abrigando acessos brasileiros e de outros paises. Contudo,
ndo sdo conhecidas as relacdes genéticas entre 0s acessos, sendo assim, a caracterizacao
genética e morfologica entre eles se torna essencial para o sucesso do programa de
melhoramento genético, a partir de material conservado. Neste contexto, o a utilizagdo dos
marcadores microssatélites, € de fundamental importancia para os estudos genéticos da
especie.

O objetivo deste trabalho foi utilizar locos microssatélites para avaliar a diversidade e
estrutura genética de populagdes de pinhdo manso originarias de diversas regiées do Brasil e

do mundo.

6.2 Material e Métodos

6.2.1  Material Vegetal

Foram avaliados neste estudo 345 acessos de pinhdo manso, depositados no banco de
germoplasma do Laboratério de Fisiologia Vegetal e Cultura de Tecidos do Centro de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Sdo Carlos, Araras, SP. Os acessos estdo
distribuidos em 51 popula¢des, originadas de diversos estados brasileiros (Sdo Paulo, Minas
Gerais, Bahia, Goias, Piaui, Pernambuco e Mato Grosso do Sul) e de paises como México,
Colémbia, Republica Dominicana, Paraguai, China, Camboja e Tanzénia (Anexo A). As
populacbes foram coletadas a partir da amostragem de mistura de sementes de arvores de cada
localidade, visando obter a méxima variabilidade genética, com o0 menor nimero de amostras.
Contudo, em alguns casos foram coletadas sementes de plantas isoladas. As populacdes foram
caracterizadas com auxilio dos marcadores microssatélites, sendo o individuo ‘JC73’, de
Santa Vitoria-MG, escolhido arbitrariamente para ser utilizado como controle positivo em

todos os géis.
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6.2.2  Extracdo e quantificacdo do DNA

A extracdo e quantificagdo do DNA gendmico dos acessos foram descritas com
maiores detalhes no Capitulo 3, itens 3.2.3 e 3.2.5.

6.2.3  Amplificacdo do DNA

Oito pares de iniciadores foram utilizados para a analise genética dos acessos de
pinhdo manso (Tabela 6.1). Nas reacdes de amplificacdo dos locos microssatélites foram
descritas com maiores detalhes no Capitulo 3, itens 3.2.7.

Tabela 6.1 - Caracteristicas de oito marcadores microssatélites, utilizados para avaliagdo de
51 populagdes de pinhdo manso

Loco Motivo Citacéo
mJCENA 27 (GA)12 Desenvolvido para o estudo
mJCENA 41 (AC)1s Desenvolvido para o estudo
mJCENA 47 (GT)7 (GA)12 Desenvolvido para o estudo
mJCENA 63 (GA)17 Desenvolvido para o estudo
mJCENA 87 (GT)15 (GA)s Desenvolvido para o estudo

JCSSR 68 (AGA), Sun et al. (2008)
JCSSR 116 (AC)12 Sun et al. (2008)
JCSSR 308 (TTC)4 (CTT)3 Sun et al. (2008)

6.2.4  Analises dos dados

Foram estimados parametros de diversidade genética para os locos utilizados e para as
populaces, tais como: nimero médio de alelos por loco, porcentagem de locos polimorficos,
heterozigosidade média observada, diversidade génica (heterozigosidade esperada), indice de
fixacdo e os parametros de diversidade de Cocherham, obtidos com o auxilio do programa
GDA (Genetic Data Analysis) (LEWIS; ZAYKIN, 2006). As frequéncias alélicas e a

distribuicdo da diversidade genética entre e dentro das populacdes, verificada pela estatistica
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de Nei (1973), foram estimados utilizando o programa FSTAT (GOUDET, 2001). Visando
conhecer a distribuicdo da diversidade genética entre e dentro de populagdes em trés niveis
hierarquicos, tais como: (1) populagdes em geral, (II) América versus demais paises, e (I11)
populagdes do Brasil, foram realizadas Anélises de Variancia Molecular (AMOVA), com o
auxilio do programa Arlequin 3.11 (EXCOFFIER et al., 2005).

A andlise de coordenadas principais (PCA) foi realizada com auxilio do programa
PAST (HAMMER et al., 2001) para visualizacdo da distancia genética entre 0s acessos em
trés niveis hierarquicos. O primeiro foi realizado com base no pais de origem, o segundo
comparando 0S acessos americanos e terceiro entre 0s acessos brasileiros. Analises de
agrupamento foram obtidas a partir das distancias genéticas de Nei (1972), utilizando o
método aglomerativo UPGMA (Unweighted pair group method of arithmetic averages), com
auxilio do programa TFPGA (MILLER, 1997). Além disso, foi incluido na analise um
individuo de pinhdo bravo (Jatropha pohliana M.), visando representar a distancia genética

entre as espécies.

6.3 Resultados e Discussao

6.3.1  Diversidade genética

Oito pares de iniciadores apresentaram perfis polimérficos (MJCENA27, mJCENA41,
mJCENA47, mJCENA63, mJCENA87, JCSSR68, JCSSR116 e JCSSR308; Figuras 6.1, 6.2,
6.3, 6.4, 6.5 ¢ 6.6).
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Figura 6.1 - Padrdo de amplificacdo gerado pelo loco mJCENA87. M: marcador 100 pb; P:
controle positivo; Acessos (1 a 9 — Janauba, MG; 10 a 14 — Oracila, MG; 15 a
19 — Paraguacgu, MG; 20 a 24 — Bento, MG; 25 a 29 — Filomena, MG; 30 a 34 —
Torres; 35 a 42 — Pernambuco, 1; 43 a 48 — Taubaté, SP; B: branco

Figura 6.2 - Padrdo de amplificacdo gerado pelo loco JC116. M: marcador 100 pb; P:
controle positivo; Acessos (1 a7 — Irecé 1, BA; 8 a 13 — Camboja, 1; 14 a 19 —
Camboja, 2; 20 a 29 — Jussara, GO; 30 a 38 — Montes Claros de Goias, GO; B:
branco
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Figura 6.3 - Padrdo de amplificacdo gerado pelo loco mJCENA27. M: marcador 100 pb; P:
controle positivo; Acessos (1 a 8 — México, 2; 9 a 15 — México, 3; 16 a 21 —
México, 4; 22 a 31 — Colémbia, 1; 32 a 36 — Colémbia, 2; 37 a 41 — Colémbia,
3; 42 a 47 — Coldémbia, 4; B: branco

Figura 6.4 - Padrdo de amplificacdo gerado pelo loco mJCENA41. M: marcador 100 pb; P:
controle positivo; Acessos (1 a 7 — Jussara, GO; 8 a 12 — Holambra, SP; 13 a
17 — Araras, SP; 18 a 20 — Santa Rosa, SP; 21 a 25 — Oracila, MG; 26 a 30 —
Paraguacu, MG; 31 a 35 — Bento, MG; 36 a 40 — CCA/Araras, SP; 41 a 45 —
Santa Vitoria, MG; 46 e 47 — Taubaté, SP; B: branco



Figura 6.5 - Padrdo de amplificacdo gerado pelo loco mJCENA47. M: marcador 100 pb; P:
controle positivo; Acessos (1 a5 — S.M. do Araguaia, GO; 6 a 11 — México, 4;
12 a 18 — China, 1; 19 a 22 — China, 2; 23 a 29 — China, 3; 30 a 37 —
Pernambuco, 2; 38 a 42 — Camboja, 2; 43 a 47 — Irecé, BA; B: branco.

Figura 6.6 - Padrdo de amplificacdo gerado pelo loco mJCENA63. M: marcador 100 pb; P:
controle positivo; Acessos (1 a 3 — Paraguai, 1; 4 a 11 — México, 2; 12 a 21 —
Colémbia, 9; 22 a 31 — Colémbia, 10; 32 a 41 — Colébmbia, 11; 42 a 46 —
Colbmbia, 5; B: branco

A partir desses locos foram detectados 55 alelos, onde o nimero de alelos variou de 3
a 12 por loco, sendo a média de 7,25 alelos. O loco que apresentou maior nimero de alelos foi
0 mJCENA27 (12 alelos), e com menor nimero foi o JCSSR308 (trés alelos). Entre as
populacdes, o nimero médio de alelos por loco variou de 1,25 (Populagéo 21 e na Populacao
26) a 2,25 (Populacdo 37), com média de 1,55 alelos por loco (Tabela 6.2 € 6.3).

O namero de alelos por loco foi superior aos outros trabalhos que empregaram SSR
com pinh&o manso (SUN et al., 2008; SUDHEER PAMIDIMARRI et al., 2009; ROSADO et
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al.,, 2010, YAOWALAK, et al., 2011), possivelmente pela qualidade dos locos aqui
desenvolvidos e pela caracteristica intrinsecas das populagdes analisadas (maior numero de
populacdes e acessos, assim como a origem dos mesmos). O polimorfismo revelado
favoreceu a identificacdo dos individuos e consequentemente das populagdes, permitindo a
avaliacdo da distribuicdo da diversidade genética entre e dentro das regies.

Em termos gerais, as 51 populacdes estudadas apresentam niveis de riqueza alélica
relativamente alta, quando comparada com a maioria dos trabalhos de caracterizacdo da
diversidade para o pinhdo manso, desenvolvidos na India utilizando marcadores moleculares
como Random Amplification of Polymorphic DNA (RAPD), Inter Simple Sequence Repeats
(ISSR), Direct Amplified Minisatellite DNA (DAMD) e microssatélites (GINWAL et al.,
2004; BASHA; SUJATHA, 2007; KAUSHIK et al., 2007; RANADE et al., 2008; SUDHEER
PAMIDIMARRI et al., 2009), onde todos os marcadores indicam pequena diversidade
genética entre os acessos. Na China, Sun et al. (2008) avaliaram a diversidade genética de 58
acessos de pinhdo manso mantidos no banco de germoplasma do South China Botanical
Garden, sendo 56 de procedéncia chineses e dois da Malasia. Utilizando iniciadores
microssatélites especificos desenvolvidos a partir da técnica (FIASCO - Fast Isolation by
AFLP of Sequences Containing repeats), 30 sequéncias microssatélites foram selecionadas
para o desenvolvimento de iniciadores, sendo que 17 amplificaram, contudo apenas um loco
revelou dois alelos para os acessos da Malésia, sendo que os outros 16 pares produziram
produtos monomorficos. Desta forma, o marcador microssatélite indicou a existéncia de
limitada diversidade genética entre as amostras do banco de germoplasma. Rosado et al.
(2010) avaliando uma colecdo de germoplasma, contendo 192 acessos, coletados em
diferentes regides geogréaficas do Brasil com marcadores RAPD e seis locos de microssatélites
e encontraram limitada diversidade genética detectando dez alelos no total, ou seja, cada loco
microssatélite produziu de um a dois alelos. Yaowalak et al. (2011) avaliando também uma
colecdo de germoplasma com 32 individuos, provenientes da Tailandia, México, Myamar,
Camboja, India, Republica do Laos e China com marcadores cinco locos microssatélites e
encontraram limitada diversidade genética detectando 26 alelos, com média de 2,6 por loco.
Os autores também destacam a necessidade da ampliagdo da base genética da colecéo,
visando no futuro a conducdo de um programa de melhoramento genetico.

As caracteristicas peculiares do banco de germoplasma da UFSCar podem explicar o
elevado nivel de riqueza alélica detectado, pois a colecéo é formada por acessos de diversas
origens geograficas de pinhdo manso. Os acessos que representam o continente americano

sdo constituidos pelas populacbes do Brasil, Colombia, México, Paraguai e Republica
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Dominica. Da Africa, 0 banco conta com acessos da Tanzania, e da Asia, duas fontes de
acessos do Camboja e trés variedades melhoradas para teor de 6leo da China. Carels (2009)
relata que fosseis mais antigos do género Jatropha foram encontrados no Peru,
correspondente a era Cenozoica, ou seja, 0 género teria se desenvolvido na América do Sul
em um periodo anterior a jung&o do continente americano. Sendo assim, o pinh&o manso teria
migrado recentemente para o centro da América, uma vez que ndo foi encontrado na Africa
antes da sua introducao por humanos (Carels, 2009).

As populacdes apresentaram valores de heterozigose obervada H, entre 0,05 a 0,99
(com média de 0,47) e entre 0,07 a 0,87 (com média de 0,66) para a He para oito locos
avaliados (Tabela 6.2).

Tabela 6.2 - Caracteristica do loco e parametros de diversidade genética, nimero de alelos
por loco (A), heterozigosidade observada (H,) e heterozigosidade esperada
(He), avaliados para oito locos gendmicos de microssatélites em 51 populagdes
de pinhdo manso

Loco Tamanho do alelo
A H, He
(bp)

mJCENA 27 199 11 0,33 0,84
mJCENA 41 170 10 0,59 0,87
mJCENA 47 215 12 0,35 0,78
mJCENA 63 158 4 0,05 0,52
mJCENA 87 214 9 0,42 0,83
JCSSR 68 165 4 0,99 0,64
JCSSR 116 370 5 0,99 0,71
JCSSR 308 165 3 0,07 0,07
Média 7,25 0,47 0,66

As populacdes apresentaram valores de Ho entre 0,25 (Populagdo 21 e 22 e Populagao
26) a 0,88 (Populacdo 38), com média de 0,43 e entre 0,13 (Populagdo 21 e 22) a 0,58
(Populagdo 36), com meédia de 0,25 para a He (Tabela 6.3). Nota-se que os valores de

diversidade génica foram, em geral, menores que a heterozigosidade observada. Além disso,
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as quatro populagdes do México foram as que apresentaram valores mais elevados de
diversidade, para todos os parametros avaliados.

Tabela 6.3 - Parametros de diversidade genética, incluindo populacbes (Pop.), nimero de
acessos avaliados (n), porcentagem de locos polimorficos (P), nimero médio
de alelos por loco (A), heterozigosidade observada (H,) e diversidade génica
(He), a partir de microssatélites genémicos avaliados para 51 populagdes de
pinhdo manso

Identificacéo Pop. n P(%) A H, He
Lins-SP 1 10 0,38 1,38 0,38 0,20
Holambra-SP 2 5 0,75 1,86 0,68 0,43
Araras-SP 3 5 0,75 1,75 0,65 0,39
Sta Rosa-SP 4 5 0,50 1,50 0,43 0,25
Taubaté-SP 5 6 0,75 1,88 0,71 0,42
CCA/Araras-SP 6 5 0,75 1,75 0,63 0,38
Jales-SP 7 5 0,38 1,38 0,38 0,21
SM Araguaia-GO 8 5 0,50 1,50 0,50 0,28
Jussara-GO 9 9 0,63 1,63 0,58 0,32
Itapirapud-GO 10 10 0,50 1,50 0,50 0,26
Britania-GO 11 10 0,63 1,63 0,63 0,33
MC de Goias-GO 12 10 0,63 1,63 0,63 0,33
Sta Vitoria-MG 13 5 0,50 1,50 0,50 0,28
Uberlandia-MG 14 5 0,50 1,50 0,50 0,28
Janalba-MG 15 9 0,63 1,75 0,63 0,34
Oracila-MG 16 5 0,50 1,50 0,50 0,28
Paraguacu-MG 17 5 0,63 1,75 0,53 0,32
Bento-MG 18 5 0,38 1,38 0,38 0,21
Filomena-MG 19 5 0,50 1,50 0,48 0,28
Torres-MS 20 5 0,38 1,38 0,38 0,21
Pernambuco 1 21 9 0,25 1,25 0,25 0,13
Pernambuco 2 22 8 0,25 1,38 0,25 0,13
Irecé 1-BA 23 7 0,38 1,38 0,38 0,20

(continua)
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(concluséo)

Identificacéo Pop. n P(%) A H, He
Irecé 2-BA 24 7 0,38 1,38 0,38 0,20
Cruz-BA 25 5 0,38 1,38 0,38 0,21
Barras-Pl 26 5 0,25 1,25 0,25 0,14
China-var.1 27 7 0,50 1,50 0,50 0,27
China-var.2 28 4 0,50 1,50 0,44 0,27
China-var.3 29 8 0,63 1,63 0,55 0,31
Camboja-1 30 11 0,50 1,63 0,39 0,22

Tanzénia 31 9 0,38 1,38 0,38 0,20
Rep. Dom. 32 8 0,38 1,38 0,38 0,20
Camboja-2 33 5 0,38 1,38 0,38 0,21
Paraguai-1 34 3 0,50 1,50 0,46 0,30
Paraguai-2 35 2 0,38 1,38 0,38 0,25
México-1 36 2 0,75 2,00 0,75 0,58
México-2 37 8 0,75 2,00 0,69 0,43
Meéxico-3 38 7 0,88 2,13 0,88 0,50
Meéxico-4 39 6 0,75 2,25 0,58 0,45
Colémbia-1 40 10 0,50 1,63 0,36 0,22
Coldmbia-2 41 5 0,50 1,50 0,45 0,27
Colémbia-3 42 5 0,50 1,88 0,48 0,31
Colémbia-4 43 5 0,50 1,50 0,48 0,28
Colémbia-5 44 5 0,50 1,58 0,50 0,28
Colémbia-6 45 10 0,50 1,50 0,44 0,25
Colémbia-7 46 10 0,38 1,38 0,38 0,20
Colémbia-8 47 10 0,50 1,50 0,48 0,26
Colémbia-9 48 10 0,50 1,50 0,50 0,26

Colémbia-10 49 10 0,38 1,38 0,38 0,20

Colémbia-11 50 10 0,50 1,50 0,50 0,26

Colémbia-12 51 5 0,50 1,50 0,43 0,25

Média 6,60 0,51 1,55 0,43 0,25
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6.3.2  Estrutura genética

Com relagdo aos parametros de diversidade genética de Nei (1973), foi verificada a
existéncia de grande variabilidade genética para o total de acessos analisados (Ht = 0,65,
Tabela 6.4). A particdo da diversidade genética das 51 populacdes revela que a maior parte
encontra-se distribuida entre as mesmas (Gst = 0,62; # = 0,62; Rst = 0,87). A estatistica Rst
(SLATKIN, 1995) é uma medida de diversidade genética entre populacdes, desenvolvida para
0 marcador microssatélites. Esta estatistica considera 0 modelo de mutacdes aos saltos, no
qual alelos podem ser idénticos em estado, apenas porque a muta¢do aumentou ou diminuiu a
mobilidade eletroforética de um alelo em uma unidade (ROUSSET, 1996). Para estimar o
parametro Rst, 0 gendtipo de cada individuo é definido a partir do seu tamanho em pares de
base. A natureza do processo de estimacdo do parametro Rst permite que alguns erros de
genotipagem dos marcadores microssatélites figuem diluidos na varidncia da estimativa.
Neste trabalho, o valor Rsr sob todos os locos foi de 0,87, indicando a existéncia de muitos
alelos em comum entre as populagdes. Os indices de fixacdo dentro das populacbes foram de
0,25 (Hs) e -0,90 (f). (Tabela 6.4).

