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RESUMO

A Caatinga na porgdo semiarida do Nordeste brasileiro € o Unico bioma
exclusivamente brasileiro, e conttm uma comunidade de espécies bem
adaptadas as condicbes extremas, incluindo espécies endémicas. O género
Jatropha (Euphorbiaceae) possui ampla distribuicdo nesta regido, porém é
muito pouco estudado em relacdo a diversidade e possiveis relacdes entre a
geografia e padrbes de genética populacional. Dessa maneira, 0s objetivos
centrais deste trabalho estdo no ambito da criagcdo, caracterizacdo e
manutencdo de um Banco Ativo de Germoplasma (BAG) de espécies de
Jatropha da Caatinga, identificacdo de marcadores moleculares plastidiais e
nucleares para estudos em J. mollissima, além da caracterizagdo da
diversidade e filogeografia da mesma espécie. Para tanto, foram utilizadas
analises biométricas no BAG, estudos de diversidade genética e de
polimorfismos em diferentes classes de marcadores (Single-Sequence
Repeats-SSRs, sequéncias do ITS-Internal Transcribed Spacer) e DNA
plastidial), analise da estrutura populacional, e estudos incluindo datacdo
molecular e inferéncias demograficas. O presente trabalho representa um
avanco nas pesquisas com populacdes naturais por ser primeiro estudo de
filogeografia utilizando uma espécie endémica das zonas baixas do bioma
Caatinga. Por isto espera-se que os resultados aqui apresentados possam
servir de base para uma melhor compreensdo dos padrdes de colonizacao,
dispersédo e diversificacdo de J. mollissima, além de servir como exemplo de
como ferramentas moleculares podem auxiliar na busca pela historia
demografica de espécies amplamente distribuidas do bioma. Também inclui

uma iniciativa concreta de conservacao ex situ da riqueza genética do género.

Palavras-chave: pinhdo bravo, Caatinga, semiarido, banco de germoplasma,

diversidade genética, cpDNA, nDNA, filogeografia.



ABSTRACT

The Caatingas in the semiarid portions of Northeast Brazil are the only
exclusively Brazilian biome, and it contains a species community adapted to
extreme conditions, including several endemic species. The genus Jatropha
(Euphorbiaceae) presents a wide distribution in this region, but lacks studies
regarding the genetic diversity and relationships between geography and
population genetic patterns. For this reason, the main objetives of the present
work are the creation, characterization and maintenance of Active Germplasm
Bank (AGB) of Jatropha species from the Caatinga, identification of plastid and
nuclear molecular markers for studies in J. mollissima, as well as the
characterization of the genetic diversity and phylogeography of the the latter
species. For this purpose, biometric analyses were carried out in the AGB,
genetic diversity studies and polymorphisms were studied with different classes
of markers (Single-Sequence Repeats-SSRs and DNA sequences of the
Internal Transcribed Spacer-ITS and plastid DNA), analysis of population
structure, molecular dating and demographic inferences. The present work
represents an advance in the research on plant natural populations because it
is the first study of a lowland widespread plant species in the Caatingas. For
this reason, we expected that its results can serve as a basis for a better
understanding of the patterns of colonization, dispersal and diversification of J.
mollissima, as well as a first example of how molecular tools can assist in the
search for demographic history of the widespread species in this biome. It also
includes a concrete action to build an ex situ conservation of this important

genus.

Keywords: Caatinga, semiarid, germplasm bank, genetic diversity, cpDNA,
nrDNA, phylogeography.
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Introducéo Geral

Diversas espécies de Jatropha sdo reconhecidas pelo seu uso medicinal,
ornamental e como cercas vivas (LEAL e AGRA, 2005; HELLER, 2006), e nas
ultimas décadas, espécies como Jatropha curcas L. e Jatropha mollissima Pohl
Baill vém despertando o interesse do setor bioenergético (SILVA e TARGINO,
2013) pelas caracteristicas fisicoquimicas do O6leo de suas sementes
(TEIXEIRA, 1987), ideais para a fabricagcdo de biocombustiveis (LIMA et al.,

2012).

Os Bancos Ativos de Germoplasma (BAGs) sdo uma excelente alternativa para
a conservacdo dos recursos genéticos vegetais, pois mantém a variabilidade
genética parcial de acordo com o interesse dos programas de pesquisa, tendo
por finalidade o enriguecimento da variabilidade, conservagéo, caracterizagao e
avaliacdo; a conservacdo ex situ das colecdes de germoplasma é a mais

utilizada para manter a variabilidade genética da espécie fora de seu habitat

natural (FAIAD et al., 2001).

Nos organismos eucariotos, o material genético encontra-se localizado no
ndcleo e em espécies vegetais, podem estar distribuidos em organelas como
mitocondrias e plastidios (CALSA JR et al., 2004). Os cloroplastos possuem
genoma proprio, em forma circular, independente do genoma nuclear, e contém
regides bem conservadas, e muitos estudos de variabilidade genética utilizam
cpDNA( DNA cloroplastidial) para avaliar as relagdes filogenéticas entre plantas

estreitamente relacionadas, sobretudo, espécies dentro de um mesmo género



(COMES e ABBOTT, 2001; CHEN et al.,, 2014; MENG e ZHANG, 2013;

MIGLIORE et al., 2015).

A filogeografia, enquanto estudo dos principios e variaveis que edificam a
distribuicdo geografica de linhagens genealdgicas, tem como principal objetivo
compreender 0s processos que modulam as variagcbes genéticas intra e

interespecifica (AVISE et al., 1987; MARTINS e DOMINGUES, 2011).

Estudos filogeograficos podem nos dar algumas respostas de como as
influéncias ambientais, os fatores geograficos e os eventos geolégicos podem
determinar a evolugédo de dada espécie (KNOWLES, 2009), o que pode auxiliar
na reconstrucao da historia demografica em uma regido, sendo a Caatinga, um
bioma que de uma forma geral, carece de estudos biogeogréficos (MARTINS e
DOMINGUES, 2011) com énfase principalmente em espécies vegetais que

habitam o bioma.

Nesse sentido, os principais objetivos do presente trabalho s&o produzir e
caracterizar um Banco Ativo de Germoplasma de Jatropha; avaliar a
possibilidade de geracdo de hibridos interespecificos no género; selecionar
marcadores de DNA informativos para estudos de diversidade em J. mollissima
e discutir os padrbes filogeogréaficos desta espécie a partir de informacdes

sobre a variabilidade plastidial e nuclear.



Capitulo 1: Banco de Germoplasma de Jatropha L.: Implantacdo e

Caracterizacao Morfoagrondémica Visando o Melhoramento Genético.

LEAL, Leilane E.
DE CASTRO, Renato D.

VAN DEN BERG, C.

1 INTRODUCAO

A familia Euphorbiaceae compreende espécies vegetais distribuidas por todo o
mundo, principalmente em regides tropicais e subtropicais (WEBSTER, 1994a),
possuindo representantes em diferentes tipos de vegetacdo no territério
brasileiro. O género Jatropha possui ampla distribuicdo, com espécies
ocupando condi¢cdes edafoclimaticas bem diferenciadas. Satiro e Roque
(2008), estudando a ocorréncia de espécies de Jatropha no semiarido
brasileiro, identificaram a abundante frequéncia de trés espécies nativas:
Jatropha mollissima (Pohl) Baill, Jatropha mutabilis (Pohl) Baill e Jatropha

ribifolia (Pohl) Baill.

A espécie Jatropha curcas L. destaca-se pelo teor de 6leo de suas sementes,
pela aparente rusticidade e tolerancia a condi¢cdes de estresses abibticos
(CARVALHO et al.,, 2009a), com grande potencial na producdo de 6leo
biocombustivel e desenvolvimento da agricultura familiar (TOMINAGA et al.,
2007), porém ainda nao esta claro se ela atende aos quesitos essenciais para

que seu 6leo substitua os combustiveis fésseis como a producdo de material



bruto renovavel e se a sua utilizagdo terd um menor impacto negativo sobre o

meio ambiente (ACHTEN et al., 2008).

Jatropha mollissima, popularmente conhecida como pinhdo bravo, é
reconhecido pelo seu uso medicinal secular, difundido através de tradi¢céo
cultural empirica (VASCONCELOS et al., 2014). E uma espécie nativa do
nordeste Brasileiro, mais especificamente da Caatinga e outras regides secas
do nordeste do Brasil e Minas Gerais, sendo adaptada a alta evaporatividade e
baixo potencial hidrico (SATIRO e ROQUE, 2008), mas apesar da sua ampla
utilizacdo na medicina popular local, os dados sobre a espécie se restringem a
registros em estudos floristicos e fitossociologicos (MARACAJA et al., 2003;

SANTANA e SOUTO, 2006; SATIRO e ROQUE, 2008; NEVES et al., 2010).

A espécie J. ribifolia ou pinh&ozinho como é conhecida na regido semiarida, €
largamente empregada na medicina popular no Nordeste do Brasil, possuindo
indicacBes terapéuticas e anti-inflamatorias, sendo o latex utilizado como
antiofidico, enquanto suas sementes sdo comercializadas para extracdo de

Oleos fixos (LEAL e AGRA, 2005).

Devido a facil propagacdo de suas sementes, espécies como Jatropha
gossypiifolia L. (pinhdo roxo) tém sido cultivadas em varias partes do mundo,
principalmente na Africa, com fins ornamentais e/ou como cercas vivas
(BATISTA et al.,, 2014). Jatropha gossypiifolia € uma planta cosmopolita
bastante utilizada no tratamento de varias doengas como planta medicinal, em
decorréncia da sua capacidade antiinflamatéria e em algumas regides do
Brasil, é ainda usada de forma ritualistica por ser considerada venenosa

(SERVIN et al., 2006).



Jatropha mutabilis, J. ribifolia, e J. mollissima s&o endémicas da regido
semiarida do Nordeste brasileiro (OLIVEIRA, 2011), sobretudo nos estados da
Bahia e Alagoas, morfologicamente diferenciada pela sua lamina foliar orbicular

inteira e arredondada (WEBSTER, 1994b).