O pinhdo manso é uma espécie mondica, com flores masculinas e femininas ha mesma
inflorescéncia e com diferenca temporal na antese, favorecendo assim a ocorréncia de
cruzamentos e, portanto, a recombinagdo dos genes e o0 aumento da heterozigose (GINWAL et
al., 2004; LUO et al., 2007; LIU et al., 2008; ROSADO et al., 2010).

Analisando a diversidade genética total (NEI, 1973), verifica-se que existe grande
variabilidade genética para as populacGes analisadas (Hr = 0,65, Tabela 6.4), sendo que
grande parte desta diversidade se deve a variabilidade entre populacdes (Gst = 0,62). O
mesmo resultado foi obtido estimando a diferenciacdo genética entre populacfes pelo método
de Weir e Cockerham (1984), baseado na anélise de variancia de frequéncias génicas (0 =
0,62) (Tabela 6.4). Este resultado é surpreendente, visto que, em geral, espécies arboreas
tropicais, devido a reprodugdo ocorrer predominantemente por cruzamentos, tendem a
dispersar seus genes a longas distancias, conectando populagdes e assim, reduzindo a
diferenciacdo genética entre as mesmas. Contudo, 0 presente resultado demonstra que o
pinhdo manso utiliza outras estratégias para manutencdo da diversidade da espécie. Novos
estudos sobre a distribuicdo da diversidade genetica entre populagdes, sistema de reproducéo,
dispersdo de pdlen e sementes baseados em populacdes de pinhdo manso séo necessarios para

0 adequado entendimento de como a diversidade genética esta organizada na espécie.
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Tabela 6.4 - Freqliéncias alélicas e a estrutura genética, diversidade dentro de populagdes (Hs), diversidade total (H;’), proporcéo da diversidade
genética entre populagbes (GST”), indice de fixacdo para a espécie (F), divergéncia genética entre as populagdes (), indice de
fixacdo dentro da espécie (f) e Indice de fixacdo (Rs), avaliados para oito locos microssatélites em 51 populagdes de pinh&o manso

Loco H; Hyp Gsr F (0] f Rst
mJCENAZ27 0,20 0,65 0,76 0,61 0,78 -0,73 0,95
mJCENA41 0,34 0,87 0,61 0,35 0,62 -0,74 0,87
mJCENA47 0,20 0,83 0,76 0,57 0,79 -0,92 0,81
mJCENAG3 0,02 0,51 0,96 0,90 0,95 -0,70 0,43
mJCENA87 0,22 0,83 0,74 0,53 0,73 -0,83 0,89
JCSSR 68 0,50 0,56 0,10 -0,76 0,12 -1,00 0,85
JCSSR 116 0,50 0,72 0,30 -0,31 0,30 - 0,96 0,08
JCSSR 308 0,03 0,06 0,50 0,03 0,51 -1,00 0,68

Média 0,25 0,65 0,62 0,29 0,62* - 0,90* 0,87

* P<0,05 Corregéo de Bonferroni
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Ressalta-se que existem indicios que sugerem que o germoplasma de pinhdo manso
esteja sofrendo a influéncia da acdo antropica, onde a diversidade genética dentro das
populacdes é menor que entre, ou seja, o0 homem tem propagado a cultura tanto por
propagulos vegetativos como pela multiplicacdo via sementes, onde poucas plantas séo
utilizadas como matrizes (ROSADO et al., 2010).

A andlise de variancia molecular (AMOVA) foi utilizada para analisar a estrutura
genética das populagdes de pinhdo manso nos diferentes niveis hierarquicos: (I) entre e dentro
das populacGes, considerando as 51 populacbes, em geral; (Il) entre regides, considerando
duas regides (América versus demais paises), entre populac@es dentro de regides, e dentro de
populaces; (I11) entre e dentro populacBes, considerando somente as populac@es originarias
do Brasil. Os resultados demonstraram que a maior parte da variacdo genética foi encontrada
entre as populacdes (58%), enquanto que a variacdo dentro de populacgdes foi de 41% (Tabela
6.5), sendo que todos os componentes de variancia foram altamente significativos (P<0,001).
Quando foram comparadas duas regides (América versus demais paises), verifica-se que a
maior parte da variabilidade concentra-se entre populacdes dentro de regides (53%), seguida
da variabilidade dentro de populacdes (39%), sendo que apenas 9% da variacdo sdo
explicadas pela diferenca dentro de regiGes. Analisando somente as populacdes brasileiras,
verifica-se que a maior parte da diversidade encontra-se entre as mesmas (54%, Tabela 6.5),
embora uma parte consideravel da diversidade se deva a diferenciacdo dentro de populacGes
(46%). O valor de Fst estimado para as populacdes de pinhdo manso foi de 0,58, com um
nimero de migrantes por geracdo (Nm) de 0,18 individuos entre as populacdes. Na
comparacédo entre as populagdes americanas e as demais o valor de Fst estimado foi de 0,61,
com Nm de 0,16 individuos entre as popula¢des. No Brasil, o valor de Fst estimado foi de
0,54, com Nm de 0,21, indicando a existéncia de um maior fluxo génico entre as populactes

brasileiras possivelmente devido a menor distancia geogréafica entre as mesmas (Tabela 6.5).
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Tabela 6.5 - Resultados da analise de variancia molecular (AMOVA) considerando a distribuicdo da diversidade entre e dentro de populacgdes
em trés niveis hierarquicos: (I) populactes em geral, (II) América versus demais paises, e (1) populacbes do Brasil, com base na
amplificacdo de oito locos microssatélites

Fonte de variacao Fst Nm GL SQ % Valor

| 0,58 0,18 ‘

Entre populacdes 50 10934 58,0 0,000

Dentro de populagdes 294 692,4 41,0 0,000
1 0,61 0,16

Entre regides 1 62,85 9,0 0,000

Entre populagdes dentro de regides 49 1030,7 53,0 0,000

Dentro de populacgdes 294 692,4 39,0 0,000
Il 0,54 0,21

Entre populacdes 25 384,1 54,3 0,000

Dentro de populagdes 170 324,5 45,7 0,000

! nimero de permutacdes = 1000; Fsr, indice de fixacdo de Wright; Nm, nimero de migrantes por geracdo; GL, graus de liberdade; SQ,

soma de quadrados
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A andlise de coordenadas principais (PCA) mostrou as diferencas entre os acessos dos
paises de origem distribuidos em sete grupos: Brasil (BR), Paraguai (PAR), Colémbia (COL),
China (CH), Tanzénia (TAZ), Camboja (CAM) e México (MEX) (Figura 6.7). Foi observada
uma sobreposicdo dos acessos do Brasil com o Paraguai, Tanzénia e Camboja (CAM),
enquanto que 0S outros grupos mostraram-se separados. Com o objetivo de refinar as
diferengas encontradas dentro de cada grupo, outras analises de PCA foram realizadas.

Comparando 0s acessos americanos, verificou-se que os brasileiros continuam se
sobrepondo aos paraguaios e 0s provenientes da Colombia e México continuam formando
grupos distintos (Figura 6.8).

As andlises de coordenadas principais revelam a existéncia de variabilidade genética
significativa entre os acessos brasileiros, colombianos e mexicanos, e a proximidade dos
acessos cultivados na Africa e Asia a esses trés grupos. Esse resultado é semelhante ao
encontrado por Basha et al. (2009) e Yaowalak et al. (2011), onde 0s acessos mexicanos
ficaram distantes dos cultivados em outras partes do mundo. E no presente estudo, observou-
se inclusive maior diversidade genética para 0s acessos mexicanos (Tabela 6.4). Contudo, a
menor diversidade dentro dos acessos quando comparado entre 0s mesmos pode ser explicada
pela pequena abundancia de plantas na natureza, isolamento das populagdes e fluxo génico
limitado (ALVES et al., 2007).

Em relacdo aos acessos brasileiros, foi verificada uma sobreposicdo daqueles
provenientes de Sdo Paulo (SP) com os de Minas Gerais (MG) e Mato Grosso do Sul (MS),
fato também observado nos acessos do nordeste (Bahia-BA, Pernambuco-PE e Piaui-Pl),
enquanto que os acessos de Goias (GO) formaram um grupo separado dos demais (Figura
6.9).

A diversidade genética regional fica evidente nas analises de coordenadas principais
(Figuras 6.7, 6.8 e 6.9), onde o0s acessos sdo agrupados de acordo com suas regides
geogréficas, reforcando que o isolamento por distancia pode estar favorecendo a diversidade
entre os acessos. Lemes et al. (2003) e Azevedo et al. (2007) relatam 0 mesmo fendmeno em
arvores tropicais. Butcher et al. (2005) relatam que o fluxo génico restrito pode favorecer a

grande diversidade entre 0s acessos e pequena entre 0S mesmos.
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Uma andlise de agrupamento baseada nas distancias genéticas de Nei (1972), pelo
método UPGMA foi realizada para identificar as inter-relacdes entre as populacdes avaliadas.
O dendrograma obtido mostrou a separacao das populacdes em trés grandes grupos, tendo-se
como critério de separacdo dos grupos o valor de bootstrap, ou seja, da confiabilidade dos
grupos formados, acima de 93% (Figura 6.10). O grupo A foi formado pelas populacdes da
Colémbia, China e México, ja no B encontra-se as demais popula¢fes de pinhdo manso
estudadas e no C o pinhdo bravo. Os grupos A e B foram subdivididos em subgrupos. No
grupo A, com 83% de confiabilidade, formaram-se os subgrupos S1 — Colémbia e China e S2
— México. No grupo B, com 71% de confiabilidade, formaram-se os subgrupos S3 — Paraguai,
Camboja, Brasil — MS (Torres), Republica Dominicana e Tanzénia e S4 — contendo as
populacdes brasileira dos estados de Sdo Paulo, Minas Gerais, Bahia, Goias, Pernambuco e
Piaui (Irecé, BA, Pernambuco, Piaui, Paraguacu, Filomena, Janalba, Oracila, Bento, Sta
Vitoria, Uberlandia, Lins, Jales, S&o Miguel do Araguaia, Itapirapud, Jussara, Montes Claros
de Goiés, Britania; Araras, CCA-Araras, Holambra, Taubaté, Sta Rosa), 0s quais encontram-
se de acordo com os resultados obtidos pelas analises de coordenadas principais.

Os grupos revelam uma associacdo entre a diversidade molecular e a origem dos
mesmos, além de demonstrar a existéncia de isolamento por distancia entre as populacfes do
continente americano. Quanto as populacdes cultivadas no sudeste asiatico e na Africa
(Tanzénia) continuam préximas geneticamente das populacfes americanas. Muito distante
geneticamente das populac@es de pinhdo manso ficou a espécie Jatropha pohliana M. (pinh&o

bravo) utilizado como um controle (Figura 6.10).
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Resultados semelhantes foram observados por Basha e Sujatha (2007), onde 83% dos
acessos indianos avaliados foram agrupados em dois grandes grupos, enquanto que 0 acesso
mexicano formou um grupo unitario. Basha et al. (2009) estudando genotipos de J. curcas de
varias regides do mundo verificaram a formacdo de dois agrupamentos, sendo um composto
por acessos da América Central (México e El Salvador), e o outro grupo formado por acessos
de outras regides. Rosado et al. (2010) analisando 192 acessos brasileiros de diversos
Estados, detectaram a formacéo de sete grupos, porém também ficou evidente que acessos de
diferentes regides possuem uma ancestralidade comum. Yaowalak et al. (2011) conseguiram
separar 0s acessos mexicanos (ndo tdxicos) dos toxicos cultivados no sudeste asiatico.

A maior diversidade genética foi encontrada nas populacfes originarias do México,
demonstrando que possivelmente o centro de origem e diversidade genética da espécie
encontra-se neste pais. A disparidade entre a distribuicdo geografica do pinhdo manso no
Brasil € um dos fatores que podem impactar sobre a diversidade genética das populacdes entre
as diferentes regides. Outro ponto observado, é que populacdes da mesma regido possuem a
tendéncia de se concentrarem no mesmo grupo, ou seja, a diversidade genética entre as
diferentes populac@es esta estreitamente relacionada com sua origem geografica (Figuras 6.7,
6.8, 6.9 e 6.10).

Os baixos niveis de diversidade genética do pinhdo manso em muitos paises sdo
explicados pela provavel dispersdo de espécies nativas do Mexico e da América do Sul pelos
portugueses para ilhas de Cabo Verde e Guiné-Bissau para outros paises da Africa e da Asia
(HELLER, 1996). Na Tailandia, os baixos niveis de diversidade reforcam a hipdtese que o
pinhdo manso foi introduzido pelos Portugueses e multiplicados via propagagdo vegetativa
(RATREE, 2004), possivelmente a partir de poucos genétipos. Na india, a base genética
estreita tem sido atribuida ao pequeno numero de plantas introduzidas e sua propagacao
vegetativa e 0 mesmo pode ter ocorrido na China (SUN et al., 2008).

Os locos microssatélites também podem inferir sobre o sistema reprodutivo da espécie.
O pinhdo manso é uma espécie monoica, desta forma, espera-se que os locos estejam em
heterozigose, devido ao favorecimento do sistema reprodutivo por alogamia. Muitas
populagdes amostradas neste estudo apresentam alta heterozigose, ou seja, as plantas estéo se
reproduzindo preferencialmente pela fecundacdo cruzada. Resultados semelhantes foram
obtidos por Sun et al. (2008) na india, e Rosado et al. (2010) no Brasil.
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6.3.3  Impactos na conservacdo e melhoramento genético

O pinhdo manso ndo € uma espécie em extingdo, porém o recente interesse pelo
contedo de dleo das sementes e consequentemente o melhoramento genético da cultura
tornou as plantas isoladas importantes fontes de recursos genéticos. O pinh&o manso tem um
nivel de diversidade satisfatorio, com média de heterozigosidade observada (Ho = 0,43;
Tabela 6.3). Contudo, o desenvolvimento de cultivares tornou-se prioridade, sendo assim, 0s
resultados demonstram que estratégias de conservacdo do germoplasma devem ser
implantadas como a escolha de populagbes no continente americano, visando buscar

caracteristicas de interesse para os programas de melhoramento genético.

6.4 Conclusoes

O estudo fornece uma visdo abrangente da diversidade genética das populacbes
estudadas. Os resultados demonstram que a diversidade encontra-se estruturada
principalmente entre as populacfes, indicando assim que os programas de conservacdo e
melhoramento genético da espécie devem utilizar materiais genéticos de diferentes

procedéncias.
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5. CARACTERIZACAO DA DIVERSIDADE GENETICA EM PINHAO MANSO
UTILIZANDO MARCADORES MOLECULARES ASSOCIADOS A
CARACTERISTICAS DAS SEMENTES

Resumo

O pinhd manso € uma espécie cultivada em vérias partes do mundo com potencial para
fornecer 6leo para producdo de biocombustivel. Grande parte da diversidade genética do
pinhd0 manso ainda continua desconhecida. Genes envolvidos no desenvolvimento das
sementes podem ser usados para fornecer informag6es sobre a diversidade da espécie. Nosso
objetivo foi desenvolver marcador molecular do tipo TRAP (Target Region Amplified
Polymorphism) para sequéncias de genes associados ao metabolismo de acidos graxos e
ésteres de forbol durante o desenvolvimento das sementes. Estes marcadores foram utilizados
para caracterizar a diversidade genética de 345 acessos distribuidos em 51 populacdes de
pinhdo manso de paises como México, Colémbia, Republica Dominicana, China, Camboja,
Paraguai, Tanzania e Brasil, todos depositados no banco de germoplasma da Universidade
Federal de Sdo Carlos, Araras, Sdo Paulo. O marcador TRAP é baseado no polimorfismo
associado com amplificacdo entre as regides de um gene-candidato e um iniciador arbitrario.
Treze combinacBes de genes putativos de uma biblioteca de cDNA construida a partir de
sementes em desenvolvimento (cetoacil-ACP redutase [biossintese de acidos graxos]; 57B
actina; 60S proteina ribossomal L28; nodulin inicio putative; Enoil-CoA hidratase, mit.
precursor [metabolismo de acidos graxos insaturados]; proteina com funcdo desconhecida;
Geranyl Pirofosfato Sintase) e de trés iniciadores arbitrarios geraram 296 fragmentos,
variando de 1 a 30 por combinacdo. As populacdes Coldmbia, México e Brasil apresentaram
maior diversidade genética. O marcador TRAP separou as populacGes mexicanos atoxicas das
outras analisadas (tdxicas). O marcador TRAP mostrou-se eficiente para avaliar a diversidade
genética dos acessos estudados, e auxiliar no desenvolvimento de uma hipétese para o centro

de diversidade de espécie.

Palavras-chave: TRAP. Ester de forbol. Acido graxo. Pinhdo manso. Genes.
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Abstract

Jatropha curcas L. is a species cultivated in various parts of the world with potential to
provide oil for biofuel production. The organization of the species genetic diversity remains
largely unknown. As an oilseed crop, genes involved in seed development could be used to
provide information about the diversity of the species. Our goal was to develop Target Region
Amplification Polymorphism (TRAP) markers using sequence information for genes
associated with metabolism of fatty acid and esters of phorbol during seed development.
These markers were used to characterize the genetic diversity of 345 individuals from 51
accessions of Jatropha from Mexico, Colombia, Dominican Republic, China, Cambodia,
Paraguay and Brazil, all from the germplasm of the ‘Universidade Federal de Sao Carlos’,
Araras, S&o Paulo State. TRAP is based on polymorphism associated with amplification
between regions of a known candidate gene and a second arbitrary primer.Thirteen
combinations of putative genes from a cDNA library constructed from developing seeds
(Ketoacyl-ACP Reductase [Fatty acid biosynthesis]; Actin 57B; 60S ribosomal protein L28;
Putative early nodulin; Enoyl-CoA hydratase, mit. precursor [Metabolism of insaturated fatty
acid]; Protein with unknown function; Geranyl Pyrophosphate Synthase) and three arbitrary
primers generated 296 fragments, ranging from 1 to 30 per combination. Populations from
Colombia, Mexico and Brazil presented higher genetic diversity. TRAP separated the non-
toxic Mexican populations from the other toxic populations. TRAP marker proved to be
efficient to evaluate the genetic diversity of the accessions studied, and to assist in developing

a hypothesis for the center of diversity of the species.

Keywords: TRAP. Esters of phorbol. Fatty acid. Physic nut. Genes.
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7.1 Introducéo

O pinhdo manso (Jatropha curcas L.) & uma espécie arborea, cultivada em diversas
partes do mundo para a producdo de biodiesel, porém, pouco se sabe sobre a diversidade
genética da espécie (ROSADO et al., 2010). De acordo com Carels (2009), o género
Jatropha é nativo da América tropical, onde os fésseis mais antigos foram encontrados no
Peru.  Como o pinh80 manso é uma cultura oleaginosa, genes relacionados ao
desenvolvimento dos frutos e sementes, incluindo aqueles associados a sintese de Oleo e
compostos toxicos como ésteres de forbol, podem fornecer informacGes sobre a diversidade
genética da espécie (CARELS, 2009).

Durante o desenvolvimento dos frutos e sementes, diversas vias metabdlicas sdo
ativadas para a producdo de 6leo, como a biossintese de acidos graxos (HARWOOD, 1996).
As enzimas chave envolvidas neste processo sdo Acetyl-CoA Carboxylase (ACCase) e a Fatty
Acid Synthase (FAS) (OHLROGGE; JAWORSKI, 1997). Outras vias metabolicas também
estdo envolvidas no de desenvolvimento, acimulo de compostos secundarios e maturacdo dos
frutos (GOMES et al., 2010).

Os genes associados a biossintese de acidos graxos e compostos tdxicos séo altamente
expressos nas sementes em desenvolvimento (VAN DE LOO et al., 1995; GOMES et al.,
2010). Assim o emprego de Etiquetas de Sequéncias Expressas (ESTs) na identificacdo de
cDNAs de enzimas envolvidas nessa via e na biossintese de terpendides, sdo favorecidos
durante o desenvolvimento dos frutos (CAHOON; KINNEY, 2005; GOMES et al., 2010).

Marcadores moleculares sdo considerados ferramentas eficientes para compreender a
diversidade genética existente entre e dentro de populacdes. No caso de pinhdo manso, a
diversidade genética foi analisada utilizando marcadores de DNA como Amplified Fragment
Length Polymorphism (AFLP), Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD), Inter-Simple
sequence Repeat (ISSR) e microssatélites (SSR) (GINWAL et al., 2004; BASHA; SUJATHA,
2007; KAUSHIK et al., 2007; RANADE et al., 2008; SUN et al., 2008; SUDHEER et al.,
2009ab; ROSADO et al. 2010; SUDHEER PAMIDIMARRI et al., 2010; YAOWALAK et
al., 2011). Na&o existem trabalhos descrevendo o uso do marcador Target Region
Amplification Polymorphism (TRAP) para a espécie, além de existir poucas informacGes
sobre a diversidade genética de genes ligados ao desenvolvimento de frutos e sementes.

O marcador TRAP avalia o polimorfismo proximo a regides de genes candidatos, e

deriva da amplificacdo empregando um iniciador fixo, desenhado a partir de uma sequéncia
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expressa (EST) de um gene candidato, e um segundo iniciador arbitréario, formado por uma
sequéncia rica em AT ou GC para anelar com um intron ou exon, amplificando as demais
regides provaveis do gene candidato (HU et al., 2005). A reacdo de amplificacdo produz
fragmentos com aproximadamente 50 a 1000 pb, que devem ser separados por eletroforese
em géis de poliacrilamida (HU; VICK, 2003). Esta técnica tem sido utilizada tendo como
alvo genes que governam caracteristicas agrondmicas de interesse e apresenta algumas
vantagens, como alta reprodutibilidade, simplicidade como a dos marcadores RAPD e
capacidade de produzir padrdo multiplo de bandas semelhantes a técnica de AFLP (HU;
VICK, 2003). Hu et al. (2005) e Simko e Hu (2008), ressaltam que essa técnica € Util para a
genotipagem de cole¢des de germoplasma, como no caso da alface (Lactuca sativa L.), onde a
diversidade genética foi estudada e a técnica TRAP foi eficiente para separar as cultivares,
como também relacionar evolutivamente as espécies. A técnica TRAP tem sido aplicada com
sucesso nos estudos de mapeamento do genoma do girassol (HU, 2006), de diversidade
genética em populacdes de cana-de-agtcar (ALWALA et al., 2006) e de espinafre (HU et al.,
2007).

O objetivo desse trabalho foi investigar a diversidade genética de populacbes de
pinhdo manso a partir de marcas especificas para genes envolvidos no desenvolvimento de

frutos.

7.2 Material e Métodos

7.2.1  Material Vegetal

Foram analisados 345 acessos de 51 populagdes cultivadas com o intuito de amostrar a
diversidade existente nos paises como o Brasil, Camboja, China, Colémbia, México,

Republica Dominicana e Tanzania (Anexo A).

7.2.2  Extracdo e quantificagdo do DNA genémico

A extracdo e quantificagdo do DNA séo descritos com maiores detalhes no Capitulo 3,
itens 3.2.3 e 3.2.5.
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7.2.3 Marcadores Moleculares TRAPs

Os iniciadores fixos foram adaptados de sequéncias de EST-SSR obtidos a partir de
uma biblioteca full length de cDNA, construida a partir de transcritos de semente de pinhdo
manso em trés estagios de desenvolvimento anterior ao amadurecimento, como descrito por
Gomes (2009) e Gomes et al. (2010). As sequéncias estdo descritas na Tabela 7.1. Os
iniciadores arbitrarios foram escolhidos de acordo com Li e Quiros (2001), que utilizaram
estas sequéncias no desenvolvimento de um marcador molecular denominado de Sequence-
Related Amplified Polymorphism (SRAP) durante o mapeamento de genes em Brassica
(Tabela 7.1).

Foram testados sete iniciadores fixos e trés aleatdrios, totalizando 21 combinagfes. As
reagOes de amplificagdo foram realizadas em um volume final de 15 pL, contendo 25 ng de
DNA,; 10X tampao da Taq com KCI [500 mM KCI, 100 mM Tris-HCI (pH 8,8 a 25°C), 0,8%
(v/v) Nonidet P40]; 100 uM de cada dNTP, 3,7 mM de MgCl,, 0,2 uM de cada iniciador e 1
U de Taq polymerase (Fermentas Life Science). As amplificagdes foram conduzidas com
desnaturacdo inicial 94°C por 2 min, 5 ciclos a 94°C por 45 s, 35°C por 45 s, 72°C por 1 min,
seguido de 35 ciclos 94°C por 45 s, 50°C por 45 s, 72°C por 1 min e uma etapa de extensao
de 72°C por 7 min de acordo com Hu e Vick (2003). Os fragmentos foram amplificados e

analisados em gel de 7%, poliacrilamida corado com nitrato de prata (CRESTE et al., 2001).

7.2.4  Clonagem e sequenciamento do gene especifico

Para elucidar e confirmar a presenca e auséncia de fragmentos detectados em todos 0s
acessos toxicos e atdxicos, durante a amplificacdo da combinacédo de iniciadores GeranylF e
P5, procedeu-se a selecdo da banda do gel, para a determinacdo da sequéncia nucleotidica de
modo a averiguar a sequéncia do gene ligado a Geranyl Pirophosphatase Synthase
(biossintese de terpendides), e que ndo foi encontrada nos acessos atdxicos mexicanos. Um
fragmento de aproximadamente 383 pb presentes nos acessos toxicos foram excisados e
armazenados em tubos eppendorf contendo 50 pL 10X tampdo da Taq com KCI e
desnaturados a 94°C por 5 mim. As bandas excisadas foram reamplificadas com o0s
iniciadores GeranylF e P5 e os produtos foram confirmados em gel de 7% poliacrilamida,

guantificados e posteriormente clonados e seqlienciados conforme item 4.2.5, no Capitulo 4.



Tabela 7.1 - Sequéncias de iniciadores fixos e arbitrarios utilizados para amplificar marcadores TRAPS nos acessos de pinhdo manso

Iniciadores Nomenclatura Sequéncia (5> — 3°) Anotacdo Funcional (GOMES et al., 2010)
JCOO01F GAGATCACCTGCACTTGCTCC Ketoacyl-ACP Reductase (Biossintese de acido
graxo)
JCOO07F GGAAAAAACACCAGATGTGCC Actin57B
JCO08F AACACCAAAACTTCCAAGAG  60Sribossomal protein L28
Iniciadores fixos JCO09F AGAGTGGCCCATTACGCAAGT Early nodulin puntative
JCO10F CGAGGTCTCACTTCTTCTTCC  Enoyl-CoA hydratase precursor (Metabolismo
do &cido graxo insaturado)
JCO11F AGATCGATTAGCAGTGGTCC  Proteina com funcdo desconhecida
GeranylF GCACCACTTTTGTTGAGGTT  Geranyl Pyrophosphate Synthase (Biossintese
de Terpenoide — Forbol)
Iniciadores P3 GACTGCGTACGAATTGAC -
arbitrarios P4 GACTGCGTACGAATTTGA -
P5 GACTGCGTACGAATTGCA

LyT
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7.2.5 Analises estatisticas

Para os fragmentos polimorficos amplificados pelo marcador TRAP, foi construida
uma matriz binaria, analisando-se a presenca (1) ou auséncia (0) de cada banda. O calculo da
diversidade genética foi realizado utilizando-se o indice de Shannon (1948), considerando
cada banda polimdérfica como um loco com dois alelos. O agrupamento UPGMA (método das
médias das distancias) foi obtido pelo indice de dissimilaridade com o auxilio do programa
NTSYS-pc 2.02 (ROHLF, 1995) e a construcdo do dendrograma pelo programa MEGAS
(TAMURA et al., 2011). Os bootstraps, visando confirmar a consisténcia dos nds, foram
realizados pelo programa estatistico BOODP (COELHO, 2002). Outro pardmetro analisado
foi & analise de variancia molecular (AMOVA), visando verificar como a diversidade genética
esta distribuida, com o auxilio do programa Arlequin (EXCOFFIER et al., 2005).

Os cromatogramas do seqlienciamento foram analisados quanto a qualidade e presenca
do vetor com o programa Phred, Phrap e Consed (http://www.phrap.org/index.html) e o
alinhamento das sequéncias SP6 e T7 para cada clone foi realizado no programa CLUSTAL
W - BioEdit (THOMPSON et al., 1994). A partir do alinhamento das sequéncias nos dois
sentidos (SP6 e T7) foi gerada uma consenso para cada clone utilizando o programa BioEdit,
e dos trés clones para cada acesso obteve-se uma consenso final. A sequéncia consenso final
foi comparada por BLASTn com o0 banco de dados do GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

7.3 Resultados e Discussao

731 Analise da diversidade

Os marcadores dominantes tém sido utilizados com sucesso para estudar a diversidade
genética em muitas espécies de plantas superiores, incluindo membros da familia
Euphorbiaceae como a Hevea brasiliensis (LESPINASSE et al., 2000), Manihot esculenta
(ELIAS et al., 2000) e pinhdo manso (SUJATHA et al., 2005; SUDHEER PAMIDIMARRI et
al., 2008; TATIKONDA et al, 2009).

Os marcadores TRAP foram inicialmente desenvolvidos para amostras de DNA de
girassol (HU; VICK, 2003). Estes marcadores ja foram empregados em diversas espécies tais

como alface (Lactuca sativa L.; HU et al., 2005), trigo (Triticum aestivum L.; LIU et al.,


http://www.phrap.org/index.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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2005) e feijoerio (Phaseolus vulgaris L.; MIKLAS, et al., 2006), e para analises de
Quantitative Trait Locus (QTLs), ligados a teor de 6leo em Brassica napus L (JIN et al.,
2007). Para o pinhdo manso nao ha relatos de utilizagdo do marcador TRAP. Gomes et al.
(2010) identificaram 1.053 sequéncias de ESTs de alta qualidade relacionados ao
desenvolvimento de frutos para pinhdo manso. As ESTs anotadas foram associadas a 71 vias
metabdlicas distintas, dentre as quais, vale destacar a de biossintese de &cidos graxos
saturados e insaturados, biossintese de terpenoides e metabolismo do acido a-Linolénico. A
partir disso, foram escolhidos genes nessas vias para desenhar iniciadores especificos para o
estudo dos genes relacionados as vias metabolicas de biossintese de &cidos graxos e
terpendides (Tabela 7.1).

Vinte e uma combinacdes de iniciadores foram testadas, sendo sete fixos a partir de
sequencias Expressed Sequence Tag (EST) e trés arbitrarios baseados em Sequence-Related
Amplified Polymorphism (SRAP), das quais treze geraram fragmentos polimorficos (Figuras
7.1, 7.2 e 7.3). O numero total de fragmentos gerados foi 296 nas treze combinac@es, sendo
27,4% (81 fragmentos) polimorficos. O numero de fragmentos polimorficos amplificados por
combinacédo variou de 1 (GeranylF + P5) a 30 (JCO11 + P3), e os fragmentos amplificados
variaram de aproximadamente 100 a 1000 pares de base (pb). O nUumero médio de 22,8
fragmentos/loco para pinh&o manso foi similar ao encontrado por Hu et al. (2005) para alface,
e inferior ao relatado por Hu e Vick (2003), que encontraram 50 fragmentos para girassol.
Porém, outros estudos com pinhdo manso utilizando marcadores dominantes, como no caso
de Sudheer Pamidimarri et al. (2008), que utilizaram marcadores RAPD e AFLP para estudar
acessos toxicos e atdxicos. Os autores relatam ter encontrado 15% bandas polimdrficas para
RAPD e 16,5% para AFLP. Mesmo conseguindo caracterizar a toxicidade dos acessos, esses
marcadores apresentaram baixo padrdo de polimorfismo, quando comparado ao TRAP aqui
descrito (27,4%). Tatikonda et al. (2009), avaliando 48 acessos de pinhdo manso coletados em
seis diferentes estados da India com sete combinagdes de iniciadores AFLP, encontraram 680
fragmentos polimorficos, dos quais 8,7% foram exclusivos e 16% raros, contudo o0s autores
também relatam que muitos dos fragmentos polimdrficos encontrados ndo foram
informativos. Comparando o polimorfismo encontrado com 0s marcadores dominantes
RAPD e AFLP para pinhdo manso com os obtidos com o marcador TRAP, verificou-se que o
ultimo foi tdo eficiente quanto os outros na deteccdo de fragmentos polimorficos. As treze
combinagBes permitiram a separacdo das 51 populagBes. A diversidade genética total para
cada uma das populacdes foi mensurada pelo indice de diversidade de Shannon (1) que varia

de zero a 1. Quanto maior o valor de | maior sera a diversidade. O I variou de zero a 0,16,
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com um valor médio de 0,03, sendo o maior valor somente encontrado dentro da populagéo
40 da Colémbia (Anexo D). De modo geral, os dados indicam a existéncia de pequena
variabilidade genética dentro das populacdes. As maiores diversidades entre as populacdes
foram encontradas na Colémbia (0,17), México (0,13) e Brasil (0,10) (Anexo D). No Brasil 0s
maiores valores de diversidade foram encontrados nos Estados de Sdo Paulo (0,12), Minas
Gerais (0,08) e Goias (0,07) (Anexo D). O maior | observado de S&o Paulo pode ser explicado
devido a introducdo de materiais de Minas Gerais e Mato Grosso do Sul nas principais areas
de cultivo (Anexo D). De maneira geral, o | observado tanto dentro das populagdes como
entre elas, foi baixo, indicando pequena diversidade para o0s caracteres associados ao
desenvolvimento das sementes (Anexo D).