Com o crescente aumento da erosdo dos recursos genéticos vegetais, uma
grande preocupacdo é o estreitamento da base genética do género Jatropha,
em decorréncia da reducdo ou ate mesmo com a perda da variabilidade
genética de espécies cultivadas e seus parentes silvestres, bem como de
variedades locais (CARVALHO et al., 2009b). A conservacao de germoplasma
de espécies-alvo em colecfes necessita ser estimulada, a fim de se ter o
potencial genético explorado e para isto, a implantacdo e manutencdo de
colecbes em Bancos Ativos de Germoplasma (BAGs) tém sido amplamente

utilizadas (GIMENES e BARBIERI, 2010).

Um BAG amplo e abrangente € de extrema importancia para pesquisas
genéticas, estudos filogenéticos e para o conhecimento e avaliagcdo da
variabilidade genética disponivel no género Jatropha e seu potencial de
melhoramento. Contudo, atualmente no Brasil, a realidade € que se encontram
estabelecidos diversos BAGs de J. curcas, a exemplo da Embrapa Meio-Norte,
Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas (CBQA) da UNICAMP, Banco da
Universidade Federal de Sergipe (UFS), BAG do Instituto Agronédmico (IAC) em
Sdo Paulo, Embrapa Agroenergia e Embrapa Cerrados em Planaltina,
Universidade Federal do Recbncavo Baiano- UFRB, EPAMIG- Nova
Porteirinha, Universidade Federal de Vigcosa (UFV), Universidade Federal de
Lavras (UFLA) e Universidade Federal de Sao Carlos (UFSC), contudo outras

espécies do género adaptadas a regido semiarida ndo estdo representadas,



sendo pouco investigadas e onde ndo se tém relatos de cultivo, conservacao e

manutencdo em bancos de germoplasma especificos.

Diante da necessidade de exploracdo e enriqguecimento da base genética do
género Jatropha, o objetivo do presente trabalho é implantar um BAG ex situ
contendo diferentes espécies do género com vistas ao incentivo e/ou
fortalecimento de programas de melhoramento, além de avaliar a possibilidade

de geracéao de hibridos interespecificos utilizando espécies correlatas.



2 MATERIAIS E METODOS

Foram realizadas expedi¢cOes nas localidades de Alagoinhas, Feira de Santana,
Lencgdis, Milagres e Rafael Jambeiro no estado da Bahia, onde foram
realizadas as coletas de estacas (Figura 1la e 1b). As estacas foram coletadas
de ramos secundarios, preferencialmente localizadas proximos aos ramos
primarios, medindo aproximadamente 1cm de didmetro e 30cm de

comprimento em plantas adultas (LIMA et al., 2010; ANDRADE et al., 2003).

Figura 1: Coleta de estacas de (a) Jatropha curcas em Alagoinhas-BA e de (b) Jatropha
mutabilis em Canudos- BA.

Os cortes foram feitos na base das estacas, em forma de bisel, em um angulo
de aproximadamente 45° com o auxilio de uma tesoura de poda, conforme
sugerem Lima et al. (2010). Apos a segmentacdo dos ramos e obtencdo das
estacas, a zona de excisdo foi recoberta com algoddo umedecido em agua e
estas foram embaladas em papel tipo jornal (PIO et al., 2007) para manter os

tecidos hidratados até a chegada ao local de plantio (Figura 2).



Figura 2: Estacas de Jatropha mollissima recém-coletadas e recobertas com algodéo antes do
plantio.

As estacas foram plantadas na casa de vegetacdo da Unidade Experimental
Horto Florestal da Universidade Estadual de Feira de Santana- UEFS (Lat
12°14°21"/ Long 38°58’46") na cidade de Feira de Santana-BA localizada no
semiarido baiano (Tabela 1), em sacos plasticos medindo 15x25 cm contendo
uma mistura de 2/3 de compostagem, 1/3 de terra de formigueiro e 1L de
adubo supersimples. As estacas foram colocadas a 5 cm de profundidade no
sentido base 4pice (LIMA et al., 2010), sendo irrigadas a cada 3 dias durante
seis meses, e apos esse periodo, as mudas foram transplantadas para covas
de 20x20 cm contendo esterco bovino e espacamento 2x2m em uma area no
Horto da UEFS, destinada a criacdo do banco de germoplasmas de Jatropha
(Figura 3); ao todo foi realizado o plantio de 136 mudas, entre as quais 20 de J.
mutabilis, 21 de J. ribifolia, 23 de J. mollissima, 10 de J. gossipyifolia e 62 de

J. curcas.



Figura 3: Plantio de mudas de Jatropha no BAG.

Tabela 1: Locais de coleta e quantidade de individuos coletados das espécies Jatropha

mutabilis, Jatropha mollissima, Jatropha ribifolia, Jatropha gossypiifolia e Jatropha curcas para

compor o BAG de Jatropha.

Espécie Local da Coleta Coordenadas Qtd de individuos

- 09° 53' 48"

J. mutabilis Canudos-BA 03%()%?12% 20
-120 24' 29"

J. mollissima  Rafael Jambeiro-BA ;;O 3:31 gg 15

Milagres-BA ;S: gg ::g 08

J. ribifolia Milagres-BA ::1332 gg 1; 10
-120 24' 29"

Rafael Jambeiro-BA ;So gg 52 11

J. gossypiifolia Lencois-BA 121(;3;; 21 10

J. curcas Alagoinhas-BA ;5: ;2 gg 32

Feira de Santana-BA ;:o 51 g 1154 30

TOTAL 136




Para a caracterizacdo do banco de germoplasma, foram feitas avaliagbes dos
individuos de todas as espécies-alvo em dois periodos distintos: a primeira com
1 ano, e a segunda, com 3 anos ap6s o plantio. As varidveis biométricas
analisadas foram altura e largura da copa, didmetro do tronco e numero de
ramos primarios e secundarios e a Analise de Variancia (ANAVA) estimada

com o Sisvar 5.3 (FERREIRA, 1999).

Para a avaliacdo da possibilidade de geragéo de hibridos, as anteras das flores
masculinas foram levemente encostadas nos estigmas de flores femininas
receptoras(Figura 4), para que os grdos de polen se soltassem e aderissem a
superficie; as flores femininas foram selecionadas com base na integridade
fisica da estrutura no estagio inicial de abertura da corola (PEREIRA et al.,

2003; JUHASZ et al., 2009).

Figura 4: Processo de polinizacdo manual de flores masculinas de
Jatropha mollissima e flores femininas de Jatropha curcas.



Para garantir a exclusividade da polinizagdo manual, as flores femininas
selecionadas para o experimento foram recobertas por sacos de tecido durante
todo o processo (SANTOS et al., 2010), e ap6s 15 dias, a possivel formacao
inicial de frutos foi avaliada. Ao todo, foram realizadas 378 polinizacbes
manuais utilizando flores de J. curcas como doadoras e receptoras de podlen de

J. mollissima, J. ribifolia e J. gossypiifolia, dos exemplares do BAG de Jatropha.



3 RESULTADOS

Os individuos das espécies J. curcas, J. mollissima, J. gossypiifolia e J. ribifolia
coletados compdem o Banco de Germoplasma de Jatropha da Universidade
Estadual de Feira de Santana, que conta com um total de 105 mudas em
campo, oriundas de propagacéao vegetativa por estaquia, o que revela a perda

de 31 individuos (Figura 5).

Figura 5: Espécies que compdem o BAG de Jatropha.

A espécie J. mutabilis, endémica do semiarido nordestino e que apresenta
caracteristicas fenotipicas bem divergentes das demais, teve um indice de
pegamento das estacas de 0% (Figura 6), ou seja, foram perdidas todas as 20
mudas transplantadas, mesmo apdés efetuadas 4 tentativas de replantio das
mudas. Dessa forma, esta espécie é a Unica que ndao compde o BAG de
Jatropha, j& que todas as demais foram plantadas utilizando-se técnicas de

estaquia.



Figura 6: Estacas de Jatropha mutabilis sem emisséo de brotos 12 dias ap6s plantio.

Nas demais espécies, apdés o plantio das estacas no campo, as plantas
desenvolveram-se bem no campo sem infestacdo de pragas e sem a
necessidade do uso de qualquer tipo de defensivo agricola, nem de praticas de
manejo das culturas como poda e irrigagdo. Periodicamente, foi realizada a
limpeza da area com capina superficial nas zonas de intersec¢gdo entre as

fileiras das mudas e nas areas de acesso ao BAG.

A partir da coleta de dados biométricos obtidos 1 e 3 anos ap6s o plantio das
mudas(Tabela 2 e Tabela 3 respectivamente), foi possivel verificar que os
individuos das espécies-alvo apresentam crescimento e desenvolvimento em
ascensao, mesmo apos os regimes de seca e déficit hidrico que acometem a

regiao.



Tabela 2: Caracterizagdo biométrica dos individuos de diferentes espécies que compdem o
BAG Jatropha 1 ano ap6s o plantio, onde N é o tamanho amostral de cada espécie. Médias
seguidas pela mesma letra na linha nao diferem entre si a 5% de probabilidade segundo teste

Scott-Knott.

Biometria do BAG Jatropha

J. curcas J. mollissima J. gossypiifolia J. ribifolia

N 62 23 10 21
Altura (m) 0,72 a 0,82 a 0,75 a 0,87 a
Largura (m) 055a 1,24b 0,51 a 0,61a
Diametro do tronco (cm) 0,09 a 0,09a 0,08 a 0,04 a
Ramos primarios 1,00 a 1,55b 113a 124 a
Ramos secundarios 1,30 a 4,36 b 3,80 a 2,76 a

Tabela 3: Caracterizagdo biométrica dos individuos de diferentes espécies que compdem o
BAG Jatropha 3 anos apos o plantio, onde N é o tamanho amostral de cada espécie. Médias
seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem entre si a 5% de probabilidade segundo teste

Scott-Knott.