A distribuicdo da diversidade genética foi estudada por meio da anélise de variancia
molecular (AMOVA), com base em 81 locos polimérficos, nos diferentes niveis hierarquicos:
(1) populacdes em geral, (1) América versus demais paises, e (111) populac6es do Brasil, com
base na amplificacdo de oito locos microssatélites (Tabela 7.3). Os resultados revelaram que a
maior variacdo genética foi encontrada entre as populagdes (92%), enquanto que a variacdo
dentro das populacBes foi de 8% (Tabela 7.2). Comparando-se a América com a Africa e
sudeste asiatico, a maior parte da diversidade foi observada entre as populacdes (77,3%),
qguando comparada entre as regides (15,1%). Esses resultados indicam que o centro de
diversidade da espécie encontra-se na América e que o isolamento reprodutivo ndo contribuiu
para 0 aumento da distancia entre as populacdes cultivadas na Africa e no Sudeste Asiatico.
No Brasil a maior parte da diversidade foi encontrada entre populac@es (45,3%), porém entre
os estados a diversidade foi de 17%. Todos os componentes de variancia foram altamente
significativos (P<0,001), sendo assim, cada populacdo mantém uma consideravel variacdo
genética quando comparada a outra, como também dentro de regifes (Tabela 7.2).

Os resultados obtidos com o | e AMOVA reforcam a hipdtese de que o centro de
diversidade do pinhdo manso estd localizado na América. Outros grupos, como Jiménez e
Martinez (1994), Heller (1996), Openshaw (2000), Ginwal et al. (2004), Kumar et al. (2009),
Sudheer Pamidimarri et al. (2009a), propuseram que o centro de diversidade do pinhdo manso
poderia ser a Mesoamérica (México e América Central), pois esta regido concentrava 100 das
175 espécies de Jatropha analisadas. Além disso, no México existem 41 espécies nativas, das
quais 31 sdo endémicas. Diferentemente, Arruda et al. (2004), Melo et al. (2006), Basha et al.
(2009), Sudheer et al. (2009b; 2010), defendem a hipotese de que a planta é nativa da

Ameérica do Sul.
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Figura 7.1 - Perfil de amplificagdo gerado pelo marcador TRAP (JCOO1F + P4). M: marcador
100 pb; Acessos: 1 a 8 — Republica Dominicana; 9 a 15— Brasil (Lins); 16 a 21 —
Brasil (Holambra); 22 a 26 — Colémbia (CPM6); 27 a 31 — Colémbia (SPS13A);
32 a 36 — China (var. 1); 37 a 41 — México, (Pignea); 42 a 48 — Camboja (1); B:
branco

Figura 7.2 - Padrdo de amplificacdo gerado pelo marcador TRAP (JCO10F + P3). M:
marcador 100 pb; Acessos (1 a 8 — Republica Dominicana; 9 a 15— Brasil (1);
16 a 21 — Brasil (2); 22 a 26 — Colémbia (1); 27 a 31 — Colémbia (2); 32 a 36 —
China; 37 a 41 — México, var. 2; 42 a 48 — Camboja); B: branco
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Figura 7.3 - Padrdo de amplificacdo gerado pelo marcador TRAP (JCO11F + P3). M:
marcador 100 pb; Acessos (1 a 8 — Republica Dominicana; 9 a 15— Brasil (1);
16 a 21 — Brasil (2); 22 a 26 — Colémbia (1); 27 a 31 — Colémbia (2); 32 a 36 —
China; 37 a 41 — México, var. 2; 42 a 48 — Camboja); B: branco



Tabela 7.2 - Resultados da andlise de variancia molecular (AMOVA) considerando a distribui¢do da diversidade entre e dentro de populacGes
em trés niveis hierarquicos: (1) populages em geral, (1) América versus demais paises, e (I11) populag¢Ges do Brasil, com base na
amplificacdo de 81 fragmentos do marcador TRAP

Fonte de variacao Fst GL SQ % variacao total Valor de P!
I 0,91
Entre populagdes 50 3370,1 91,6 0,000
Dentro de populagdes 344 273,8 8,3 0,000
1 0,93
Entre regides 1 219,9 15,1 0,000
Entre populagdes dentro de regides 49 3150,2 77,3 0,000
Dentro de regides 294 263,7 7,36 0,000
Il 0,53
Entre populacdes 25 126.8 53,4 0,000
Dentro de populacdes 144 86,2 46,6 0,000

T ntimero de permutacdes = 1000; Fsr, indice de fixacdo de Wright

€aT
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O dendograma revela a distribuicdo das populagcbes em dois grandes grupos
significativos (100% de confiabilidade, com base nos bootstraps): A e B, demonstrando uma
associacdo entre a diversidade e a origem geografica de cada uma delas (Figura 7.4). O grupo
A foi dividido significativamente em dois clusters (G1 e G2). O cluster G1 é constituido
basicamente por popula¢Ges colombianas (CPCC16, CPS12, CPPE10, CPCC15, CPP8,
CPPE11, CPCM14, CPPE9 e SPS13), uma popula¢do do México (Mex) e uma do Camboja
(Cambb) (Figura 7.4). O segundo cluster (G2) é composto pelas populaces colombianas
SPS13, CPP7, CPI5 e CPP7 (Figura 7.4). O grupo B foi dividido em trés clusters arbitrarios
(G3, G4 e G5). O cluster G3 contém as populacdes do México (Miuda - Miu e Pignea - Pign)
e a populacdo colombiana (CPM6); o Cluster G4 contém as populacbes do Paraguai (PGa e
PGb); e no Cluster G5 engloba todas as populacdes do Brasil, além das populacdes do
México (Sadb e Sad), Republica Dominicana (RD), Tanzania (Tan), Camboja (Camba) e
todas as populacdes da China (Chi), agrupadas como uma Unica populacdo devido as
similaridades entre elas (Figura 7.4).

O perfil dos agrupamentos principais e secundarios apresentados revela a existéncia de
diversidade genética entre as populacdes de pinhdo manso mantidas no banco de
germoplasma da UFSCar. A utilizagcdo de marcadores dominantes para estudo de diversidade
em pinh&o manso tem sido amplamente relatada. Sujatha et al. (2005) utilizaram marcadores
RAPD para determinar o indice de similaridade entre acessos indianos e gendtipos atoxicos
mexicanos. Os autores utilizaram 95 iniciadores que geraram 435 bandas, separando 0s
acessos em dois grupos com 96% de similaridade. Os marcadores ISSR foram utilizados por
Hartmann-Neto et al. (2006) para avaliar acessos de pinhdo manso da regido Centro-Norte do
Brasil e encontraram niveis consideraveis de polimorfismo. Oliveira et al. (2007) estudando
acessos brasileiros de Minas Gerais, Goias, Espirito Santo e Sergipe com o marcador RAPD
encontraram grande diversidade genética entre as regides. Da mesma forma, Tatikonda et al.
(2009), utilizando marcador AFLP, relataram grande diversidade entre acessos de pinh&o

manso de seis Estados da india.
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Figura 7.4 — Parentesco entre 51 populagdes de pinhdo manso. Dendograma gerado a partir
do agrupamento UPGMA obtido pelo indice de dissimilaridade de Jaccard,
calculado a partir de um conjunto de resultados do marcador TRAP. A
estabilidade dos nos foi testada com um procedimento de 1000 bootstraps

Diferentemente, alguns trabalhos relatam baixos niveis de diversidade e estreita base
genética entre acessos de pinhdo manso (SUJATHA et al., 2005; BASHA; SUJATHA, 2007;
SUN et al., 2008; SUDHEER PAMIDIMARRI et al. 2009a). Sun et al. (2008) avaliaram a
diversidade genética de 56 acessos de pinhdo manso chineses e dois da Malasia, por

marcadores microssatélites e AFLP. Somente um loco microssatélite apresentou polimorfismo
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e dos 70 fragmentos gerados pela técnica AFLP, apenas 14% foram polimorficos.
Similarmente, Montes-Osorio et al. (2008), utilizando a técnica de AFLP, encontraram baixa
diversidade entre genotipos de origem africana e asiatica.

Dessa forma, a desuniformidade dos resultados apresentados sobre a diversidade
genética entre os acessos de pinhdo manso certamente deve estar relacionada ao tipo de
marcador utilizado (Ovando-Medina et al. 2011) e os acessos avaliados. Além disso, pode-se
destacar também o numero baixo de introducgdes e as técnicas de manutencdo das plantas via
propagacdo vegetativa, como fatores que podem influenciar negativamente nos estudos de
diversidade genética da espécie (BASHA; SUJATHA, 2007).

7.3.2  Sequenciamento do gene especifico

Genes ligados a biossintese de terpenos em Jatropha tem atraido a atencdo de muitos
pesquisadores (GOMES et al., 2010; LIN et al., 2010; SATO et al., 2011) devido a presenca
de ésteres de forbol na parte aérea planta, em especial nas sementes das espécies do género.
Os terpenos formam uma diversificada classe de substancias naturais, ou metabo6litos
secundarios tdxicos para a maioria dos vertebrados e invertebrados, e estdo distribuidos pelas
familias Euphorbiaceae e Thymelaeaceae (EVANS; EDWARDS, 1987; LIN et al., 2010).

Os ésteres de forbol sdo uma complexa mistura de diterpenos tetraciclicos,
responsaveis pela acdo alérgica de algumas plantas (EVANS; EDWARDS, 1987), presentes
nos residuos das sementes (torta) do pinhdo manso, o que acaba por restringir seu uso na
alimentacdo animal, pois esses metabdlicos secundarios podem agir de forma aguda
(inflamacéo intensa) ou cronica (inducdo de tumor) no organismo (MAKKAR et al., 1997).

Outro problema é lipossolubilidade dos ésteres de forbol, ou seja, grande parte dos
mesmos sdo extraidos juntamente com o O6leo, restringindo assim o consumo humano
(GONCALVES et al., 2009). Por outro lado, os terpendides sdo componentes ativos de defesa
das plantas e sua eliminacdo poderia aumentar os problemas com pragas e doengas (GOMES
et al., 2010). Desta forma, métodos para suprimir ou inativar 0s genes responsaveis pela
biossintese dos terpenos em pinhdo manso tém sido motivo de varios estudos (MAKKAR et
al., 1997; MAKKAR; BECKER, 2009; LIN et al., 2010; MAKKAR et al., 2011; SATO et
al., 2011).

Um dos genes associados a biossintese de terpenos no género Jatropha é o Geranyl
Pyrophosphate Synthase (GPPS, EC: 2.5.1.30), que € uma cadeia homodimérica responsavel
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pela sintese da Geranylgeranyl Diphosphate (GGPP) (SATO et al., 2011). O conhecimento do
papel deste gene em pinhdo manso pode potencialmente auxiliar na manipulacdo genética,
como também nos programas de melhoramento genético da especie (LIN et al., 2010). Diante
disso, a busca de variabilidade genética torna-se relevante para niveis de ésteres de forbol no
pinhdo manso. No México, sdo encontrados acessos de pinhdo manso e outras espécies género
como a J. platyphylla que ndo sdo toxicas, devido a auséncia dos ésters de forbol e fazem
parte da alimentacdo dos nativos (MAKKAR; BECKER, 2009; MAKKAR et al., 2011).
Sujatha et al. (2005) e Sudheer Pamidimarri et al. (2009a) identificaram marcas moleculares
para separacdo de acessos toxicos de atoxicos mexicanos. De forma geral, os trabalhos
realizados relatam o desenvolvimento de marcas que podem ser utilizadas somente para a
separacdo dos acessos. Entretanto, nossos esforcos foram concentrados para encontrar um
marcador diretamente relacionado com a via de biossintese dos terpenoides. A partir disso,
foram desenhados iniciadores especificos para o gene ligado a GPPS (GOMES et al., 2010),
que codifica a enzima chave da biossintese dos ésteres de forbol nas sementes do pinhao
manso (LIN et al., 2010; SATO et al., 2011). Desta forma, o iniciador GeranylF foi
desenhado e a combinacdo com o iniciador fixo P5 promoveu a separacdo dos acessos
toxicos dos atdxicos, pela auséncia de um fragmento de aproximadamente 383 pb nas
populagdes mexicanas (Figura 7.5).

Figura 7.5 - Padrdo de amplificacdo gerado pelo marcador TRAP (GeranylF + P5). M:
marcador 100 pb; Acessos (1 a 13 — acessos mexicanos; 14 a 21 — acessos
brasileiros; 22 a 29 — acessos colombianos; 30 a 31 — acessos chineses; 32 e 33
acessos paraguaios; 34 acesso do Camboja; 35 acesso da Tanzania; B: branco

O sequenciamento do fragmento amplificado pelo marcador TRAP nos acessos
toxicos, visa aprofundar os conhecimentos sobre o que pode ter contribuido para a supressao

deste fragmento nas populacGes mexicanas. Desta forma, seis acessos toxicos tiveram seus
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fragmentos excisados, amplificados, clonados no vetor pGEM-T, amplificados novamente
utilizando iniciadores universais SP6 e T7 e sequenciados. O sequenciamento foi realizado em
ambos os lados da fita de DNA de todos os clones, efetuando a comparacdo entre as
sequéncias ‘forward’ e ‘reverse’. A analise de todas as sequéncias geradas produziu uma
sequéncia consenso de 355 pb (Figura 7.6). Esta sequéncia consenso foi comparada com as
depositadas no GenBank e apresentou homologia de 91% com clone BAC
(0i/317106716/dbj/AP0111971.1) inserido no banco de dados por Sato et al. (2011), onde
estdo localizados trés genes relacionados a via de biossintese de terpenos, porém a sequéncia
relatada fica fora das regides génicas. Nossos resultados certamente levam a investigacoes
futuras sobre os processos evolucionarios que podem ter contribuido para a supressdo desta

sequéncia nas popula¢fes mexicanas atoxicas.

GACTGCGTACGAATTAACAGTTTGGGTCTAATTGAAAAATCTCCTTTCACATAC
ATTCAAATGATGAGGTATATTCCAACTCTAGCGGATGGGACCCTTACCAATCCAC
CAAAAGCATGTAATGACCTTAGAATCGATCCCTAGGATTATATGCACCCAAAATC
ATGAAATGATTTCAACATGACATCCACGCATTCAAGCATTTCACGTCATAGAGAA
GTAACCTAAACACTATACCTATGGTTCAACCTAAACCCATGGTCAACCTAAACAC
CAACCAGTGGGCAACCTAAACACCCACCAGNTAGTCAAACCTAAACACCAACCA
GTGGTCAAACCTCAACAAAAGTGGTGC

Figura 7.6 — Sequéncias nucleotidicas obtidas a partir do fragmento presente nos acessos
toxicos e ausente nos atdxicos; Sequéncia em vermelho corresponde ao
iniciador P5; Sequéncia em azul corresponde ao iniciador GeranylF

7.4 Conclusotes

O marcador molecular TRAP foi eficiente para a caracterizacdo da diversidade
genética das populacdes de pinhdo manso. A maior parte da variabilidade genética foi
encontrada nas populagdes da Colémbia, México e Brasil. As populagdes mexicanas ndao
apresentaram parte da sequéncia do gene Geranyl Pyrophosphate Synthase, enzima chave da

biossintese dos ésteres de forbol.
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2. Jatropha curcas L. EXIBE UM SISTEMA MISTO DE REPRODUCAO, ALTA

TAXA DE CRUZAMENTOS CORRELACIONADOS E APOMIXIA

Resumo

O sistema hierarquico de reproducdo entre e dentro de frutos foi estudado em uma populacdo
base de Jatropha curcas, utilizando-se seis locos microssatélites, com base nos modelos de
cruzamentos mistos e cruzamentos correlacionados. Sementes de polinizacdo aberta foram
coletadas de 15 arvores matrizes, sendo amostrados sete frutos por planta, fornecendo 21
sementes. Desvios de cruzamentos aleatorios foram evidenciados pela média da taxa de
cruzamento multiloco (t, = 0,603), indicando que a espécie tem um sistema misto de
reproducdo. A taxa de cruzamento também apresentou grande variacdo entre as plantas
(variando de 0,359 a 0,778), indicando que a espécie ndo é auto-incompativel. Diferenca
significativa foi detectada entre as taxas de cruzamento multiloco e uniloco, sugerindo que
ocorreram cruzamentos entre individuos aparentados na populagéo (tm-ts = 0,302), 0 que pode
ter ocorrido devido a populacdo conter individuos de mesma descendéncia (irmaos). A
correlagdo multiloco de paternidade foi extremante alta para a populacdo (rpm) = 0,999),
confirmando que a progénie € constituida principalmente por irmaos-completos. A correlagéo
de paternidade foi também maior entre frutos (rpm) = 0,998) quando comparada dentro de
frutos (rpm) = 0,888). Em conseqtiéncia das baixas taxas de cruzamentos e alta correlagdo de
paternidade, o coeficiente de coancestria dentro da progénie foi alto (® = 0,346) e o tamanho
efetivo foi menor do que o esperado em populacBes panmiticas (Ne = 4). A ocorréncia de 28%
de individuos idénticos a planta-méde sugere que o mecanismo da apomixia esta ativo no
pinhdo manso e pode interferir nos modelos de cruzamentos mistos e cruzamentos
correlacionados utilizados para estudar o sistema hierarquico de reproducéo entre e dentro de
frutos. Os resultados sdo discutidos destacando o sistema reprodutivo do pinhdo manso em
uma populacdo base e suas implicacbes em programas de melhoramento genético,
conservacao e estudos de diversidade da espécie.

Palavras-chave: Tamanho efetivo populacional. Analise do sistema reprodutivo. Locos

microssatélites. Arvore tropical.
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Abstract

The hierarchical mating system between and within fruits of Jatropha curcas L. was
investigated in a base population using six microsatellite loci, based on a mixed mating and
correlated mating models. Open-pollinated seeds were collected from 15 seed-trees, sampling
seven fruits per tree, providing a total of 21 seeds each. Deviation from random mating were
shown (pointed) by the average multilocus mating rate (tn,= 0.603), indicating that the species
exhibit a mixed mating system. The outcrossing rate showed a large variation, ranging from
0.359 to 0.778, indicating that the species is not self-incompatible. Significant differences
were detected between multilocus and single locus outcrossing rates, suggesting that crosses
among related individuals occurred in the population (tn-ts = 0.302), which could have
occurred because the base population might contain individuals from the same offspring
(sibs). The multilocus paternity correlation was extremely high for the population (rpm) =
0.999), confirming that the progenies were composed mainly by full-sibs. The paternity
correlation was higher between fruits (rpm) = 0.998) than within fruits (rym) = 0.888). As a
consequence of the low outcrossing rate and high paternity correlation, the co-ancestry
coefficient within offspring was high (® = 0.346), and the effective population size was
smaller than expected for panmitic populations (Ne = 4). The occurrence of 28% of
individuals identical to the mother plants suggested that an apomitical mechanism might be
acting in physic nut and may interfere in the models for mixed and correlated crossings used
to study the hierarchical system of reproduction within and between fruits. The results are
discussed emphasizing the reproductive system of physic nut in a base population and its

implications for genetic improvement and conservation of the species.

Keywords: Effective population size. Mating system analysis. Microsatellite loci. Tropical

tree.
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8.1 Introducéo

Conhecer o sistema de reproducdo de populagbes € fundamental em programas de
melhoramento e conservacgao genética, visto que muitas etapas destes programas envolvem a
reproducdo sexual. O sistema de reproducdo e 0s mecanismos de dispersdao do pdlen e
sementes desempenham papel importante na composicdo genética de populagdes, pois
determinam a forma como o0s genes sdo transferidos e recombinados para formar as geracgoes
futuras, influenciando a distribuicdo da diversidade genética entre e dentro de populacGes
(HAMRICK; LOVELESS, 1986; BROWN, 1990; MURAWSKI; HAMRICK, 1990; LEMES
etal., 2003; GOODWILLIE et al., 2005).

A reproducdo sexual pode ocorrer por cruzamentos aleatdrios, correlacionados, entre
parentes, autofecundacdes e suas combinagdes e, em alguns casos raros por apomixia. Estudos
do sistema de reproducdo com base em marcadores genéticos, em espécies de plantas
tropicais, especialmente arbdreas, tém mostrado que a grande maioria € originada de
cruzamentos (MURAWSKI et al., 1990; MURAWSKI, 1995; LEMES et al., 2003; SILVA et
al., 2011). Nas espécies albgamas a maior parte da diversidade genética esta distribuida dentro
das populacgdes, diferentemente das autdgamas onde a maior parte estd entre as populacdes
(HAMRICK; GODT, 1989). Assim, o conhecimento do sistema de reproducdo permite
delinear estratégias para a selecdo de gendtipos superiores nos programas de melhoramento e
determinacdo de tamanhos amostrais para a conservagao genetica.

Marcadores genéticos como isoenzimas e microssatélites tém sido amplamente e
eficientemente utilizados para o estudo dos padrdes de reproducdo e dispersdo de sementes e
polen em plantas (ASHLEY, 2010). A utilizacdo dessas técnicas associadas a modelos que
descrevem a reproducdo em plantas, como o modelo misto de reprodugdo (RITLAND; JAIN,
1981) e 0 modelo de cruzamentos correlacionados (RITLAND, 1989) permitem desvendar
diversas caracteristicas do processo de reproducdo sexual em plantas, como autofecundacdes,
cruzamentos aleatorios, entre parentes e correlacionados.

Jatropha curcas L. é uma oleaginosa nativa das Américas que possui potencial para a
producdo de biocombustiveis. Nos ultimos anos a espécie tem sido estudada como fonte
promissora para a producdo de biodiesel (OPENSHAW, 2000; MODI et al., 2007;
BERCHMANS; HIRATA, 2008), aspectos fitotécnicos (FAIRLESS, 2007; KOCCHAR et al.,
2008), producédo de farmacos (IGBINOSA et al., 2009), além de estudos sobre a diversidade
genética da espécie (HELLER, 1996; GINWAL et al., 2004; BASHA; SUJATHA, 2007;
KAUSHIK et al., 2007; RANADE et al, 2008; SUN et al., 2008; SUDDHER
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PAMIDIMARRI et al., 2009; ROSADO et al., 2010). Entretanto, poucas foram as pesquisas
que abordaram o sistema de reproducdo (RAJU; EZDARANAM, 2002; SANTOS et al.,
2005; JUHASZ et al., 2009). Detalhes da morfologia floral indicam que a espécie é mondica,
cuja inflorescéncia é uma cimeira definida, onde as flores sdo unissexuais e produzidas na
mesma inflorescéncia (PEIXOTO, 1973). As flores masculinas possuem dez estames, sendo
mais numerosas e situadas nas pontas das ramificagfes (SATURNINO et al., 2005). As flores
femininas sdo semelhantes as flores masculinas, porém sdo maiores. O ovario tem trés
carpelos, cada um com um unico léculo produzindo um o6vulo (RAJU; EZDARANAM,
2002).

Quanto aos polinizadores, Raju e Ezradanam (2002) observaram que na base das

flores femininas e masculinas existem glandulas elipticas produtoras de néctar favorecendo

assim a polinizacdo entomdfila (Figura 8.1). Os principais polinizadores sdo abelhas (Apis
mellifera), moscas, trips e formigas (RAJU; EZRADANAM, 2002; SATURNINO et al.,
2005).

Figura 8.1 — Aspecto da inflorescéncia e morfologia floral do pinhdo manso observada. A)
Flor masculina aberta; B) Polen sobre as pétalas (Estereomicroscépio); C)
Corte flor masculina (Estereomicroscépio); D) Visitacdo de polinizadores; E)
Desenvolvimento do ovario (Estereomicroscopio); F) Presenca dos nectérios
abaixo do ovéario em desenvolvimento (Estereomicroscépio); pétala (p);
nectarios (n); filete (f); anteras (a); grdos de polen (g); sépala (s); estigma (e);

ovario (0); pedunculo (d); Barras: 2 mm
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Os marcadores moleculares baseados na amplificagdo do DNA estdo sendo usados
para a elucidacdo das relacdes filogenéticas do género Jatropha, estudos sobre variabilidade
genética entre acessos de diferentes origens, visando o desenvolvimento de programas de
melhoramento genético e algumas pesquisas ligadas a genética de populacdes da espécie
(OVANDO-MEDINA et al., 2011). Os marcadores microssatélites tem se destacado por seu
conteddo informativo nos estudos de diversidade genética existentes entre acessos de
diferentes regides (BASHA; SUJATHA, 2007; SUN et al., 2008; BASHA et al., 2009;
KUMAR et al., 2009; SUDHEER PAMIDIMARRI et al., 2009; ROSADO et al., 2010;
SUDDHER PAMIDIMARRI et al., 2010). De maneira geral, os estudos de diversidade
genética tém apontado a existéncia de pequena variabilidade genética no germoplasma
analisado, principalmente nos cultivados na Africa e Sudeste Asiatico. Rosado et al. (2010)
aponta limitada variabilidade genética nos acessos brasileiros mantidos no banco de
germoplasma da EMBRAPA. Os resultados sugerem que o sistema reprodutivo, mesmo com
o florescimento tipico de espécies alégamas, pode estar interferindo nos estudos sobre a
diversidade genética da espécie.

O objetivo deste estudo foi investigar por meio de locos microssatélites a diversidade
genética, os niveis de endogamia e o sistema de reproducdo entre e dentro de frutos e entre
plantas de uma populacdo base de pinhdo manso. Assim sendo, foram avaliadas &arvores
matrizes e suas progénies de polinizacdo aberta. As seguintes questdes foram abordadas: i)
existe autofecundacdo e endogamia na populacdo? ii) onde a correlacdo de paternidade é
maior, entre ou dentro dos frutos? iii) o fendmeno da apomixia esta presente no pinhao

manso?

8.2 Material e Métodos

8.2.1 Local do estudo

O estudo sistema reprodutivo foi realizado em uma populacao base de pinhdo manso.
A populacédo estudada era composta por plantas provenientes dos Estados de S&o Paulo e
Bahia. O pomar (22°18.410” S e 47°22.640° W e altitude de 659 m) foi instalado em janeiro
de 2006 no Campo Experimental da UFSCar, Araras-SP, em 1 ha e com 900 plantas, no
espacamento 4 m x 2 m. As progénies estudadas foram originadas a partir de sementes de

polinizag&o aberta de 15 arvores matrizes de oito procedéncias, sendo 13 arvores do Estado de
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Sao Paulo provenientes das cidades de Araras (uma arvore), Holambra (cinco arvore), Jales
(uma éarvores), Lins (trés arvores), Pirassununga (duas arvores) e Taubaté (uma arvore), e

duas arvores proveniente de Cruz das Almas na Bahia.

8.2.2  Amostragem

A coleta do material biolégico foi realizada em maio de 2011, periodo em que
existiam muitos frutos maduros. O estudo baseou-se em sementes de polinizacdo aberta de 15
arvores matrizes, amostradas aleatoriamente dentro de uma populacdo base. As matrizes
foram georreferenciadas (GPS), identificadas e tiveram seus tecidos foliares e frutos
amostrados (Tabela 8.1). De cada arvore matriz foram coletados em média 15 frutos, sendo
selecionados sete por arvore matriz, os quais continham trés sementes (0 nimero de sementes
por fruto variou de 1 a 3). Os frutos foram acondicionados separadamente em sacos de papel e
identificados para garantir a correspondéncia entre o fruto, semente e 0 genitor materno. A
identificacdo das sementes por fruto permite determinar a correlacdo de paternidade entre e
dentro do fruto. As sementes foram plantadas em condi¢cfes de viveiro, sendo colocadas para
germinar sem nenhum tratamento, em tubetes contendo substrato e adubo adequado para a
germinacdo. Em cada tubete colocou-se uma semente, totalizando uma média de 45 sementes
plantadas por arvore matriz. Apos trés meses de desenvolvimento, as folhas recém-expandidas
foram amostradas para posterior extracdo do DNA. Para o desenvolvimento do estudo foram
utilizadas 21 progénie de cada arvore mée.

8.2.3  Extracéo e quantificacdo do DNA

Folhas recém expandidas foram coletadas e armazenadas em 96% etanol até o
momento da extracdo do DNA genémico. A extracdo e quantificagdo do DNA foram descritas
com maiores detalhes no Capitulo 3, itens 3.2.3 e 3.2.5.
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Tabela 8.1 — Procedéncia de 15 &rvores matrizes utilizadas para determinar o sistema de
reproducdo em uma populacdo base de pinhdo manso. n — numero de
progénie estudada

Arvore n
ID Local de Origem Latitude Longitude

L2P04 21 Jales, SP 22°18.426°S  47°22.627'W
L4P45 21 Pirassununga, SP 22°18.414°S 47°22.696°W
L3P27 21 Lins, SP 22°18.417°S 47°22.691°’W
L4P29 21 Lins, SP 22°18.418’S  47°22.676’W
L5P63 21 Cruz das Almas, BA  22°18.411°’S 47°22.713°’W
L4P51 21 Cruz das Almas, BA  22°18.413’S ~ 47°22.703°W
L8PO1 21 Pirassununga, SP 22°18.412°S  47°22.633’W
L1P09 21 Araras, SP 22°18.432°’S  47°22.613°’W
L6P19 21 Holambra, SP 22°18.410°’S  47°22.656’'W
L10P10 21 Holambra, SP 22°18.407°S  47°22.646°W
L9P09 21 Holambra, SP 22°18.409°S 47°22.642°W
L3P14 21 Lins, SP 22°18.415°S 47°22.701°’W
L2P10 21 Holambra, SP 22°18.423’S  47°22.639°'W
L7P11 21 Taubaté, SP 22°18.409’S  47°22.645°W
L6P10 21 Holambra, SP 22°18.411°S 47°22.655°W

8.24  Amplificacdo do DNA

Para as analises dos locos procedeu-se a amplificacdo de regides microssatélites,

utilizando seis pares de iniciadores (Tabela 8.2). As reacdes de amplificacdo dos locos de

microssatélites foram descritas com maiores detalhes no Capitulo 3, item 3.2.7.
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8.2.5  Analises dos dados

8.2.5.1 Anélise da diversidade genética e indice de fixacéo

A diversidade genética da geracdo adulta (matrizes) e das progénies foi caracterizada
pelos indices: nimero médio de alelos por loco (A), heterozigosidade observada (Ho) e
heterozigosidade esperada (He), segundo expectativas do equilibrio de Hardy-Weinberg.
Também foi estimado o indice de fixacdo (F) nas matrizes e nas progénies. Para verificar se
os valores de F eram significativamente diferentes de zero, utilizou-se 1.000 permutacdes
(método Monte Carlo) de alelos entre os individuos e para evitar falsos positivos utilizou-se
uma correcdo de Bonferroni (95%, o = 0,05). Todos os indices e as permutacdes foram
estimadas utilizando os programas GDA ( Genetic Data Analysis; LEWIS; ZAYKIN, 2006) e
FSTAT (GOUDET, 1995).

8.2.5.2 Anélise do sistema de reproducéo

A andlise do sistema de reproducdo foi baseada no modelo misto de reproducdo
(RITLAND; JAIN, 1981) e no modelo de cruzamentos correlacionados (RITLAND, 1989),
utilizando o o programa “Multilocos MLTR”, versdao 3.4 (RITLAND, 2002). Os parametros

estimados foram: taxa populacional de cruzamento multilocos (t,), taxa populacional de
cruzamento uniloco (t,), correlagdo de autofecundagdo (r,) e correlagdo multiloco de
paternidade (r, ). A diferenca entre a taxa de cruzamento multiloco e uniloco (t, -t) foi

utilizada para determinar a existéncia de cruzamento entre parentes dentro da populacdo.

Diferengas positivas e significativas entre t e t, foram atribuidas ao cruzamento entre

S

individuos aparentados, porque t, representa a taxa de cruzamento entre ndo-aparentados

(SHAW et al., 1981). Os parametros t_, t., t -t. e r ., foram também estimados ao nivel

p(m)

de familias e a correlagdo r, ., foi estimada entre e dentro de frutos. A analise foi realizada ao

p(m)
nivel de populagdes usando o método numeérico de Newton-Raphson e ao nivel de familias
individuais e frutos usando o método numérico de Expectation-Maximization. O namero
efetivo médio de doadores de pdlen por arvore matriz e entre e dentro de frutos foi estimado

por N, =1/ fom (RITLAND, 1989). O coeficiente de coancestralidade medio (® ) dentro de

e(p)
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familias foi calculado a partir de um estimador do coeficiente de parentesco dentro de familias

(r, ), conforme derivado por Ritland (1989). Como a populagdo estudada € artificial, r,, foi

estimado de acordo com r =20, e o coeficiente de coancestria dentro de familias foi

estimado dividindo 0S estimadores de Ritland por dois
((:):f/2:0.125(1+ pr)[4§+(t§] +5t, 1)@+ r,y)]). Outro pardmetro estimado foi o
tamanho efetivo populacional médio dentro de familias (N,) usando o estimador de
Cockerham (1969): I\AIe :0.5/{(:)[(n—1)/n]+l(1+ Ifo)IZnJ}, em que n é o nimero de
sementes analisadas dentro de familias (n= 21) e F, é o coeficiente de endogamia na

progénie (estimada pelo indice de fixacdo). Nesta estimativa, valores negativos de F, foram

assumidos como sendo zero. A partir do tamanho efetivo populacional dentro de familias, foi
estimado o nimero de arvores (m) necessario para a coleta de sementes de modo a reter o

tamanho efetivo populacional de referéncia (N ererencey) d€ 150 (3 X 50; LACERDA et al.,

2008). Este calculo foi estimado de acordo com a relacdo entre o tamanho efetivo

populacional ideal do programa de conservagdo (N ), e o tamanho efetivo

(e)reference

populacional estimado para a média das matrizes (N,): m=N /N, (SEBBENN,

(e)reference
2006). Essa expressao é baseada em duas suposicdes: i) as matrizes ndo sdo aparentadas; e ii)
as matrizes ndo recebem um conjunto de pdélen sobreposto. Portanto, neste caso, assume-se
que as matrizes ndo cruzaram entre si e ndo receberam pélen dos mesmos pais (SILVA et al.,
2011).