Biometria do BAG Jatropha

J. curcas J. mollissima  J. gossypiifolia J. ribifolia
N 60 19 11 15
Altura (m) 181l a 2,83 a 2,24 a 1,63 a
Largura (m) 1,22 a 2,14 b 1,24 Db 1,26 b
Diametro do tronco(cm) 7,67 a 12,14 b 1091 b 6,50 a
Ramos primarios 2,55 a 2,36 a 291a 2,00 a
Ramos secundarios 4,64 c 5,57 ¢ 4,36 b 2,63 a

Os dados obtidos a partir da caracterizagcdo biométrica das mudas nos
permitem observar que levando em consideracéo a altura, J. ribifolia foi a que
mais cresceu no primeiro ano, 0 mesmo nao ocorrendo no terceiro ano, onde a
espécie apresenta a menor taxa de crescimento; vale ressaltar que a variavel
Altura em todas as espécies e em ambos os periodos de andlise (1 e 3 anos)

nao diferiu estatisticamente segundo a ANAVA. Em contrapartida, no terceiro



ano, em J. mollissima verifica-se os maiores valores de crescimento em altura
e largura, associada a maior quantidade de ramos secundarios, sendo

superada apenas por J. gossypiifolia no quantitativo de ramos primarios.

Com base nas condi¢cbes as quais foram conduzidos os experimentos de
avaliacdo da possibilidade de geracao de hibridos no género Jatropha, 15 dias
apos as polinizagbes manuais, ndo foi possivel verificar a formacédo de frutos

em nenhuma das espécies utilizadas nos cruzamentos interespecificos.

Cumprindo um dos diversos objetivos centrais no qual a criacdo e manutencao
dos Bancos de Germoplasma se propde, o BAG de Jatropha vem servindo
como fonte de material para pesquisas de estudantes e pesquisadores,
inclusive de outras instituicdes de ensino superior, com enfoque nas areas de
Biotecnologia, Fisiologia e Ecologia, o que por si sO ja representa um grande

avanco no conhecimento das particularidades do género.

A partir da formacao do Banco, foram aglutinadas algumas parcerias a UEFS,
como a Universidade do Estado da Bahia (UNEB)- Campus Il e a Universidade
Federal da Bahia (UFBA), que no ano de 2012, iniciaram um trabalho em
conjunto no BAG avaliando a possibilidade de geracdo de hibridos

interespecificos de Jatropha.



4 DISCUSSAO

A possibilidade de conservacdo de materiais biolégicos através da implantacéo
de bancos de germoplasma apresenta-se como uma proposta viavel e concreta
para a conservacado de espécies vegetais, principalmente aquelas que detém
base genética pouco varidvel, como € o caso de J. curcas (ROSADO et al.,
2009). A formacdo do BAG, nesse caso, mais do que agrupar materiais
diversos da mesma espécie, teve como foco reunir a variabilidade disponivel
em espécies congéneres e correlatas, ideais para agregar caracteristicas

interessantes para programas de melhoramento genético.

Os principais métodos para a producdo de mudas de pinhdo-manso sao por
semeadura direta, plantio de mudas originadas de sementes ou por
propagacdo assexuada (OPENSHAW, 2000). Mudas produzidas por sementes
apresentam variacbes quanto as suas caracteristicas devido ao
desenvolvimento da espécie em uma vasta gama de condi¢fes climéticas, com

diferencas marcantes na pressao de selecao (GINWAL et al., 2005).

Quanto ao desenvolvimento das espécies em campo, foi possivel verificar que
J. curcas, J. gossypiifolia, J. mollissima e J. ribifolia podem ser propagadas
vegetativamente com bastante facilidade, mesmo em terrenos sem irrigacéo e
com pouca disponibilidade hidrica, o que ndo ocorreu com J. mutabilis,
demonstrando a dificuldade de enraizamento intrinseca da espécie, mesmo
considerando que o plantio ocorreu em época desfavoravel, antes do periodo

chuvoso na regiao.

A partir da observacéo das mudas, é possivel indicar que a principal razéo para

0 insucesso da propagacdo vegetativa de J. mutabilis tenha sido a falta de



enraizamento, jA que nao foram observadas emissdes primérias tdo pouco
secundarias. Contudo, ndo ha relatos na literatura a respeito dos possiveis
meétodos de propagacédo de J. mutabilis, nem se fitorménios seriam indicados

para impulsionar os mecanismos de enraizamento nesta espécie.

Em J. curcas, o efeito dos promotores de enraizamento em estacas ja foi alvo
de diversos estudos, sendo 0s promotores mais utilizados os acidos
indolacético, naftaleno acético e indolbutirico, além da vitamina B1- a tiamina
(KOCHHAR et al. 2008; NOOR CAMELLIA et al., 2009; DHILLON et al., 2011).
Silva et al. (2008) por exemplo, obtiveram indices satisfatorios de enraizamento
utilizando-se estacas lenhosas sem a utilizacdo de nenhum tratamento,
ocorrendo inclusive uma queda no potencial de enraizamento das estacas com
a aplicacéo de concentracdes de auxina, o que reduziria os custos, facilitando

a propagacao vegetativa da espécie em grande escala.

A despeito dos cruzamentos interespecificos no género Jatropha, ndo héa
registros de tentativas de obtencao de hibridos de J. curcas com as espécies J.
mollissima e J. ribifolia testados nesse estudo. No entanto, cruzamentos
promissores entre J. curcas e Jatropha integerrima Jacq., Jatropha multifida L.
e Jatropha podagrica Hook foram relatados por Laosatit et al. (2014) enquanto
foram exitoso 0s cruzamentos entre J. curcas e J. integerrima por
Sujatha e  Prabakaran (2003). Jatropha tanjorensis J.L.Ellis & Saroja é
relatada como um hibrido natural de J. curcas e J. gossypiifolia (PRABAKARAN

e SUJATHA, 1999), ndo tendo tido sucesso no presente trabalho.

A analise filogenética das espécies de Jatropha utilizadas séo relatadas mais

detalhadamente no Capitulo 3 e revelam o potencial de J. mutabilis em
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cruzamentos com J. curcas, devido a proximidade genética entre elas, o que
nao foi possivel verificar neste trabalho devido ao insucesso na propagacéo da
espécie por estaquia, sendo necessarios portanto estudos posteriores para

avaliacéo.

O presente trabalho de implantacdo do BAG de Jatropha no Campus da
Universidade Estadual de Feira de Santana representa uma acgéo concreta na
conservacdo do germoplasma disponivel de algumas das mais diversas
espécies que compdem o0 género e que podem agregar caracteristicas
morfoagronémicas, perfil fitoquimico e molecular interessantes para futuros
programas de melhoramento genético ou simplesmente, podera servir como
campo de investigacdo para alunos e pesquisadores na avaliagdo da
plasticidade fenotipica, mecanismos adaptativos e potencial farmacobotanico

das espécies-alvo, por exemplo.

Estudos de variabilidade e diversidade genética intrapopulacional, além de
pesquisas na area de Filogeografia vém sendo realizadas desde a criagdo do
BAG de Jatropha, utilizando-se J. mollissima, com o objetivo de compreender
os padrdes de distribuicdo da espécie na Caatinga e a sua interacdo com as
caracteristicas geomorfolégicas deste bioma, e sdo descritos detalhadamente

nos Capitulos 2 e 3.

O aumento da variabilidade e riqueza genética deverdo ser o ponto de partida
para atrair novas pesquisas e estudos nas mais diversas areas de
concentracgéo, sobretudo no ramo da Biotecnologia, que poderéo servir de base
para a producdo macica de conhecimentos acerca de um género tao rico, mas

tdo pouco investigado e explorado com o Jatropha. A manutencdo e a



ampliacdo da colegdo disponivel no BAG devera ser um processo continuo de
introducdo de novos materiais, de forma a ter o potencial genético do género

explorado e bem representado.
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Capitulo 2: Identificagdo e Caracterizacdo de Marcadores Moleculares
Informativos para Estudos Populacionais e Evolutivos em Jatropha mollissima

(Pohl) Baill.

LEAL, Leilane E.
DE CASTRO, Renato D.
VAN DEN BERG, C.

1 INTRODUCAO

Dentre as regifes aridas, o Semiarido do Nordeste do Brasil é considerado a
mais habitada do mundo, tendo formacdes vegetais predominantemente bem
caracteristicas que compde a Caatinga, um bioma exclusivamente brasileiro
(DRUMOND et al., 2008). Segundo Giulietti et al. (2006), das 154 familias de
Angiospermas reconhecidas no Semiarido nordestino, as familias Fabaceae,
Poaceae e Euphorbiaceae sdo as mais diversificadas representando juntas

28% da rigueza de espécies frequentes na regiao.

Apesar da sua ampla distribuicdo nos mais variados ambientes e do uso
histérico na medicina popular, o género Jatropha € marcado pela escassez de
informacdes basicas disponiveis a respeito das espécies que o compdem, 0s
quais sao essenciais para que se possa compreender a plasticidade fenotipica
do grupo, sua variabilidade genética e seu potencial adaptativo, dentre outros

atributos.



A espécie Jatropha mollissima (Pohl) Baill € comumente encontrada em
diversas regides do nordeste Brasileiro, sendo nativa da caatinga e bem
adaptada aos frequentes regimes de escassez hidrica (SATIRO e ROQUE,

2008).

Atualmente, tem-se a disposi¢do na literatura apenas informacgfes basicas a
respeito de J. mollissima, voltadas quase que exclusivamente as suas
caracteristicas morfofisiolégicas (VASCONCELLOS et al., 2014; LYRA et al.,
2011; FIGUEIREDO et al., 2014), e farmacobotanicas (RIBEIRO et al., 2014;
SOUZA et al., 2011). Nao existem estudos que indiqguem as relagdes
filogenéticas dessa espécie e nem estudos com qualquer tipo de marcador

molecular envolvendo J. mollissima.

Os marcadores moleculares tém sido utilizados em diferentes espécies de
oleaginosas, inclusive para o género Jatropha (ALMEIDA et al., 2009; LIRA-
NETO, 2011). O seu uso no melhoramento de plantas € bastante amplo, pois
permite a quantificacdo da variabilidade genética, a caracterizacdo de
germoplasmas, estudos de diversidade e distancia genética e construgédo de

mapas genéticos entre outros (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

Os microssatélites apresentam-se no genoma de organismos eucariéticos
como sequéncias simples repetidas (SSRs) e acredita-se que podem estar
associados com a regulacdo da maquinaria génica (LI et al., 2002; ZANE et al.,

2002).