Tabela 8.2 — Seis locos microssatélites de pinhdo manso com seus iniciadores especificos e suas caracteristicas

Iniciadores

Locos Motivo Foward Reverse
mJCENAZ27 (GA)12 CATTTTTCATCAAGGCCTAC GTATTTCTCCACACGCAACT
mJCENA41 (AC)1s CACTTACCCCTCACTCAGAA AAAGCCAGGACATACTTGAA
mJCENAS87 (GT)15(GA)s TAAGTTCCCAGTTCCTGCTA CACATGGTAAGCATTACAAGC
mJCENA108 (GAA)1o GTGTGGTGCTTACCCCTATTTT GCCTCCTTTTCTTTTCCTGTTT
mJCENA110 (GT)1a GCGTAGAAACACAGGAACATCA ACTCTCAATGGTTGTTATGGGC
mJCENA111 (AT)s(GT)s AAGCCCAGTTGCTCATATTCAG CAAGGCTCAAAGATAGAAGGGA

VLT
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8.3 Resultados e Discussao

8.3.1  Analise da diversidade genética e endogamia

Quinze frutos foram colhidos a partir de cada arvore matriz, sendo semeadas 45
sementes que tiveram sua taxa de germinacdo variando de 89-97% aos 30 dias apos a
semeadura. A taxa de germinacdo de sementes de polinizacdo aberta foi elevada, semelhante
aos valores relatados em condicdes de viveiro para pinhdo manso (JUHASZ et al., 2009).
Considerando-se que as sementes sdo originarias de uma mistura de cruzamento e
autofecundacdo e a taxa de germinacdo foi alta, sugere-se a ndo existéncia de depressao por
endogamia. Sorensen e White (1988) citam que a taxa de autofecundacdo pode ser mascarada
durante a fase de viveiro pelo aborto de sementes antes da germinagdo e mortes ocorridas nas
fases iniciais de desenvolvimento pela acdo de gen6tipos em homozigose para genes letais e
deletérios, pela acdo da depressdo por endogamia. Raju e Ezradanam (2002) observaram a
presenca de frutos xenogadmicos e gitonogamicos, porém seus resultados apontam que 0S
ultimos abortaram antes de completar seu desenvolvimento. Abdelgadir et al. (2008) relatam
0 desenvolvimento normal de frutos obtidos tanto a partir da fecundagéo cruzada quanto por
autofecundacdo. Juhasz et al. (2009) relatam que a taxa de frutificacdo variou de 79 a 96%
para autofecundacdo manual, gitonogamia e xenogamia.

O DNA foi extraido das 15 arvores matrizes e 21 progénies de cada arvore mae. Para a
determinacdo da taxa de cruzamento foram testados nove locos microssatélites (apresentados
com maiores detalhes no capitulo 3), dos quais somente seis apresentaram perfis polimoérficos
(JCENAZ27, JCENA41, JCENAS87, JCENA108, JCENA110 e JCENA111) para 0s gen6tipos
analisados (Figuras 8.2; 8.3; 8.4).



Figura 8.2 - Padréo de amplificagdo gerado pelo iniciador mJCENA87 (M: marcador 100 pb;
1 —matriz L7P11 ; 2 a 22 — progénie; 1 — matriz L6P10; 2 a 22 — progénie; B:
branco

Figura 8.3 - Padrdo de amplificagdo gerado pelo iniciador mJCENA108 (M: marcador 100
pb; 1 — matriz L3P27; 2 a 22 — progénie; 1 — matriz L5P63; 2 a 22 — progénie;
B: branco
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Figura 8.4 - Padrdo de amplificacdo gerado pelo iniciador mJCENA111 (M: marcador 100
pb; 1 — matriz L4P29; 2 a 22 — progénie; 1 — matriz L5P63; 2 a 22 — progénie;
B: branco

A populacdo estudada apresentou baixo nivel de polimorfismo para os seis locos
utilizados (Tabela 8.3). O numero total de alelos detectados nos seis locos foi de 26 alelos
para as arvores matrizes e 28 para as progénies analisadas. O nimero médio de alelos por loco
foi de 4,3 alelos para as arvores matrizes e 4,7 para as progénies (Tabela 8.3). A

heterosigosidade media observada das matrizes (H,= 0,62) ndo difere das progénies (H,=

0,61), porém, a heterozigosidade esperada foi significativamente maior nas progenies (He =
0,46) do que nas matrizes (H,=0,41) (Tabela 8.3).

O indice de fixacdo foi significativamente diferente de zero para o loco mJCENA87
para arvores matrizes e para trés locos (MJCENA41l, mJCENA87 e mJCENA111l) para
progénies (Tabela 8.3). Nossos resultados indicam que os individuos obtidos por
autofecundacdo, ndo foram eliminados pela depressdo endogamica, pois o indice de fixacdo
foi significativamente diferente de zero para a média das progénies, sugerindo a existéncia da

endogamia.
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Tabela 8.3 — Diversidade genética e indice de fixacdopara arvores matrizes e progénies de
uma populagdo base de pinhdo manso. A € o numero de alelos por locos; H,

e H, sdo a heterozigosidade observada e esperada respectivamente; F € o indice

de fixacdo
Arvores matrizes (n=15) Progénies (n=315)
Locos A H, H, F A H, H., F
mJCENA27 1  0.00 0.00 0.000 2 0.03 0.04 -0.016
mJCENA41 5 0.77 0.53 0.307 5) 0.73 0.64 0.127*
mJCENA87 4 061 0.07 0.891* 4 063 023 0.633*
mJCENA108 5 0.76 0.93 -0.221 5 0.74 083 -0.119
mJCENA110 5 0.69 0.60 0.134 6 0.69 0.63 0.084
mJCENA11l 6 0.85 0.33 0.610* 6 0.80 0.40 0.497*
Média 43 0.62 0.41 0.332 * 4.7 0.61 046 0.237*
SD 1.7 031 0.35 0.429 1.5 0.29 029 0.298
Total 26 28

* P<0.05 Corregédo de Bonferroni

8.3.2  Sistema de cruzamento

Nas condicdes deste estudo, o pinhdo manso apresentou um sistema de reproducéo

misto, produzindo sementes tanto por fecundagéo cruzada quanto por autofecundacéo (t,, =

0,603; Tabela 8.4). O pinhdo manso é uma espécie mondica que produz flores masculinas e
femininas na mesma inflorescéncia (DIVAKARA et al., 2010). Normalmente, o pinhdo é uma
espécie protandrica, onde as flores masculinas sdo as primeiras a atingirem a maturidade. Essa
estratéegia favorece a polinizacdo cruzada (xenogamia) e coloca a autopolinizacao
(geitonogamia) em desvantagem (CHANG-WEI et al., 2007; LUO et al., 2007; DIVAKARA

et al.,, 2010). Os polinizadores também podem interferir nas taxas de cruzamento e
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autopolinizacdo (VOGLER; KALISZ, 2001; KALISZ et al., 2004). O sistema de misto de
reproducdo, com o favorecimento da fecundagdo cruzada, é observado em outras
Euphorbiaceas como a mandioca (COLOMBO et al., 2000; SILVA et al., 2003) e seringueira
(FURLANI et al. 2005), enquanto que a combinacgdo de alogamia e autogamia foi descrita por
Bajay et al. (2011) para mamona (Ricinus communis L.).

A correlacdo de autofecundacéo foi alta e significativamente diferente de zero (r, =

0,424), o que sugere alta variagdo nas taxas de cruzamento individual (Tabela 8.5). Em

concordancia, a taxa de cruzamento multilocos (t, ) variou entre as progénies de 0,26 a 1,00

(Tabela 8.4). A estimativa da taxa de cruzamento é semelhante a estudos anteriores para
género Jatropha (SANTOS et al., 2005).

Das 15 progénies, 11 apresentaram taxa de cruzamento multilocos significativamente
diferente da unidade (Tabela 8.5). A taxa de cruzamento uniloco foi também

significativamente diferente da unidade (t, = 0,301, P<0,05) (Tabela 8.4). A diferenca entre a
taxa de cruzamento multilocus e unilocos (t,—t,; Tabela 8.4) foi positiva e
significativamente diferente de zero (t,—t, = 0,302; P<0,05), indicando que ocorreram

cruzamentos entre parentes na populacdo base. Em nivel de progénies (Tabela 8.4), a

differenca t, —t, foi significativamente diferente de zero para nove das 15 progénies (Tabela

8.5). A ocorréncia de acasalamento entre parentes foi associada com a existéncia de
parentesco entre os individuos na populacdo base, provavelmente porque a populacdo
continha vérias arvores derivadas da mesma arvore matriz (meios irmdos ou irmaos
completos). Os cruzamentos biparentais também podem ter se originado a partir de outras
razfes, como o comportamento dos polinizadores visitando individuos relacionados dentro da
populagéo base.

O coeficiente de coancestralidade variou nas familias (®) entre as matrizes, dentro das
progénies e entre as progénies (Tabela 8.4). Em consequéncia das autofecundacdes e dos
cruzamentos correlacionados, a coancestria dentro de progénies (® = 0,346) foi maior e 0

tamanho efetivo de variancia (N, = 1,42) menor do que o esperado em populagdes panmiticas
(® =0,125; N, =4). Entre as progénies, o coeficiente de coancestria variou de 0,202 a 0,440
e o tamanho efetivo de variancia (N,) variou de 1,13 a 2,25. O coeficiente médio de

coancestralidade entre plantas dentro de progénies foi maior do que esperado em progénies
coletadas de populagdes panmiticas (®y, = 0,125). Essas estimativas da variagdo genética

aditiva e parametros genéticos como herdabilidades e ganhos esperados na sele¢do de
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programas de melhoramento genético devem ponderar os desvios de cruzamentos aleatorios,
causados pelas autofecundagOes, cruzamentos entre parentes e cruzamentos correlacionados.
Em funcdo da coancestria dentro de progénies ser maior do que a esperada em progénies de
meio-irmé&os, o tamanho efetivo populacional (N¢) foi menor do que esperado em populacbes
panmiticas. Esses resultados também se devem ao sistema misto de reproducdo, combinando
autofecundacdes, cruzamentos entre parentes e cruzamentos correlacionados. Estes fatores
aumentam o parentesco e a endogamia dentro das progénies, portanto, a freqiiéncia de alelos
idénticos por descendéncia, o que reduz o tamanho efetivo.

Outro ponto que chama a atencdo é a ocorréncia de 28% de individuos idénticos a
planta-mde. Uma possibilidade é que os frutos estdo se desenvolvendo a partir de flores
femininas, ou seja, por apomixia. Pode-se supor que esteja ocorrendo o desenvolvimento de
frutos a partir de flores femininas. A apomixia aparece como um fendmeno comum nas
angiospermas, ja tendo sido constatada em mais ou menos 300 espécies incluidas em 95
géneros de 35 familias de mono e dicotiledéneas (CRUZ et al., 1998). O fendbmeno da
apomixia foi relatado em campo para pinhd0 manso com uma taxa de 32% na India
(BHATTACHARYA et al., 2005) e na China (CHANG-WEI et al., 2007). No Brasil, Juhasz
et al. (2009) descreveram a presenca de 5% de frutos apomiticos em um experimento
realizado no campo no Norte de Minas Gerais. No nosso estudo os individuos apomiticos
chegam a influenciar os resultados dos modelos de cruzamentos mistos e correlacionados
utilizados para estudar o sistema hierarquico de reproducdo. A apomixia interfere
efetivamente em varios parametros do sistema de reproducdo, porém a correlacdo de
autofecundacdo (rs) € o pardmetro que é mais alterado, pois varia 0,424 para 0,610, apés a
eliminag&o dos individuos apomiticos (Tabela 8.4).



Tabela 8.4 — Estimativa de parametros do sistema de reproducdo, coancestria e tamanho efetivo em uma populacdo base de pinhdo manso

Parametros

Estimativas (95% CI)

Estimativas — sem apomitico

(95% Cl)

Taxa de cruzamento multilocos: t,,

Taxa de cruzamento unilocos: t,

Taxa de cruzamento entre parentes: t, —t.

Correlacao de autofecundagéo: r,

Correlacdo multiloco de paternidade (entre e dentro): r

p(m)aw
Ndmero médio de arvores polinizadoras: Nep =1/r

Coancestria dentro de familias: ®
Tamanho efetivo médio da populagéo: N,

p(m)aw

NUmero de arvores matrizes para a coleta de sementes (dentro de frutos): m

Dentro e entre frutos

Correlagéo de paternidade multilocos dentro de frutos: r, ..,

Correlagéo de paternidade multilocos entre frutos: r, ..

NUmero efetivo de doadores de pdlen dentro de frutos: 1/r, .,
NUmero efetivo de doadores de pélen entre frutos: 1/r
Coeficiente de coancestria dentro de frutos: ©,,
Coeficiente de coancestria entre frutos: @,

Tamanho efetivo médio populacional dentro de frutos: N

Tamanho efetivo médio populacional entre frutos: N

p(m)a

e(w)

e(a)
NUmero de arvores matrizes para a coleta de sementes dentro de frutos: m,,

Ndmero de arvores matrizes para a coleta de sementes entre frutos: m,

0.603 (0.359 to 0.778)
0.301 (0.204 to 0.453)
0.302 (0.155 to 0.325)
0.424 (0.241 to 0.624)

0.999 (0.881 to 1.000)
1.00 (1.0 to 1.13)

0.346 (0.292 t0 0.384)

1.42 (1.29 to0 1.67)
105 (90 to 116)

0.888 (0.858 to 0.878)
0.998 (0.955 to 1.041)
1.15 (1.14 to 117)
1.00 (1.00 to 1.05)
0.341 (0.283 to 0.384)
0.346 (0.292 to 0.385)
1.45 (1.29 to 1.72)
1.42 (1.28 to 1.67)
104 (87 to 116)
105 (90 to 117)

0.733 (0.710 to 0.756)
0.373 (0.360 to 0.386)
0.360 (0.345 to 0.375)
0.610 (0.529 to 0.691)

0.999 (0.982 to 1.016)
1.00 (0.98 to 1.02)

0.294 (0.287 to 0.300)

1.50 (1.47 to 1.53)
100 (98 to 102)

0.957 (0.954 to 0.960)
0.999 (0.974 to 1.024)
1.04 (1.04 to 1.05)
1.00 (0.98 to 1.03)
0.293 (0.286 to 0.299)
0.294 (0.287 to 0.300)
1.04 (1.47 to 1.53)
1.04 (1.47 to 1.53)
100 (98 to 102)
100 (98 to 102)
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Tabela 8.5 — Sistema de cruzamento e parametros intra-familiar em uma populacéo de

pinhdo manso. n tamanho da amostra para cada familia; t, taxa de
cruzamento multilocos; t, —t, taxa de cruzamento entre parentes; r,
correlagdo de paternidade multilocos; N, ntmero efetivo de doadores de
polen; ® coeficiente de coancestria dentro de familias; N, tamanho

efetivo populacional dentro de familias. Média = 95% intervalo de
confianca

Matrizes " t, t, —t Fo(m) N, e N,
L2P04 21

0.26+0.10 -0.10+0.07 0.25+0.08 4.0 0.381 1.29
L4P45 21

0.45+0.11 0.07+0.07 0.46+0.08 2.2 0.314 1.53
L3P27 21

0.72+0.10 0.22+0.07 0.80+0.03 1.3 0.255 1.84
L4P29 21

0.99+0.01 0.23+0.04 0.62+0.06 1.6 0.202 2.25
L5P63 21

0.21+0.08 -0.06+0.06 0.14+0.04 7.4 0.400 1.23
L4P51 21

0.63+0.11 0.14+0.07 0.62+0.05 1.6 0.266 1.78
L8P0O1 21

0.83+0.09 0.18+0.06  0.75+0.02 1.3 0.236 1.97
L1P09 21

0.45+0.11 0.10+0.07 0.34+0.08 29 0.311 1.55
L6P19 21

1.00+0.01 0.23+0.02 0.90+0.00 1.1 0.238 1.96
L10P10 21

0.12+0.06 -0.30+0.03 0.11+0.00 9.1 0.440 1.13
L9P09 21

1.00+0.01 0.10+0.02 0.77+0.04 1.3 0.220 2.09
L3P14 21

0.78+0.09 0.15+0.06 0.61+0.05 1.6 0.232 2.00
L2P10 21

0.98+0.02 0.20+0.02 0.93+0.00 1.1 0.242 1.93
L7P11 21

0.35+0.10 0.06+0.07 0.28+0.08 3,6 0.344 1.41
L6P10 21

0.44+0.10 -0.05+0.06 0.46+0.08 2.2 0.314 1.53
8.3.3  Cruzamentos correlacionados entre e dentro de frutos

Para estudar o grau de parentesco ocorrido entre e dentro dos frutos coletaram-se

frutos de polinizacdo aberta, os quais foram acondicionados separadamente em saco de

papel, identificados para garantir a correspondéncia entre o fruto, a semente e o genitor.
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Esse tipo de organizacao permite a identificacdo das sementes por fruto correlacionando
a paternidade entre e dentro do fruto.