O espacador ITS (Internal Transcribed Spacer) € uma das regides nucleares
mais utilizadas para estudos de plantas em baixos niveis taxonémicos, dada a
sua heranca biparental e rapida evolucdo (BUSO, 2005; ENGLUND et al.,
2009; KIM et al., 2010), quando comparada a outras classes de marcadores, a
exemplo das regides plastidiais que possuem heranga materna, caracteristicas
bastante relevantes em estudos evolutivos e de fluxo de pdlen e sementes

(ENNQOS, 1994; PONS e PETIT, 1996).

Nesse sentido, o objetivo do presente trabalho é identificar segmentos
plastidiais e nucleares potencialmente informativos para estudos filogenéticos e
populacionais em J. mollissima, contribuindo para a ampliacdo do
conhecimento sobre a espécie, com informacdes relevantes para programas

de melhoramento genético.



2 MATERIAIS E METODOS

Amostragem

Foram coletadas e armazenadas em gel de CTAB (VAN DEN BERG, 2005)
folhas expandidas de 12 individuos, amostrados de forma a abranger a
distribuicdo geografica de J. mollissima no Nordeste brasileiro. As populacdes

foram oriundas de diferentes regides da Caatinga, conforme exibido na Tabela

1.

Tabela 1: Caracterizacdo dos locais de coleta das 12 popula¢cbes de Jatropha mollissima no

semiarido nordestino.

Populacgao (P)

Locais de Coleta

Estado Latitude Longitude Altitude(m)

1

2

10

11

12

Cipé
Rafael Jambeiro
Macambira
llha do Rodeadouro
lati
Catolé do Rocha
Campina Grande
Delmiro Gouveia
Sao Jose do Campestre
Goianinha
Misséo Velha

Milagres

BA

BA

SE

PE

PE

PB

PB

AL

RN

RN

CE

CE

-11.318

-12.408

-10.688

-9.471

-9.172

-6.732

-7.469

-9.451

-6.329

-6.478

-7.362

-7.254

-38.747
-39.134
-37.684
-40.605
-36.963
-37.878
-35.763
-38.422
-35.865
-35.077
-39.233

-39,859

132

238

282

353

487

272

551

256

149

19

360

323




Extracdo de DNA, Amplificacdo e Sequenciamento.

O DNA gendmico foi extraido utilizando protocolo modificado descrito por Doyle
e Doyle (1990). As modificagBes incluiram uma lavagem inicial com STE

(Sacarose Tris-EDTA) para reduzir a quantidade de polissacarideos e retirada

do NacCl.

Para as regifes de plastideo foram testados 11 marcadores (DEMESURE et

al., 1995; SHAW et al., 2005; 2007; 2014) que encontram-se detalhadamente

descritos na Tabela 2.

Tabela 2. Sequéncias de primers plastidiais e ITS utilizados no sequenciamento de populacdes

de Jatropha mollissima na Caatinga.

Primer Sequéncia (5'-3")
psbJ-petA  psbJ: ATA GGT ACT GTARCY GGT ATT
petA: AAC ART TYG ARA AGG TTC AAT T
3trnVv-ndhC  trnVYA9% GTC TAC GGT TCG ART CCG TA
ndhC: TAT TAT TAG AAA TGY CCA RAA AAT ATC ATATTC
psbD-trnT ~ pshD: CTC CGT ARC CAG TCA TCC ATA

trnT®Y.R: CCC TTT TAA CTC AGT GGT AG

trnQ- 5rps16

trnQ“Y®: GCG TGG CCA AGY GGT AAG GC
rpS16x1: GTT GCT TTY TAC CACATC GTT T

3'rpsl6- 5' trnK

rpS16x2F2: AAA GTG GGT TTT TAT GAT CC
trnK©YY: TTA AAA GCC GAG TAC TCT ACC

rpl32-trnL trnL“A®: CTG CTT CCT AAG AGC AGC GT
rpL32-F: CAG TTC CAA AA A AAC GTACTT C
trnS-trnG ~ trnG“Y?: GAA TCG AAC CCG CAT CGT TAG
trnS©Y: AAC TCG TAC AAC GGA TTA GCA ATC
rpll6 intron  rpL16F: GCT ATG CTT AGT GTG TGACTC GTT G
rpL16R: CCC TTC ATT CTT CCT CTATGT TG
psbA-trnH  psbA: GTT ATG CAT GAA CGT AAT GCT
trnH: CGC GCA TGG TGG ATT CAC AAA TC
trnD-trnT  trnD®Y®: ACC AAT TGA ACT ACA ATC CC
trnT®®Y: CCC TTT TAA CTC AGT GGT AG
trniC-trniD  trnC: CGA AAT CGG TAG ACG CTA CG

trnD: GGG GAT AGA GGG ACT TGA AC




As reacg0Oes foram realizadas em um volume total de 10uL, utilizando o Kit de
amplificagéo TopTaq Master Mix (Qiagen), enquanto para o par de iniciadores
ITS (17SE: ACGAATTCATGGTCCGGTGAAGTGTTCG e 26SE:
TAGAATTCCCCGGTT CGCTCGCCGTTAC), o volume total das reacdes foi de
15ul, com concentracéo final de 1x do tamp&o de reagéo, 2,5 mM MgCl2, 171
mM dNTPs, 0,5 pM primers a 15pmol/ul cada, 1,25 unidades de Taq
polimerase (Phoenix) e os aditivos betaina 1M, 1 yg BSA e DMSO (2%) e

aproximadamente 2 ng do DNA gendmico.

Para os testes com microssatélites, foram amostradas duas populacdes no
estado da Bahia (P2 e P3), onde foram avaliados 49 locos (Tabela 3)
referenciados na literatura e validados para Jatropha curcas L. (BRESSAN et
al., 2012; PHUMICHAI et al., 2011; MAURYA et al., 2013), a fim de que se

pudesse avaliar o potencial destes em estudos envolvendo J. mollissima.

Tabela 3: Caracterizacdo dos marcadores microssatélites de Jatropha curcas testados em populacdes de
Jatropha mollissima.

Locos Forward Reverse Repeti¢do Amplifica
mJCENA41 CTTTCTTACCCCTCATCCTT AAAGCCAGGACATACTTGAA (AC) 1 SIM
mJCENA47 GCCCGAGTTCTCTATAAGGT CCAAGAGAAATTAGGAATGC (GT) 7 (GA) 1, NAO
mJCENA63 GCGTGGACTATCTCAACTTC CTGATTACGCAATGGAACTA (GA) 17 NAO
mJCENAS87 ATCTGGAGTGAAACCAAAGA CACATGGTAAGCATTACAAGC (GT) 15 (GA) g NAO
mJCENA106 AAGGACGCAGAAAGAGAAGTTG TTTCGGAGGAGATGAAGAAGAC (AGA) ¢ SIM
mJCENA108 GTGTGGTGCTTACCCCTATTTT GCCTCCTTTTCTTTTCCTGTTT (GAA) 1, NAO
mJCENA110  GCGTAGAAACACAGGAACATCA ACTCTCAATGGTTGTTATGGGC (GT) 14 SIM
mJCENA111  AAGCCCAGTTGCTCATATTCAG CAAGGCTCAAAGATAGAAGGGA (AT)s (GT)s SIM
JCT27ab GCCATTAGAATGGACGGCTA TGCGTGAAGCTTTGATTTGA (CT)yy SIM
JCT31ab TGGAAAACGAATGAGGCTCT GGACACTCTGGAAAGGAACG (TC)1s SIM
JCT34ab TGACTCAATAAATGTGGACTGG GGTGCATTCCCAGAAAAAGT (GT)16...(TA)q NAO
JCT59abc GGTGACTCCTGAATGCTTGG TACCCTGAAACTCCCAGGAA (CT)10(CA) 14 SIM
JCT81abc CCATTTAGAACCACAACCAT GATGTCCAATAAGCCTGAAT (CT):s NAO
JCT3c ATCTGCCATCAACCGTA AACGCGTCACTAAGAGA (AG)y, NAO




JCT23¢ ACCAGACCCAGGAAAAGGAC TGTTGCTGTTGCGATTTCTC (GA)y5 SIM
JCT28¢ CGCAGCCATCTTGAAGGTTA CAAAATTTCAAGCCATGCTC (GA);s NAO
JCT36¢ TTCTGATTTGCCCTTTATGT GAAAATCGCAGAAAAGAAGA (CT)ss NAO
JCT51c CATGGAATGCATTTGTGTGA CCTTGACCTTCCTTCCAACA (GA) 4 SIM
ICT76 ATTTGTTTGCTGTGTGACTG TCTCAGCTCTCATTTCAGGT (AG), NAO
JCT80 TCTCCATCCTGGAGTTTCTA TGCTGATAAACCACAGATAAAC (GA),5 NAO
JCT86bC TATTTCCTCTTCCTGCACAT GTTTGGCTAAAAAGGTGATG (GA), SIM
JCT89bc GCCGATAAACCACAGATAAA GAAAAATAAAGCCAGCAAGA (CT)s6 NAO
JCT103bc CAACGACTCTTTGAAGAAAAA GCCGATAAACCACAGATAAA (AG) NAO
JCT136 ATGAACCCTGATAGTGAGGA GCCGATAGACCATAGACAAA (AG)&(TG) 14 NAO
JCT141c TGTTAGTCAATGCAAGAAGGT TTTGAAACAAGTTTCCTGCT (GA)1 SIM
JCT60C TTGGACAGGCTTTTGTTGTG GACAGTCAATATTAGGTACTTCAG (CT)s SIM
JCT17abc TCTCTCATTGTTGCGCTGTC TAACAAGTCCTCCCCCTCCT (GA)6...(GA)1(GT),;  SIM
JCT7c CGAAGTGAATGCACAACACA TGCTATTCAAATGGAACAAGTGA (AG)y; NAO
IM427851  TGACGGAAAGATAGAATAGTTGGAC TGACATCACTTGGCTACAGCA (TA), SIM
IM427889 TCTGGCTGTTTCGTCCTACC CCCGTCTTCATTTTCTTTTCC (CA), SIM
IM427915 TTCTGGCATTCACACACCTT CATGGGAGGAAATAGGAGTAGG (TG), SIM
IM427987 AAGGGATGTGACCTGCAAAT CTGCCACCCATTCCATAATC (TA)s SIM
JM428009 GGCCCATCATTTCCACAC GGCTAGGACCCCTGATATTTG (AT), SIM
IM428024 CTGGATGATGACCCTTTCGT GAACTGCAACCAACAAGCAG (TA)s SIM
IM428066  GGAGAGGGACGATAGGGAAG TTGCATCCTCACAGCAAAAC (TA)s SIM
IM428069  CATGACAACAGCCAAGAGAGA GGGCAACCCAAACTAAAACTC (TA), SIM
IM428072 TGCTATGCTTTGCTGTGCTT TCCTGCAACCTTAATCTGGG (AT)s NAO
IM428169 TGAGGATAACCATCGGCTTT GGCAATTTTCATGCGTAGGT (TG), SIM
IM428206 TGGAAAATGGAAGCAAAGTG TTCAGCCAGTTGGATTGTTG (cT), SIM
JM428391  CATTTTTCTTGCATAAGCATAACC ~ GAATAGAACTTTATAATTCAGCCAATC (AC), SIM
IM428397 TCATTGATCCAAGCGCATTA ACTTTTGCCCGAGTAAGGTG (AC), SIM
IM428435 TGTGATGTCGAGCAATGGTT GCCGGTCAACTCTCTCTCTC (AG)y, (GTG)s SIM
IM428446 GATCTGCTCAAACATGGGG AGAACATGCAAACGTGGATT (AT)s SIM
IM428591 TAACCTCAACAGCATGAGCC GCGTTTCCATTAGTTCCTTGA (AT)y, SIM
JM428614  TTGTTCATGTTTAATCTTCTGACAAC TGCAAGGAAGGGTCATCTTC (AG)1; SIM
IM428661  TTACAGGGCAAGAGAGAGAAAAG GTCGGTGAGGTGGCTTAAAA (AG)s SIM
IM428663 AAACCTTTTCCCTCTCTCGC TCATGTCTTGTTCACTCGCC (GA)ss SIM
IM428775 AAGCCATAGCAACACTCCATC CCAACTTAATCACCGCCTCT (TC)1 SIM
JM429009 AGGTAAAGGGTCTTCCTTGG TCCACCTCCCTCTCTCTTCTC (AG);3 SIM

As reacOes de amplificagdo dos microssatélites foram realizadas com Taq
Phoneutria (Invitrogen) em um volume final de 10uL, contendo 1uL de DNA
diluido 1:10, agua, tampéao 10X (Tris-HCI 100 mM), MgCI2, dNTPs e primer a

15pmol/ul; para a genotipagem dos loci SSR, durante a amplificagdo, foi



incorporada uma cauda da sequéncia M13 (5 CACGACGTTGTAAAACGAC 3)
marcada com um dos quatro fluoréforos do sistema DS-33 da Applied
Biosystems (6-FAM, VIC, NED e PET), segundo método desenvolvido por

Schuelke (2000).

As reacdes de PCR foram realizadas utilizando programa touchdown
comecgando com 94 °C por 3 min, seguido de 10 ciclos de 40s a 94°C; 40s em
temperatura decrescente de 1°C a cada ciclo (de 60°C a 55°C), com extensdo

final de 72°C (30 min).

Os produtos de PCR foram quantificados em gel de agarose 1% com tampéao
Sodio Borato (BRODY e KERN, 2004) em cuba horizontal por 60min a 100V,
80W, em fonte eletroforética e fazendo uso do marcador 100pb Ladder
(Invitrogen). O gel foi corado com Sybr Green (ZIPPER, 2004) e as bandas

visualizadas em transiluminador de luz ultravioleta (UV).

Os fragmentos amplificados foram purificados com precipitagdo por
polietilenoglicol (PEG 8000 20%) e requantificados em NanoDrop (Thermo
Fisher Scientific Life), para mensurar a concentragdo de DNA em ng/uL em
cada reacdo; os fragmentos de ITS e cpDNA( DNA plastidial) foram
sequenciados bidirecionalmente com o kit Big Dye 3.1 (Applied Biosystems)

enquanto os SSR genotipados no sequenciador automatico ABI3130 XL.

Em sua totalidade, as reacbes de amplificagdo foram conduzidas em
termociclador Escohealthcare (Swift Max Pro) em condicbes de PCR

diferenciadas para cada regido conforme exibe a Tabela 4, que indica as



temperaturas de desnaturagcdo, amplificacdo e extensdo utilizadas para cada

par de primers, além do namero de ciclos imposto na etapa de amplificagdo.

Tabela 4. Condicdes de PCR utilizadas para as regides de DNA nuclear e DNA plastidial em 12

populacdes de Jatropha mollissima.

LOCOS DESNATURAQAO AMPLIFICAQAO CICLOS EXTENSAO
94°C (3 min) 94°C(45s) + 54° (1 min) + 72°C 28  72°C (7 min)
ITS (1min 30s)
80°C (5 min) __ 94°C (45s) + 54°C (30s) + 72°C (1 30 72°C (5 min)
psbJ-petA min)
80°C (2 min) 95°C (1 min) + 50°C (1 min) + 30  65°C (5 min)
trnV-ndhC 65°C (4 min)
80°C (2 min) 95°C (1 min) + 50°C (1 min) + 30 65°C (5 min)
psbD-trnT 65°C (4 min)
Q- 80°C (2 min) 95°C (1 min) + 50°C (1 min) + 30 65°C (5 min)
(ps16 65°C (4 min)
S16- 80°C (2 min) 95°C (1 min) + 50°C (1 min) + 30 65°C (5 min)
o 65°C (4 min)
80°C (5 min) 95°C (1 min) + 51°C (1 min) + 30 65°C (5 min)
rpl32-trnL 65°C (4 min)
80°C (2 min) 95°C (1 min) + 50°C (1 min) + 30  65°C (5 min)
trnS-trnG 65°C (4 min)
16 80°C (2 min) 95°C (1 min) + 53°C (1 min) + 30  65°C (5 min)
inptron 65°C (2 min)
DA 80°C (2 min) 95°C (1 min) + 53°C (1 min) + 30  65°C (5 min)
pth 65°C (2 min)
80°C (5 min) 94°C (45s) + 54°C (30s) + 72°C (1 30 72°C (5 min)
trnD-trnT min)
94°C (3 min) 94°C (1 min) + 56°C (1 min) + 35 72°C (10
trnIC-trniD 72°C (2 min) min)




Analise dos Dados

Os eletroferogramas obtidos a partir das sequéncias de cpDNA e ITS foram
editados e conferidos manualmente com o programa Pre-Gap 4 e Gap4 do
pacote Staden (STADEN et al.,, 2000). A partir das sequéncias consolidadas
obtidas por este processo, as matrizes foram construidas e alinhadas através

do software MEGA 6 (TAMURA et al., 2013), seguidos de correcdo manual.

Os indices de diversidade tais como quantidade de sitios polimdrficos, nimero
de polimorfismos e quantidade de haploétipos gerados, foram calculados no

software DnaSP 5.10 (LIBRADO e ROZAS, 2009).

As sequéncias obtidas a partir da genotipagem dos microssatélites foram
processadas com o software GeneMarker (SoftGenetics), e os dados alélicos
subsidiaram estimativas de diversidade genética no GenAlEx 6.5 (PEAKALL e
SMOUSE, 2009), que foram usadas para comparar a heterozigosidade
esperada (He) com a observada (Ho), identificacdo dos alelos privativos e
andlise de desequilibrio de ligacdo, além de demais dados referentes as

frequéncias alélicas em cada locos.



3 RESULTADOS

Das onze regides de plastideo testadas, sete (trnV-ndhC, psbD-trnT, trnS-trnG,
rpl32-trnL, rpll6 intron, psbA- trnH e trnL intron) foram amplificadas com
sucesso, segundo condi¢des especificas descritas anteriormente na Tabela 3.
Destas, as quatro Ultimas apresentaram melhor qualidade nos padrdes de
amplificagéo e por isto foram sequenciadas, juntamente com o espagador
intergénico ITS; os parametros de polimorfismo observados para cada regiao

com as analises do DnaSp encontram-se descritos na Tabela 5.

Tabela 5: Parédmetros de polimorfismo de regibes de DNA plastidial e nuclear em doze
populacdes de J. mollissima na Caatinga, onde N € o tamanho amostral utilizado, (H) a
quantidade de haplétipos, () a Diversidade Nucleotidica, e (Hd) representa a Diversidade
Haplotipica observada em cada regido.

Regifes de DNA

trnH- rpL16 rpL32- trnL ITS4-
psbA intron trnL intron ITS92
N 12 12 12 12 12
Quantidade de 599 640 963 630 535
Sitios
N° de Sitios 15 12 38 1 9
Polimorficos
H 11 10 11 2 6
Hd 0,985 0,955 0,985 0,167 0,682
L 0,0097 0,1649 0,0145 0,0003 0,0057

A anadlise das sequéncias obtidas nos permite inferir que em J. mollissima, o

loco rpl32- trnL possui aproximadamente 850 pares de base (pb), enquanto



trnH-psbA possui 700 pb, rpl16 intron 900 pb, e ITS com 800 pb, sendo trnL
intron o menor deles, com 600 pb; para as analises, foram utilizados entre 535
a 963 de sitios em cada regido, sendo rpl32-trnL aquela com o maior niamero
de sitios polimoérficos, e igualmente a trnH-psBA, gerou um total de 11

hapl6tipos em um conjunto de 12 populacdes.