Os parametros genéticos utilizados para estudar o grau de parentesco entre 0s
frutos foram a taxa de cruzamento, taxa de cruzamento entre parentes, correlacdo de
paternidade, o nimero efetivo de doadores de pélen, o coeficiente de coancestralidade,
tamanho efetivo da populagdo dentro das familias e 0 nimero de matrizes necessarias
para coletar sementes (Tabela 8.4). Os resultados dos cruzamentos correlacionados entre

(ryma= 0,999) e dentro de frutos (r,.,,= 0,957) sugere que a maior parte das

progénies de cruzamentos sdo irmaos-completos. Em concordéancia, o coeficiente médio
de coancestralidade entre plantas dentro de progénies (0,293) foi maior do que esperado
em progénies de irméos-completos (0,25), sugerindo que os polinizadores tém grande
influéncia sobre o sistema reprodutivo do pinhdo manso que ndo possui nenhuma
barreira para as misturas de irmdos por autofecundacdo, meio-irmaos e irmaos-
completos. Esses resultados ajudam a explicar a pequena diversidade genética relatada
nos estudos com germoplasma de pinhdo manso (BASHA; SUJATHA, 2007;
KAUSHIK et al., 2007; RANADE et al., 2008; SUN et al., 2008; SUDDHER
PAMIDIMARRI et al., 2009; ROSADO et al., 2010). Altas correlacbes de paternidade
em progénie de polinizacdo aberta foram descritos para Euterpe edulis M. (GAIOTTO
et al.,, 2003), Chorisia speciosa (SOUZA et al., 2003) e Teobroma grandiflorum
(ALVES et al., 2003). Segundo Ritland (1989), altas e significativas correlacbes de
paternidade indicam que o numero de polinizadores efetivos é restrito e que a
polinizacdo ocorre dentro das vizinhancgas de uma arvore materna e que todas as arvores
vizinhas tém a probabilidade de polinizar uma determinada arvore e que a polinizacédo
decorre de visitas independentes dos polinizadores (KALISZ et al., 2004). Sendo assim,
a causa da correlacdo de paternidade para pinhdo manso pode estar associada ao
assincronismo do florescimento e ao comportamento do polinizador visitando de forma

sistematica as arvores proximas.

8.3.4  ImplicagGes para conservacgdo e melhoramento genético

Conhecer o tamanho efetivo de variancia médio dentro de progénies (N,) é

importante em programas de melhoramento e conservagao genética, visto a necessidade

de coletarem-se amostras de progénies de polinizacdo aberta para estes fins. Quanto
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menor for o N,, maior sera o tamanho da amostra de sementes de polinizagdo aberta

que terd de ser coletada para estes fins. O tamanho efetivo de varidncia foi baixo e
similar entre (N,,,= 1.04) e dentro (N,,,= 1.04) de frutos (Tabela 8.4). Estes valores

e(w)
foram aproximadamente 64% menores do que o valor esperado em progénies de meios

(N, = 4). Consequentemente, para 0 pinhdo manso, os resultados revelam a necessidade

de coletar sementes de pelo menos 100 arvores matrizes, para obter lotes de sementes
com o tamanho efetivo de referéncia de 150 (LACERDA et al., 2008; SILVA et al.,
2011). Sendo assim, muitos estudos de diversidade podem ter subestimado o tamanho
efetivo das populacBes analisadas. Contudo, € importante ressaltar que nestas
estimativas do nimero de arvores matrizes, esta se considerando que serdo coletadas
muitas sementes por arvore matriz (pelo menos 20 sementes), que as arvores matrizes
ndo sdo parentes entre si, que estas matrizes ndo se cruzaram e ndo receberam um
conjunto sobreposto de podlen (auséncia de parentesco entre plantas de diferentes
matrizes). Caso contrario, este nUmero deveria ser ainda maior, devido a ocorréncia de

parentesco entre plantas de diferentes matrizes.

8.4 Conclusdo

Nossos resultados indicam que o pinhdo manso apresenta um sistema misto de
reproducdo, combinando autofecundagdes, apomixia e 0 cruzamento entre individuos
aparentados o que pode explicar a pequena diversidade genética encontrada dentro das
populagdes. Devido ao sistema misto de reproducdo e aos acasalamentos
correlacionados a coleta de sementes de polinizacdo aberta para fins de melhoramento
ou conservacao devem ser conduzidas em um namero de arvores acima de 100, visando
garantir uma amostra estruturada que represente um tamanho efetivo populacional de
150.
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Anexo A - Relagéo das populagdes de pinhdo manso (Jatropha curcas) utilizadas para
0 estudo. n — namero de acessos

Populacéo Origem Estado Identificacéo n
1 Brasil Séo Paulo Lins 10
2 Brasil Séo Paulo Holambra 5
3 Brasil Sao Paulo Araras 5
4 Brasil Sao Paulo Sta Rosa 5
5 Brasil Séo Paulo Taubaté 6
6 Brasil Séo Paulo CCA/Araras 5
7 Brasil Sao Paulo Jales 5
8 Brasil Goiéas SM Araguaia 5
9 Brasil Goias Jussara 9
10 Brasil Goias Itapirapua 10
11 Brasil Goias Britania 10
12 Brasil Goias MC de Goias 10
13 Brasil Minas Gerais Sta Vitoria 5
14 Brasil Minas Gerais Uberlandia 5
15 Brasil Minas Gerais Janalba 9
16 Brasil Minas Gerais Oracila 5
17 Brasil Minas Gerais Paraguacu 5
18 Brasil Minas Gerais Bento 5
19 Brasil Minas Gerais Filomena 5
20 Brasil Mato Grosso do Sul Torres 5
21 Brasil Pernambuco 1 9
22 Brasil Pernambuco 2 8
23 Brasil Bahia Irecé 1 7
24 Brasil Bahia Irecé 2 7
25 Brasil Bahia Cruz das Almas 5
26 Brasil Piaui Barras 5
27 China - Var. 1 7
28 China - Var. 2 4
29 China - Var. 3 8

(continua)
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(concluséo)

Populacéo Origem Estado Identificacéo n
30 Camboja - 1 11
31 Tanzania - 1 9
32 Rep. Dominicana - 1 8
33 Camboja - 2 5
34 Paraguai - 1 3
35 Paraguai - 2 2
36 México - 1 2
37 México - 2 8
38 México - 3 7
39 México - 4 6
40 Colombia - 1 10
41 Colémbia - 2 5
42 Colémbia - 3 5
43 Colémbia - 4 5
44 Colombia - 5 5
45 Colombia - 6 10
46 Colémbia - 7 10
47 Colémbia - 8 10
48 Colombia - 9 10
49 Colémbia - 10 10
50 Colémbia - 11 10
51 Colémbia - 12 5

Total 345
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Anexo B - Pares de iniciadores microssatélites especificos para pinhdo manso gerados a

partir da biblioteca gendmica enriquecida

Loco Iniciadores Rating Alelo (pb)

JCENA1 F: GACAGCCCATATAGTCAAAA 92 203
R: ATCTTACCCATCATCATGTC 88

JCENA2 F: AAAGTCACTGAATGGGTAAG 100 250
R: AGTATGTGCTTCACTTGGAT 100

JCENA3 F: CCCAATTGTGAGTGAAAAAC 83 164
R: AAGGCAAACTGTCAAGGTTA 92

JCENA4 F: AGGGAAAAATGAAGGAGAAC 100 226
R: GTCTGAACGTGTCAGTGTTG 87

JCENAS5 F: CAGACAAACAGGTTCTGTAA 86 154
R: GTTGGCTTCTAAGGTTTGTA 100

JCENA6 F: CTTAACCCGTGGCATAAC 91 243
R: GCAAGAGGTCCTGAGTATAA 92

JCENA7 F: GCATGTGTACCTATGCACT 80 235
R: CATCTATCATACGGCTTTCT 100

JCENA8 F: AGCTATCCTGACCCTTAGAT 92 249
R: TACTCATGCATATCACCTTC 82

JCENA9 F: AGAGATAACAACCATCATCG 100 248
R: AATCCAAGAAACCCTAACTC 100

JCENA10 F: GCAAATTATAGCTCAGAAGC 88 150
R: GAATCACCTGAATGAGTGTT 91

JCENA1l F: CCCGTATCCAGTTAACATT 92 171
R: TGGGGTTAGTGTCTCATAAT 92

JCENA12 F: CATAACACAGTTCACTCGAA 86 175
R: ACTATCACTGCTCCACAAAT 100

JCENA13 F: CCTGTCCAAGCTTAACTAGA 84 208
R: ACTGGCTAATCAGAAACAAC 100

JCENA14 F: GTCAATATCCCATCAGAAAG 86 223
R: TCTTCATCCGATTCTCTTAC 100

(continua)
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(continuagao)

Loco Iniciadores Rating Alelo (pb)

JCENA15 F: ATTGGAGACGAGTTATGAGA 81 204
R: TGTCTTATCACCACAAGTGA 87

JCENA16 F: AGAGGTTAAGTGTGCCATAG 92 213
R: CCATATTTCCTAATCTGTGC 92

JCENA17 F: CCAACATTCTATGCCCATT 100 246
R: AAGGCCATTTACTACATCAG 83

JCENA18 F: CAACATGCTACCAAACCAG 91 179
R: CTCTTAAAGGTGGTAATCCA 87

JCENA19 F: CCTTCACTTAAATCCCAACA 92 196
R: TCTTGAGGAGAATTTTGTGC 90

JCENA20 F: CAGTTGCCCTTACGATATTC 90 222
R: CAGCCATATGCAAAAGCTA 84

JCENA21 F: GGACAAACTACCGAGAAAAA 91 237
R: GATAAGCTTGCCAATTTCTG 81

JCENA22 F. CCAAAGCAAAAGAAACTAGG 91 178
R: TCCCTCACTCCTCTCTCATA 100

JCENA23 F. GTCAACGTAGTTCGATAGGC 100 186
R: GGTTTAAACACGGCAATATC 79

JCENA24 F. TATAAGGGTGTGCCTCAAAT 90 157
R: GATGTGGGTGACTTTTCAGT 91

JCENA25 F: GCGTGGACTACATGGAAATA 87 186
R: CAGATTGCCTAAATCATTCC 90

JCENA26 F: GTGTGCACGCTTCTTTCTAT 93 171
R: GGGATACCCCAAGTACTCTA 83

JCENA27 F. CATTTTTCATCAAGGCCTAC 90 199
R: GTATTTCTCCACACGCAACT 100

JCENA28 F: GCTAGCTGCCACAATAAGAT 82 161
R: GTCAAACAGTGGGTAATGCT 100

JCENA29 F: CCTGACATTGCCGATTAAC 75 159
R: ACCATAACCTTGGAAAACCT 98

(continua)
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(continuacao)

Loco Iniciadores Rating Alelo (pb)

JCENA30 F: CGTGGACTAACATGCTTTTAC 81 158
R: CCAAATCTCAGCTTTCAAAC 88

JCENA31 F: GATTGAGAAAACGTGTATGG 89 103
R: ACCTCAATCACCACTTCATC 100

JCENA32 F.CTTGTCTGATTTGTGTGTGG 90 214
R: TGCGGACACATAGAATAACA 100

JCENA33 F: GGTCCAGGAAAATTAAAACC 88 224
R: ACTCAAGCTATGCATCCAAC 82

JCENA34 F: TAAGTGAATGTTGGTGGTGA 100 235
R: GCCTGAACTTGAAAGACAAC 90

JCENA35 F: GAATTCGATTCTTGCTTACG 90 170
R: CGTGTTGAATTGAGTAGCAA 89

JCENA36 F: CGCGTGGACTAAATCACTAT 100 167
R: TAGGTGGGTTGGTGATATGT 91

JCENA37 F. CCTGAAATATCCAGTTCCAA 84 191
R: TACGCGTGGACTAACTACCT 76

JCENA38 F: ATGGAAGATCAAAGTCAACG 81 210
R: GTTGGATTCCACCTAGCAT 88

JCENA39 F.CTTTCTTACCCCTCATCCTT 91 203
R: TCCTGATGATGTGATGATGT 100

JCENA40 F: ATTTGCTGAATAAGCTCCTG 91 191
R: ACGCCTAATCGAATCAATC 87

JCENA41 F:. CACTTACCCCTCACTCAGAA 100 170
R: AAAGCCAGGACATACTTGAA 91

JCENA42 F: ATCCCCTGGTTCAGTTTAGT 88 210
R: CTCACTACGCTGGAAAAGTC 92

JCENA43 F. GAATTGATAAATGCCTCTGG 100 166
R: GGAGTTTCTGTATTCACTAGCC 90

(continua)
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(continuacao)

Loco Iniciadores Rating Alelo (pb)
JCENA44 F: GTTGAGCTTGGAAAGTGAAG 100 188
R: CCACGCTTAGTCCTAGGTAA 79
JCENA45 F: GCCCGAGTTCTCTATAAGGT 90 220
R: TTGTCGTTTTCTCAAGTCAG 100
JCENA46 F: CGATAAATAGCCCAAACATC 87 172
R: CGTGGACTAACCAAACAAG 99
JCENA47 F: CCAAAGCAAATGTAACCTTC 93 235
R: CCAAGAGAAATTAGGAATGC 90
JCENA48 F: ATCCCTGGCAAATACAGAAT 92 152
R: TGCTTTATGCATGAGTGTGT 81
JCENA49 F: AACGCAAAACCACTATCACT 91 209
R: CGTGGACTAACCTTTATCGT 100
JCENASO F: GACTAGTCCCCGCGATTT 91 240
R: TTATCCTAGGTGAAGGCTCA 80
JCENAS1L F: TTCAGTGGGATCTTTCATTC 100 152
R: TAGTTGCTCAAAGTTGTGTG 100
JCENAS2 F: CATTTTTCATCAAGGCCTAC 90 199
R: GTATTTCTCCACACGCAACT 100
JCENAS3 F: CTCTGGAGCTGTATGACCTC 91 215
R: CCATGCCTAGATATTGGTGT 87
JCENA54 F: TGGATAGTCTGCCTGTTCTT 89 281
R: GCGAAAATCGCCTAAAATC 80
JCENAS5 F: CGTGGACTAACATGTCTGC 88 238
R: AGCGGATAACAATTTCACAC 90
JCENA56 F: GCGTGGACTAACTTGCTCTA 100 181
R: GTAAAACCAAACCCAAACTG 100

(continua)
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(continuacao)

Loco Iniciadores Rating Alelo (pb)

JCENAS57 F. ATTGTGGTGGAGGCTTTAAT 85 230
R: ACCAAGGATAATGCTGAGAA 100

JCENA58 F: TGGTGCTCCACAGCTACATT 100 159
R: CCGTTTTCTTCTCATACCC 100

JCENA59 F: GGACTAGCAGGACAGATCAT 89 168
R: TCGAGATATGATTCCGTCTC 85

JCENAG60 F: CGTGGACTAACAAAAGGACT 87 216
R: AAAGGCTTTCATCTGACCAA 90

JCENAG61 F: GCGTGGACTATCTCAACTTC 89 199
R: CGTGGACTAACAAAAGGACT 100

JCENAG2 F. CGAATATTGCAGCCTACTTT 100 197
R: GACTAGCAGGAAGATCATGG 88

JCENAG63 F: CATGGAAATATGCTTGTAGG 100 230
R: CTGATTACGCAATGGAACTA 100

JCENAG64 F:. CTTAAAAAGGACATGCAACC 85 199
R: GCATGGATTTCATTCTCTTC 90

JCENAGB5 F: CGTGGACTATCAATTTTCGT 90 152
R: ATCCATCGGGCAATTCATA 90

JCENAG66 F: CTGATCCTGAAAGGAATGAA 85 164
R: AGCCCTACCTAACAACCTTT 100

JCENAG67 F: ACACAAGGAACCCAGAATTA 90 235
R: GCTTAACTAACAAGACGATG 91

JCENAG8 F: CTATAGTGTGGAGGGGATGA 87 154
R: ATTAACTCGACCGAACTTTG 87

JCENAGB9 F: GTACCTGAACAATCCTCAGC 88 247
R: ATGGCTCTAAAACCCTGATA 100

(continua)
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(continuacao)

Loco Iniciadores Rating Alelo (pb)