Dos 49 marcadores nucleares SSR de J. curcas testados, 33 amplificaram para
J. mollissima e 8 foram genotipados, sendo que destes, apenas 4 (NJCENA41,
mMJCENA111, JCT31lab e JCT51c) exibiram padrdes polimorficos, enquanto
mMJCENA106, mJCENA106, JCT141c e JCT60c foram identificados como
100% monomorficos segundo andlise do software GenAlex. Na Tabela 6 sdo
informados os parametros de diversidade genética encontrados para cada um

dos locos polimdrficos nas duas populacfes testadas.

Tabela 6: Parametros de diversidade e polimorfismo de locos SSR testados em duas
populacbes de Jatropha molissima da regido semiarida no estado da Bahia, onde (Na) € o n°
de diferentes alelos, indice de Shannon (1), Heterozigosidade observada (Ho) e esperada (He),
o Indice de Fixacéo (Fis), (Hw) probabilidade de Equilibrio Hardy-Weingber e (o) 0 desvio
padréo.

Parametros de Diversidade

Locos Id. Populagdo N Na | Ho He Fis Hw
Pop2 12 4 1,332 0,833 0,726 -0,148 0,708*
mjCENA 41 Pop3 12 3 0,898 0,600 0,540 -0,111 0,687*
Pop2 12 2 0,693 0,460 0,500 -1,000 0,157*
mjCENA 111
Pop3 12 2 0,693 0,462 0,500 -1,000 0,008**
JCT 31lab Pop2 12 2 0,693 0,465 0,500 -1,000 0,080*
Pop3 12 2 0,679 0,833 0,486 -0,714 0,317*
JCT 51c Pop2 12 4 1,186 0,722 0,660 -0,514 0,134*
Pop3 12 4 1,282 0,875 0,695 -0,258 0,357*
Média 2,875 0,932 0,656 0,576 -0,593 0,306
lo) 0,990 0,29 0,181 0,100 0,390 0,267

*ndo significativo; ** P<0,01



A partir das analises dos dados apresentados, é possivel inferir que os quatro
loci polimorficos analisados possuem média aproximada de 3 alelos para cada
populacdo, e heterozigosidade esperada e observada divergentes, sendo a

primeira variando entre 0,4 a 0,7 e a segunda em uma faixa de 0,8 a 1,0.

O Indice de Shannon exibiu valor médio de 0,932, enquanto o Indice de
Fixacdo (Fis) que mede o grau de endocruzamento nas populacdes,
apresentou valores negativos em todos os loci testados neste estudo; a

diversidade tende a ser mais alta quanto maior o valor do indice de Shannon.



4 DISCUSSAO

E de grande relevancia o uso de sequencias de DNA cloroplastidial em estudos
voltados para a filogeografia e evolucdo em vegetais, pois se baseiam em
regides intergénicas, onde a variabilidade genética € maior. Contudo, estudos
baseados no plastoma das espécies de Jatropha sdo bastante escassos,
sendo identificados no NCBI (National Center for Biotechnology Information), o
cpDNA completo de J. curcas, e pequenos segmentos do plastoma das demais
espécies, a exemplo do espacador psbA-trnH de Jatropha gossypiifolia L. e
Jatropha podagrica Hook, mas até o momento ndo foram identificados
quaisquer outros segmentos plastidiais de J. mollissima depositados em

bancos de dados publicos.

A regido ITS é uma das mais utilizadas para elucidar relagdes filogenéticas e
taxondmicas entre diversos grupos, sobretudo em nivel de géneros e espécies.
Sudheer Pamadimarri et al. (2009) investigando o género Jatropha, concluiram
que regides génicas ribossomais podem contribuir para estudos que envolvam
filogeografia, o que configura uma grande evolucdo nas hipéteses evolutivas

com foco na familia Euphorbiaceae.

Em um trabalho desenvolvido com Solanaceae, Mader (2008) obteve valores
de diversidade divergentes aos encontrados nesse estudo, com Hd de 0,770 e
1=0,00376 na regido trnH-psbA, enquanto Blanco et al. (2007) encontrou Hd
variando de 0,83 a 0,87 em populagbes naturais de Annona crassiflora Mart.
Contudo, para uma interpretacdo precisa dos parametros de polimorfismo

encontrados s@o necessarias analises suplementares que possam sustentar e



correlacionar a estrutura genética das populagcbes com os padrdes
biogeograficos de colonizacdo e adaptacdo da espécie. O presente estudo
indica as regibes psbA-trnH e rpl32-trnL como as mais polimorficas para J.
mollissima, sendo trnL intron a de menor variabilidade genética para a espécie,

baseada nas popula¢fes amostradas no semiarido nordestino.

A caracterizacao da variabilidade genética de uma espécie € essencial para o
sucesso de um programa de melhoramento genético. Em J. curcas existem
diversos os trabalhos relatando a reduzida variabilidade genética observada em
exemplares de todo o mundo (BRESSAN et al., 2012; SUN et al., 2008; SHEN
et al., 2010; ROSADO et al., 2010), enquanto Ram et al. (2008) encontram
elevada diversidade genética (ca. 80%) entre gendétipos envolvendo diferentes
espécies do género Jatropha, o que indica a necessidade de uma maior
investigacdo no sentido de ampliar a base genética em programas de
melhoramento genético, principalmente com espécies selvagens e endémicas,
potencialmente mais adaptadas as condi¢cdes edafocliméaticas da regido

semiarida, a exemplo de J. mollissima.

A probabilidade de sucesso de uma amplificacdo heter6loga para uma
sequéncia de DNA via PCR esta inversamente relacionada a distancia
evolutiva entre duas espécies (ZUCCHI, 2003). No presente estudo, em um
total de 8 loci SSR de J. curcas que amplificaram, encontramos 4 locos
polimérficos (50%) nas duas populacées de J. mollissima testadas, enquanto
apenas um dos 17 SSR testados por Sun et al. (2008) foram polimérficos em

espécimes de J. curcas.



Por outro lado, Bressan et al. (2012) testando 9 primers mjCENA desenvolvidos
para J. curcas, obtiveram uma média de 5 alelos, onde no locos mJCENA41
foi identificada a maior quantidade ( 8 alelos), sendo mJCENA106 o de menor
quantidade, com apenas 2 alelos, sendo identificados como monomaérficos nas
populacdes testadas neste estudo em J. mollissima. Obtivemos resultados
similares a esse, a medida que o loci MJCENA41 também se destaca com a
maior quantidade de alelos observada( Na= 4), juntamente com JCT51 com o
mesmo valor. Ja nos trabalhos realizados por Phumichai et al. (2011)
investigando 55 primers para Jatropha denominados JCT (também utilizados

aqui), relataram uma média de 2 a 5 alelos nos 55 loci SSR testados.

A guantidade expressiva de marcadores SSR desenhados para J. curcas e
que, testados nesse estudo amplificaram para J. mollissima, indicam a eficacia
de marcadores moleculares nucleares e plastidiais na deteccdo de
polimorfismos, que mostraram-se informativos o suficiente para serem
utilizados em trabalhos futuros envolvendo diversidade e variabilidade genética,

estruturagéo populacional e filogeografia no grupo.

No trabalho supracitado de Bressan, foram encontrados 45 alelos com valores
médios de heterozigose divergentes (He=0,25 e H0=0,43) enquanto para J.
mollissima, observou-se He= 0,57 e Ho= 0,89 aproximadamente. Os valores de
heterozigosidade médias observadas foram maiores que as esperadas na
grande maioria dos casos, evidenciando uma tendéncia de excesso de

heterozigotos em relacdo ao Equilibrio de Hardy-Weinberg, (EHW).



S&o de extrema relevancia os dados sobre heterozigosidade encontrados, pois,
elevados niveis de variabilidade genética possibilitam a ocorréncia de um
grande numero de novas combinacdes genotipicas, aumentando o potencial
evolutivo das espécies, pela maior capacidade de adaptacdo as possiveis
mudancas ambientais (SEBBENN et al., 2000). Em se tratando de espécies
naturais, como é o caso de J. mollissima, os dados aqui obtido sdo de grande
relevancia, ja que a maior arte dos trabalhos com J. curcas tratam-se de
acessos propagados vegetativamente, e por isto, refletidos na base genética
estreita observadas em diversos estudos (RAM et al., 2008; TATIKONDA et al.,

2008).

Valores negativos para os indices de fixacdo foram observados e indicam
auséncia de endogamia nas popula¢cbes conforme esperado, devido a ampla
distribuicdo da espécie, 0 que reduz as taxas de endocruzamento. Isto diverge
dos dados encontrados por Bressan et al. (2012) e Alves et al. (2015) que

relatam altas taxas de cruzamento entre individuos de J. curcas.

Segundo Neves et al. (2011), J. mollissima e J. mutabilis (Pohl) Baill séo
espécies autocompativeis, mas dependem de vetores de podlen, e por isto a
xenogamia € o unico modo de reproducdo. Entretanto, isto ndo exclui a
possibilidade de endogamia, j& que seus principais polinizadores sdo as
abelhas Apis melifera, que tendem a se deslocar por individuos proximos

(NEVES e VIANA, 2011).

Testes com espécies congéneres vém sendo feitos, a exemplo de Basha e

Sujatha (2009), que utilizaram J. gossypiifolia L., J. maheshwari Subram e J.



integerrima Jacq. com retrocruzamentos envolvendo J. curcas e obtiveram
ganhos no teor de lipidios totais e tamanho médio das sementes. Contudo, ndo
foram identificados cruzamentos interespecificos utilizando J. mollissima na

literatura.

A caréncia de estudos voltados para o entendimento da variabilidade nos
genotipos especificos de J. mollissima existentes pode ser um grande fator
limitante para a sua insercdo em programas de melhoramento do pinhao
manso, a partir de hibridacdo interespecifica, dada a proximidade genética
entre as espécies e suas importantes caracteristicas de adaptabilidade e

resiliéncia as condi¢des severas tipicas do Nordeste brasileiro.

ApOs a analise dos marcadores nucleares e plastidiais utilizados neste
trabalho, é possivel inferir que os loci microssatélites mjCENA 41, mjCENA 11,
JCT 31 e JCT51, o espacador ITS e os loci rpL32- trnL, trnH-psbA, rpL16 intron
sdo regides de consideravel polimorfismo para a espécie J. mollissima, com
grande potencial para caracterizacdo genética de populacdes naturais e
bancos de germoplasma. Os resultados aqui apresentados indicam pela
primeira vez na literatura, regides de DNA informativas para a utilizagdo em
estudos genéticos com a espécie, permitindo 0 enriquecimento das

informacdes disponiveis acerca do género Jatropha.
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Capitulo 3: Filogeografia de uma espécie endémica da Caatinga (Jatropha

mollissima Pohl Baill), regido semiarida no Nordeste do Brasil.

LEAL, Leilane E.
DE CASTRO, Renato D.

VAN DEN BERG, C.

1 INTRODUCAO

A crescente utilizacdo do petréleo como fonte de energia tem significativa
contribuicdo para o aquecimento global, em funcdo do aumento da
concentracdo de gases poluentes e consequente potencializacdo do efeito
estufa na atmosfera, e deste modo, é urgente a busca por alternativas em
fontes renovaveis de energia visando a sustentabilidade do planeta (KOGA et
al., 2006). Nesse contexto, duas espécies da Caatinga sdo consideradas
relevantes para a producao de 6leo ndo comestivel: Jatropha curcas L. e
Jatropha mollissima (Pohl) Baill (FRANCIS et al., 2005; SHAH et al., 2004)
regionalmente conhecidas como pinhdo manso e pinhdo bravo,
respectivamente.

Tem sido muito discutida a possibilidade de cultivo dessas culturas no
Nordeste, pois além de serem amplamente adaptadas a regido (FRANCIS et
al., 2005), se revestem de elevada importancia para o semiarido brasileiro, na
ocupacgdo de méao-de-obra e geracdo de renda, devido a possivel utilizacdo na
producéo de biodiesel (SILVA e TARGINO, 2013).

A Caatinga € um bioma exclusivamente brasileiro e ocupa o equivalente a 11%

do territério nacional, abrangendo os estados do Nordeste (Alagoas, Bahia,



Ceara, Maranhdo, Pernambuco, Paraiba, Rio Grande do Norte, Piaui e
Sergipe), além do norte de Minas Gerais (HAUFF, 2010). Contudo, segundo
Tabarelli et al.(2000), esta regidao tem sido pouco estudada diante do seu
grande potencial, e por isto, a sua diversidade biolégica pode estar sendo
subestimada. Jatropha mollissima destaca-se neste contexto pela ampla
distribuicdo e adaptabilidade a esse bioma marcado por diversas areas de
solos degradados, com restricbes hidricas permanentes e condicbes

morfoclimaticas severas (ARAUJO, 2011).

Alguns estudos discutem a baixa diversidade genética encontrada em ensaios
com J. curcas a partir de marcadores moleculares (MONTES et al., 2004;
ROSADO et al., 2010; SUN et al., 2008), indicando a necessidade de se iniciar
investigagBes mais aprofundadas, visando a ampliagdo da base genética e a
variabilidade no género Jatropha L., que pode ser possivel por genes de

interesse oriundos de espécies correlatas.

A utilizacdo simultdnea de marcadores de DNA plastidiais e nucleares, em um
contexto filogeografico, pode se tornar uma excelente ferramenta na
reconstrucao da historia demogréfica de um grupo, além de auxiliar a distincao
dos efeitos do fluxo génico via podlen versus fluxo génico via sementes na
formacdo da estrutura populacional atual (PALMA-SILVA et al., 2009;

PINHEIRO et al., 2011).

Recentemente, foram divulgados estudos relevantes envolvendo a filogeografia
de J. curcas (SUDHEER-PAMIDIMARRI e REDDY, 2014) e Jatropha

gossypiifolia L. (PRENTIS et al., 2008), onde no primeiro foram utilizados



marcadores RAPD e AFLP, comparados com DNA nuclear, enquanto no
segundo analisaram marcadores SSR plastidiais, porém, até o momento ndo
existem estudos relatando a utilizacdo de J. mollissima neste tipo de
abordagem, nem sobre os seus padrdes de diversidade genética inferidos por
marcadores moleculares. Nesse sentido, o presente trabalho tem como
principal objetivo investigar os padrdes filogeograficos no Nordeste brasileiro de
uma espécie endémica da Caatinga, a J. mollissima, a partir de informacdes

obtidas com o uso de marcadores plastidiais e nuclear.



2 MATERIAIS E METODOS

Foram coletadas folhas expandidas de 96 individuos, acondicionadas em gel
de CTAB 2% (VAN DEN BERG, 2005), que representam um total de 12
populacdes amostradas em uma zona de distribuicdo geografica de Jatropha
mollissima no Nordeste brasileiro, conforme descrito na Tabela 1 e no mapa da

Figura 1.

Tabela 1: Caracterizagdo geografica dos locais de coleta das 12 populagbes de Jatropha

mollissima no semiarido nordestino.

Populagdo Locais de Coleta Estado Latitude Longitude Altitude(m)
(P)
1 Cipé BA -11.318 -38.747 132
2 Rafael Jambeiro BA -12.408 -39.134 238
3 Macambira SE -10.688 -37.684 282
4 llha do PE -9.471 -40.605 353
Rodeadouro
5 lati PE -0.172 -36.963 487
6 Catolé do Rocha PB -6.732 -37.878 272
7 Campina Grande PB -7.469 -35.763 551
8 Delmiro Gouveia AL -9.451 -38.422 256
9 Sao Jose do RN -6.329 -35.865 149
Campestre
10 Goianinha RN -6.478 -35.077 19
11 Missao Velha CE -7.362 -39.233 360

12 Milagres CE -7.254 -39,859 323
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Figura 1: Mapa hipsométrico da regido Nordeste do Brasil, exibindo populagdes de Jatropha

mollissima amostradas na regido de Caatinga, Semiarido nordestino. Os numeros

correspondem aos locais de coleta de acordo com a Tabela 1.

Brasil (1972) indica que a vegetacdo que compde o semiarido nordestino pode
ser classificada segundo o seu grau de aridez em Floresta Subcaducifdlia,
Floresta Caducifélia, Caatinga Hipoxerdfila e Caatinga Hiperxerdfila. J& Chaves
et al. (2008) sugerem uma classificacdo baseada no arranjo estrutural da
populacdo das plantas quanto a altura e ao grau de recobrimento do solo pela
vegetacdo, e propdem diferentes classes de vegetacdo, identificadas como
Arborea, Subarbdrea, Arbustiva e Subarbustiva, e que foram adotadas como

modelo no presente trabalho.



Extracéo

O DNA genbmico foi extraido utilizando-se uma modificacdo do protocolo
CTAB 2X descrito por Doyle e Doyle (1990). As modificagBes incluiram
lavagem inicial com STE (Sacarose Tris-EDTA) para reduzir a quantidade de
polissacarideos e retirada do NaCl; ap6s a extracdo, as amostras foram

diluidas 10X, e armazenadas em biofreezer a -80° C.

Amplificacdo via PCR

Foram utilizados os marcadores de DNA cloroplastidial (rpL32-trnL e psbA-
trnH) e uma regido de DNA nuclear (ITS). Para amplificacéo, foi utilizado o kit
Top Tag Master Mix (Qiagen) e pares de primers para cada uma das regides
de interesse (SHAW et al.,, 2007; ALDRICH et al.,, 1988; DESFEAUX et al.,

1996).

As reacgles foram realizadas em um volume total de 10uL, utilizando o Kit de
amplificacdo TopTag Master Mix (Qiagen), enquanto para o par de iniciadores
ITS (17SE: ACGAATTCATGGTCCGGTGAAGTGTTCG e 26SE:
TAGAATTCCCCGGTTCGCTCGCCGTTAC), o volume total das reacdes foi de
15ul, com concentracao final de 1x do tampéao de reacao, 2,5 mM MgCI2, 171
mM dNTPs, 0,5 pM primers a 15pmol/ul cada, 1,25 unidades de Taq
polimerase (Phoenix) e os aditivos betaina 1M, 1 yg BSA e DMSO (2%) e
aproximadamente 2 ng do DNA gendmico, conforme condicbes de PCR

descritas na Tabela 2.



Tabela 2: Condicbes de PCR utilizadas para regides de DNA plastidial e nuclear nos

experimentos com Jatropha mollissima.

CICLOS NA

REGIAO DESNATURACAO AMPLIFICACAO AMPLIFICACAO EXTENSAO
rpL32- 80°C(5 min) 95°C(1 min) + 51°C(1 30 65°C
trnL min) + 65°C(4 min) (5 min)
psbA-trnH 80°C(2 min) 95° C(1 min) + 53°C (1 30 65°C
min) + 65°C(2 min) (5 min)
ITS 94°C(3 min) 94°C(45s) + 54°C(1 min) 28 72°C
+72°C(1 min 30s) (7 min)

Os produtos de PCR foram quantificados em gel de agarose 1% com tampéao
Sddio Borato (BRODY e KERN, 2004), por 60min a 100V, 80W, em fonte
eetroforética e fazendo uso do marcador de peso molecular 100pb Ladder
(Invitrogen). O gel foi corado com brometo de etidio (4uL/mL) e as bandas
visualizadas em transluminador de luz ultravioleta (UV), e apds esta etapa, os
fragmentos foram purificados com precipitacdo por polietilenoglicol (20%
Polietilenoglicol 8000 / NaCl 2,5 M) e requantificados em NanoDrop (Thermo
Fisher Scientific Life), para mensurar a concentragdo de DNA em ng/uL em
cada reacdo; os fragmentos entdo foram sequenciados bidirecionalmente com
o kit Big Dye 3.1 (Applied Biosystems) no sequenciador automéatico ABI3130

XL.

Selecéo de Loci Polimorficos

Os eletroferogramas obtidos foram editados e conferidos manualmente com o
programa Pre-Gap 4 e Gap4 do pacote STADEN (STADEN et al., 2000). A
partir das sequéncias consolidadas, as matrizes foram construidas e alinhadas
através do software MEGA 6 (TAMURA et al., 2014) com o algoritmo de

alinhamento MUSCLE (EDGAR, 2004), seguidos de correcdo manual. A



deteccdo dos sitios polimérficos, niumero de polimorfismos e quantidade de

haplétipos gerados foi realizada no DnaSP 5.10 (LIBRADO e ROZAS, 2009).