JCENAT70 F: AGAGTCGGAAGACAAAAACA 88 202
R: GTGGACTAACTCGGTTAGAAA 85

JCENA71 F: AATCTTAGCCCTGACCTGTT 86 191
R: AGATGCAGTCATCGATTCTC 81

JCENAT72 F: GCGTGGACTAACTAATGCTT 100 243
R: GCAGGATAACTGCAAGATGT 84

JCENA73 F: GTCAACCTCTTTCGGATATG 100 211
R: GCATAACAGAACATTGAGCA 100

JCENA74 F: AGCCAAAGAAGATCTCATCA 100 174
R: CGAAGATCTTTCCTCTGATG 78

JCENA75 F: GCTTGTGCTGAGTGTGTATT 91 206
R: GCACTATCTCGTTGAGAAGG 88

JCENAT76 F:CATCAGATGTTGACGTTTTG 85 235
R: TTAGTGCATTGTATGCTTCG 85

JCENA77 F: ACCTATCTCTGGCTGCAGTA 100 244
R: GAGCGGACAAATCGTTTA 91

JCENAT78 F: AATCGTACTAGGGCTCTGTG 88 212
R: ATAACGTCGGTGCTAACCTA 87

JCENA79 F: TCCCACTAGATTTTCCAAAG 79 236
R: GCCAACAAAAGATAGAGGTG 100

JCENAB0 F: GCTTACGCGTGGACTAACTA 92 221
R: GAAATGGTCGCCTATTACAC 100

JCENA81 F: AGGCATCTCTCCTTCTCTCT 91 165
R: CTTGCTTAGCGTGGACTACT 93

JCENA82 F: GGTTCTCCCTATGTGAGTGA 76 203
R: GGCTAGATCTTCCTGTCTTCT 85

(continua)
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(continuagéo)

Loco Iniciadores Rating Alelo (pb)

JCENA83 F: CAAAACCACAACACCCATA 99 234
R: AACGTGCCTACGTACAGATT 82

JCENA84 F:CTCTTCCCATCATTCAGAAG 92 160
R: TAGTGATTTCCCAACTGGTC 89

JCENAS85 F: ATCTGGAGTGAAACCAAAGA 100 152
R: ATTATGCACATAAGGGAGGA 81

JCENA86 F:TTTTTCCTTCCTGTATGGAC 86 156
R: CAAAGGTTCTTTCCCTCTCT 89

JCENA87 F: TAAGTTCCCAGTTCCTGCTA 91 214
R: CACATGGTAAGCATTACAAGC 90

JCENAB88 F: ACCATTCCAACAGGATGTTA 87 173
R: GCGATGCTGCCTTTATTA 100

JCENA89 F: GACCTTGTGTGGTAGGGTAA 91 242
R: GGGTAAGAAGGGGTAGAGAA 100

JCENA90 F: TACGCGTGGACTAACTACCT 87 188
R: ATGTTTAACCGCTGACAAGT 91

JCENA91 F:CTTACGCGTGGACTAACAAT 88 186
R: CTTAGGCCCAAAAATTCAC 83

JCENA92 F: TACGCGTGGACTAACTACCT 76 216
R: GGTATGTACCAAGTTCACCA 84

JCENA93 F: CTTACGCGTGGACTAACAAT 76 223
R: CGGCTAATCCTTGAGTAAAA 100

JCENA94 F: AGGCATTGGGAAACATTTAGC 91 197
R: AATGATGAATCCAAGACAAGCC 100

JCENA95 F: TTCATCCACACAACTATTGCCT 91 202
R: GGGAGTCGGTATTATTTTGGTC 100

(continua)
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(continuacao)

Loco Motivo Rating Alelo (pb)

JCENA96 F: CGCAGGAAAGAAAAGGAAAGA 100 319
R:TGACAGCGTGGAAAATGTATGT 92

JCENA97 F: ATCCCTTCAACCTTTTCAGTTC 92 148
R: TATATCCTTTGGGGTGTGTACG 91

JCENA98 F: GCCACTGTTTACTCCCATTCTA 100 236
R:GGTGAAATTGATGATAAGACCC 90

JCENA99 F: GCCACCAGATTTCTAATGCTTC 100 210
R:AGAGGTACTTTGGGTGTGGAGA 93

JCENA100 F.AATCAGTAACAACAAATGGGGC 100 252
R:GGATGCGAAATGGTAGAGGATA 100

JCENA101 F: ACCCCAAACCCTAGATAAGCAT 92 371
R: ACTCTCTTCCTCCCTTCTTCGT 100

JCENA102 F: AGTTGGATGGGAGAATTTGATG 90 186
R: TGGGGAAAAGACCAAAATACC 98

JCENA103 F: CCAAATAGAAAAGGCGGAGAA 100 290
R: CGAGTTATTGTTGGTGGTCTCA 92

JCENA104 F.AGAAGGTGAAGGAGAAGAAGGA 100 395
R: GGCGACATAATAGGCGAAAA 100

JCENA105 F: TATTGATTGGTGGCGTTTGA 100 313
R: TGACATCGGAAGAATTAGTTGG 90

JCENA106 F: AAGGACGCAGAAAGAGAAGTTG 100 254
R: TTTCGGAGGAGATGAAGAAGAC 91

JCENA107 F: AAACCAATCCAGAACGAGAGAA 100 319
R: TGACAGCGTGGAAAATGTATGT 92

JCENA108 F: GTGTGGTGCTTACCCCTATTTT 100 210
R: GTGTGGTGCTTACCCCTATTTT 100

(continua)
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(concluséo)

Loco Motivo Rating Alelo (pb)

JCENA109 F: AAACCCAAACCCTCTCTTCTTC 100 168
R: CAGTAAAAGGTGCCAACAATGA 100

JCENA110 F: GCGTAGAAACACAGGAACATCA 100 338
R: ACTCTCAATGGTTGTTATGGGC 100

JCENA1l1l F: AAGCCCAGTTGCTCATATTCAG 92 334
R: CAAGGCTCAAAGATAGAAGGGA 100

JCENA112 F.GAAGTGGATGTATGGCACTATCA 90 302
R: ACACAAAGTGAAGCGAAACTCC 92

JCENA113 F.CTTTTGCTTCTTTGCCTCACTT 100 298
R: ATCTGTTTTGCCTGTGTGTACG 91

JCENA114 F: AGATGGAGGGATGTTGAAAAGA 100 296
R: ACTCATACTGAAAGCACCAGCA 100

JCENA115 F: TATCAACCACATTTCCTCCTCC 100 348
R: GGTTATCATGGTCCGCTGTTAT 90
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Anexo C - Pares de iniciadores microssatélites especificos para pinhdo manso que serdo

sintetizados e posteriormente validados

Loco Motivo Rating Alelo (pb)

JCENA2 F: AAAGTCACTGAATGGGTAAG 100 250
R: AGTATGTGCTTCACTTGGAT 100

JCENA6 F: CTTAACCCGTGGCATAAC 91 243
R: GCAAGAGGTCCTGAGTATAA 92

JCENA9 F: AGAGATAACAACCATCATCG 100 248
R: AATCCAAGAAACCCTAACTC 100

JCENA1l F: CCCGTATCCAGTTAACATT 92 171
R: TGGGGTTAGTGTCTCATAAT 92

JCENA16 F: AGAGGTTAAGTGTGCCATAG 92 213
R: CCATATTTCCTAATCTGTGC 92

JCENA22 F: CCAAAGCAAAAGAAACTAGG 91 178
R: TCCCTCACTCCTCTCTCATA 100

JCENA24 F: TATAAGGGTGTGCCTCAAAT 90 157
R: GATGTGGGTGACTTTTCAGT 91

JCENA27 F: CATTTTTCATCAAGGCCTAC 90 199
R: GTATTTCTCCACACGCAACT 100

JCENA32 F.CTTGTCTGATTTGTGTGTGG 90 214
R: TGCGGACACATAGAATAACA 100

JCENA34 F: TAAGTGAATGTTGGTGGTGA 100 235
R: GCCTGAACTTGAAAGACAAC 90

JCENA35 F: TAAGTGAATGTTGGTGGTGA 100 235
R: GCCTGAACTTGAAAGACAAC 90

JCENA36 F: CGCGTGGACTAAATCACTAT 100 167
R: TAGGTGGGTTGGTGATATGT 91

JCENA39 F:CTTTCTTACCCCTCATCCTT 91 203
R: TCCTGATGATGTGATGATGT 100

JCENA41 F: CACTTACCCCTCACTCAGAA 100 170
R: AAAGCCAGGACATACTTGAA 91

(continua)
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(continuacao)

Loco Motivo Rating Alelo (pb)

JCENA43 F: GAATTGATAAATGCCTCTGG 100 166
R: GGAGTTTCTGTATTCACTAGCC 90

JCENA45 F: GCCCGAGTTCTCTATAAGGT 90 220
R: TTGTCGTTTTCTCAAGTCAG 100

JCENA47 F: CCAAAGCAAATGTAACCTTC 93 235
R: CCAAGAGAAATTAGGAATGC 90

JCENA49 F: AACGCAAAACCACTATCACT 91 209
R: CGTGGACTAACCTTTATCGT 100

JCENA51 F: TTCAGTGGGATCTTTCATTC 100 152
R: TAGTTGCTCAAAGTTGTGTG 100

JCENA56 F: GCGTGGACTAACTTGCTCTA 100 181
R: GTAAAACCAAACCCAAACTG 100

JCENA58 F: TGGTGCTCCACAGCTACATT 100 159
R: CCGTTTTCTTCTCATACCC 100

JCENAG63 F: CATGGAAATATGCTTGTAGG 100 230
R: CTGATTACGCAATGGAACTA 100

JCENAG5 F: CGTGGACTATCAATTTTCGT 90 152
R: ATCCATCGGGCAATTCATA 90

JCENAG67 F:ACACAAGGAACCCAGAATTA 90 235
R: GCTTAACTAACAAGACGATG 91

JCENA73 F: GTCAACCTCTTTCGGATATG 100 211
R: GCATAACAGAACATTGAGCA 100

JCENAT77 F: ACCTATCTCTGGCTGCAGTA 100 244
R: GAGCGGACAAATCGTTTA 91

JCENA80 F: GCTTACGCGTGGACTAACTA 92 221
R: GAAATGGTCGCCTATTACAC 100

(continua)
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(concluséo)

Loco Motivo Rating Alelo (pb)

JCENA81 F: AGGCATCTCTCCTTCTCTCT 91 165
R: CTTGCTTAGCGTGGACTACT 93

JCENA87 F: TAAGTTCCCAGTTCCTGCTA 91 214
R: CACATGGTAAGCATTACAAGC 90

JCENA89 F: GACCTTGTGTGGTAGGGTAA 91 242
R: GGGTAAGAAGGGGTAGAGAA 100

JCENA 100 F: AATCAGTAACAACAAATGGGGC 100 252
R: GGATGCGAAATGGTAGAGGATA 100

JCENA 101 F: ACCCCAAACCCTAGATAAGCAT 92 371
R: ACTCTCTTCCTCCCTTCTTCGT 100

JCENA 102 F: AGTTGGATGGGAGAATTTGATG 90 186
R: TGGGGAAAAGACCAAAATACC 98

JCENA 103 F: CCAAATAGAAAAGGCGGAGAA 100 290
R: CGAGTTATTGTTGGTGGTCTCA 92

JCENA 104 F.AGAAGGTGAAGGAGAAGAAGGAA 100 395
R: GGCGACATAATAGGCGAAAA 100

JCENA 105 F. TATTGATTGGTGGCGTTTGA 100 313
R: TGACATCGGAAGAATTAGTTGG 90

JCENA 106 F: AAGGACGCAGAAAGAGAAGTTG 100 256
R: TTTCGGAGGAGATGAAGAAGAC 91

JCENA 107 F: AAACCAATCCAGAACGAGAGAA 100 319
R: GGAGAAAAGACCAAAATACCCC 100

JCENA 108 F:. GTGTGGTGCTTACCCCTATTTT 100 270
R: GCCTCCTTTTCTTTTCCTGTTT 100

JCENA 109 F:. AAACCCAAACCCTCTCTTCTTC 100 168
R: CAGTAAAAGGTGCCAACAATGA 100

JCENA 110 F: GCGTAGAAACACAGGAACATCA 100 338
R: ACTCTCAATGGTTGTTATGGGC 100

JCENA 111 F: AAGCCCAGTTGCTCATATTCAG 92 334
R: CAAGGCTCAAAGATAGAAGGGA 100
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Anexo D - Locos microssatélites utilizados no estudo

Loco Iniciadores ™ Motivo Alelo

°C) (pb)

JCENA27 F:CATTTTTCATCAAGGCCTAC 54 (GA)12 157
R: GTATTTCTCCACACGCAACT 55

JCENA41 F:CTTTCTTACCCCTCATCCTT 55 (AC)1s 170
R: AAAGCCAGGACATACTTGAA 55

JCENA47 F: GCCCGAGTTCTCTATAAGGT 55  (GT):«(GA)1, 235
R: CCAAGAGAAATTAGGAATGC 54

JCENAG63 F: GCGTGGACTATCTCAACTTC 55 (GA)17 230
R: CTGATTACGCAATGGAACTA 54

JCENA87 F: ATCTGGAGTGAAACCAAAGA 55 (GT)i5(GA)s 214

R: CACATGGTAAGCATTACAAGC 56
JCENA106 F:AAGGACGCAGAAAGAGAAGTTG 60 (AGA)s 256

R: TTTCGGAGGAGATGAAGAAGAC 59

JCENA108 F: GTGTGGTGCTTACCCCTATTTT 59 (GAA)10 270
R: GCCTCCTTTTCTTTTCCTGTTT 60
JCENA110 F: GCGTAGAAACACAGGAACATCA 60 (GT)a 338

R: ACTCTCAATGGTTGTTATGGGC 60
JCENA11l F: AAGCCCAGTTGCTCATATTCAG 60 (AT)e(GT)e 334

R: CAAGGCTCAAAGATAGAAGGGA 59
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Anexo E - Pardmetros de diversidade genética, com base no Indice de Shannon, a partir de
marcadores TRAP, avaliados para 51 populac¢Ges de pinhdo manso. n — nimero
de acessos avaliados; | — indice de Shannon

Origem Identificacdo Populagao n I
Brasil Lins-SP 1 10 0,12
Brasil Holambra-SP 2 5 0.09
Brasil Araras-SP 3 5 0.01
Brasil Sta Rosa-SP 4 5 0
Brasil Taubaté-SP 5 6 0,01
Brasil CCA/Araras-SP 6 5 0,02
Brasil Jales-SP 7 5 0
Brasil SM Araguaia-GO 8 5 0,01
Brasil Jussara-GO 9 9 0,01
Brasil Itapirapud-GO 10 10 0,01
Brasil Britania-GO 11 10 0,01
Brasil MC de Goias-GO 12 10 0,01
Brasil Sta Vitoria-MG 13 5 0,01
Brasil Uberlandia-MG 14 5 0,01
Brasil Janauba-MG 15 9 0,01
Brasil Oracila-MG 16 5 0,01
Brasil Paraguacu-MG 17 5 0
Brasil Bento-MG 18 5 0,01
Brasil Filomena-MG 19 5 0,01
Brasil Torres-MS 20 5 0,01
Brasil Pernambuco 1 21 9 0,01
Brasil Pernambuco 2 22 8 0,01
Brasil Irecé 1-BA 23 7 0
Brasil Irecé 2-BA 24 7 0
Brasil Cruz-BA 25 5 0
Brasil Barras-PI 26 5 0
China China-var.1 27 7 0
China China-var.2 28 4 0
China China-var.3 29 8 0

Camboja Cambojal 30 11 0,01

(continua)
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(continuagéo)

Origem Identificagéo Populagdo n I
Tanzénia 1 31 9 0
Rep. Dominicana 1 32 8 0
Camboja Camboja2 33 5 0
Paraguai Paraguail 34 3 0,01
Paraguai Paraguai2 35 2 0,02
México México 36 2 0
México Sada 37 8 0,13
México Pignea 38 7 0,03
México Milda 39 6 0, 04
Coldmbia CPM6 40 10 0,16
Coldmbia CPI5 41 5 0,02
Coldmbia CPP7 42 5 0,02
Coldmbia SPS13A 43 5 0,02
Coldmbia CPP8 44 5 0,03
Coldmbia CPPE9 45 10 0,06
Coldmbia CPPE10 46 10 0,02
Coldémbia CPS12 47 10 0,01
Coldémbia CPCM14 48 10 0,02
Coldémbia CPPE11 49 10 0,02
Colémbia CPCC16 50 10 0,02
Colémbia CPCC15 51 5 0,01
Paises
Brasil - - 170 0,10
China - - 19 0
Camboja - - 16 0,01
Tanzénia - - 9 0
Rep. Dominicana - - 8 0
Paraguai - - 5 0,03
México - - 23 0,13
Colémbia - - 95 0,17
Brasil
Séo Paulo - - 41 0,12

(continua)
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(concluséo)

Origem Identificagéo Populagdo n I
Goias - - 44 0,08
Minas Gerais - - 39 0,08
Mato Grosso do Sul - - 5 0
Pernambuco - - 17 0
Bahia - - 19 0
Piaui - - 5 0