Disperséao de fluxo génico

Para avaliar a magnitude do fluxo génico em J. mollissima, foram realizadas
estimativas indiretas com base nos indices de variancia molecular (AMOVA)
aplicados a formula de Ennos (1994), que calcula a proporcédo de dispersdo
preferencial pdlen-semente para dada espécie a partir dos valores combinados

de Fst (nesse caso, ITS e marcadores plastidiais).

Andlise da filogeografia

As relacdes filogenéticas entre os diferentes padrbes de bandas (haplétipos)
encontrados em uma espécie podem ser inferidas com base na construcao de
redes de hapl6tipos ou networks (BANDELT et al., 1999). Para isso, 0 DNASP
foi utilizado para a construcdo de um histograma (Mismatch distribution) que
representa a distribuicdo das diferencas genéticas entre os haplotipos
encontrados, enquanto o algoritmo Median-Joining (MJ) (Bandelt et al., 1999),
disponivel no programa NETWORK v.4.6.1.0 (Fluxus Technology Ltd.), foi

utilizado para identificar os principais haplogrupos.

As diversas analises interpopulacionais foram feitas utiliando o software
ARLEQUIN versao 3.5.1.2 (EXCOFFIER e LISCHER, 2010). Dentre elas esta a
analise de variancia molecular (AMOVA), para avaliar a estruturacdo genética

entre os grupos. Foram calculados os valores de diferenciagdo entre as



sequéncias utilizando-se o modelo de Distancia Par a Par (parametros sem

corregcdo de gamma e com 10.000 permutacdes).

Para as analises de estruturacdo genética das populacdes, foi realizada uma
andlise Bayesiana utilizando o STRUCTURE 2.3.4 (PRITCHARD et al., 2012)
para inferir o nimero de agrupamentos genéticos nas populagfes amostradas.
Neste caso, cada sitio polimérfico nas sequéncias foi considerado um loco de
SNP (Single Nucleotide Polymorphism) com até 4 alelos (A, C, G ou T). O
namero de populagbes presumidas (K) foi testado de K=1 a K=12 e cinco
corridas independentes foram feitas para cada K. Cada corrida conteve 100 mil
cadeias de burnin inicial e 500 mil cadeias ap6s o burnin, com Modelo
Admixture e parametro alpha inferido durante as analises, além do modelo de
frequéncias alélicas correlacionadas, com lambda inferido. Apos a corrida, o
ndmero de grupos foi selecionado pelo método Delta K de Evanno (EVANNO et
al.,, 2005), usando o software STRUCTURE HARVESTER (EARL e

VONHOLDT, 2012).

Arvores filogenéticas foram construidas com algoritmo de agrupamento
Neighbor Joining, a partir dos valores de distancias genéticas Fst par-a-par

para cada regido, com enraizamento pelo método do ponto médio.

Para datacdo molecular dos haplétipos, foi utilizado o software BEAST 1.8.2
(DRUMOND et al., 2012), com uma matriz de 24 haplotipos obtidos com a
regido ITS, além de sequéncias de ITS de Jatropha ribifolia (Pohl) Baill, J.
mollissima, Jatropha mutabilis (Pohl) Baill e Jatropha podagrica (Hook) geradas

para esse trabalho, e mais amostras de J. curcas, Jatropha tanjorensis



(J.L.Ellis & Saroja), Jatropha integerrima (Jacq), Jatropha glandulifera (Roxb),
Jatropha multifida L. e Jatropha gossypifolia L. obtidas no Genbank. As
sequéncias de plastideo ndo foram utilizadas devido a indisponibilidade no
Genbank para vérias das outras espécies de Jatropha e principalmente dos

outgroups onde foi feita a calibragao.

Para calibracdo de datas, foram selecionados trés grupos externos, com base
nos trabalhos de Berry et al. (2005), que indicam a posicdo de Jatropha
préoxima dos géneros Croton L., Brasiliocroton P.E. Berry & Cordeiro e Sagotia
Baill. Com base nesse mesmo trabalho, foi escolhida uma distribuicdo anterior
para o no separando Jatropha dos outgroups de 75 milhdes de anos, e desvio
padrdo de 2 milhdes de anos. Na andlise foi forcado o monofiletismo do género

Jatropha, e dos haplétipos de J. mollissima.

O modelo utilizado foi HKY, frequéncias de base estimadas, Gamma e
invariantes, e o modelo de especiagcdo de coalescente, ja que 0O nOSSO
interesse € especificamente nas datas dos haplétipos dentro da espécie. Foram
feitas 50 milhdes de cadeias com uma arvore amostrada a cada 1000 e apos a
corrida, o log foi processado no TRACER 1.6( RAMBAUT et al., 2013), para

verificar a convergéncia e ESS (Estimated Sample Size).

Foi escolhido um burnin de 5 milhdes de cadeias (5000 arvores), sendo todos
0S parametros convergentes, e com ESS maior que 200. O consenso foi
produzido com o mesmo burnin no software FIGTREE 1.4.2 (RAMBAUT,

2014), e editado no programa INKSCAPE 0.91.



O modelo IBD (isolamento por distancia) foi investigado pelo teste Mantel (Fst
versus distadncia geografica) para analisar o efeito da genética sobre a
distribuicdo geografica. Uma regressdo do eixo principal reduzida (RMA) foi
usada para calcular o declive para o teste de IBD baseado no software online

IBDWS 3.23 (disponivel em http.//ibdws.sdsu.edu/~ibdws/).

A fim de investigar a histéria demografica de J. mollissima, foi realizada uma
analise Bayesian Skyline plot (DRUMMOND et al., 2005), onde foram utilizadas
para coalescéncia os 24 hapldétipos de ITS. Foram corridas 50 milhdes de
cadeias de Markov (MCMC), amostrando a cada 1.000 arvores, usando BEAST
1.8.2 (DRUMMOND e RAMBAUT, 2007; DRUMMOND et al., 2012), usando o
modelo de evolugdo HKY+I+G. A todas as extremidades foi atribuida a data O,
e assumido um relégio molecular estrito, com a taxa de evolugdo do ITS fixada
em 2.4788 x 10E-09, calculada a partir da analise de datacdo dos haplétipos, e
subdivisdo em 6 periodos de tempo. Os dados foram entdo testados para
convergéncia, o que indicou um burnin de 5.000 arvores (referente a 5 milhdes
de estados da cadeia MCMC), e as arvores restantes foram utilizadas para

calcular o Skyline com o software TRACER 1.6 (RAMBAUT et al., 2013).

A analise de tamanhos efetivos populacionais e taxas de migragao foi feita no
software MIGRATE-N 3.6.1(BEERLI, 2004). Foram utilizadas as 96 sequéncias
de ITS para as 12 populagdes. O modelo utilizado foi o K84, unico disponivel
no programa, com frequéncias de base e Kappa estimados dos dados. O
modelo utilizado foi de isolamento por distancia, com 12 parametros de
tamanho efetivo populacional e taxas de migragdo assimétricas entre todos os

pares possiveis de populag¢des (portanto 132 taxas de migragao), utilizando



uma matriz geografica com as distancias entre as populagdes como pesos. A
corrida MCMC foi feita com 10.000 passos de burnin e 30.000 de amostragem.
Como valores iniciais de diferenciacdo, foi tomado um valor similar ao Fst

(BEERLI e FELSENSTEIN, 1999).

Foram corridas quatro cadeias com diferentes temperaturas (4.0; 1.5; 3.0;
1000000.0), conforme sugerido pelo manual do programa, e apos as corridas,
foram examinados valores de convergéncia e ESS, e estimados os parametros.
Para o calculo do tamanho efetivo populacional (Ne), foi usado o calculo
Ne=theta/4dmu (para dados nucleares dipléides), onde theta € o parédmetro
calculado pelo programa, e mu a taxa de mutagéo por geragéo. Para tanto foi
assumida uma taxa de mutacédo/ano de 2.4788 x 10E-9, calculada na analise

de datacado, e um tempo de geracéo de 5 anos.

Para calculo das taxas de migracdo (Nm) entre os pares de populagdes,
utilizamos Nm= theta X m, onde o theta utilizado é aquele da populagao que
recebe os migrantes; depois disso, foi estruturado um grafico exibindo o
tamanho efetivo populacional em escala logaritmica na base 10 em fungao do
tempo, utilizando o pacote R incluindo intervalos de confianca de 95% do

tamanho efetivo populacional ao longo do tempo.



3 RESULTADOS

As doze populacbes de Jatropha mollissima coletadas na regido Nordeste
encontram-se na zona de ocorréncia da espécie, segundo o sistema de
informacdes taxonémicas e geogréficas, o Lacunas de Conhecimento da Flora
e dos Fungos do Brasil (CANHOS et al., 2014), as quais possuem condi¢des

edafoclimaticas singulares.

A partir da subdivisdo da Caatinga em Ecorregides apresentada por Velloso et
al. (2002), as populacdes de J. mollissima amostradas neste estudo poderiam
ser enquadradas basicamente em trés grandes subgrupos: a Depresséo
Sertaneja Meridional abrangeria as Popula¢des P1, P2, P3, P4 e P5, com
extensas planicies baixas, solos profundos com fertilidade baixa e vegetacdo
arbustiva e arbbérea, a mesma encontrada na Depressao Sertaneja
Setentrional, mas que possui solos rasos, pedregosos e de fertilidade média-
alta, onde foram amostradas P6, P7, P9, P10, P11 e P12, enquanto no Raso
da Catarina estaria compreendida P8, numa zona com bacia de solos muito
arenosos, profundos e pouco férteis, com relevo plano e vegetacao

predominantemente é arbustiva.



Analises Genéticas

Os parametros de polimorfismo observados nas regides nuclear e plastidiais

sao apresentados na Tabela 3.

Tabela 3: Pardmetros de polimorfismo observados nas regifes ITS e plastidiais, analisadas

nas populacfes amostradas de Jatropha mollissima.

ITS Plastidiais
N (tamanho amostral) 96 96
Quantidade de Sitios 547 1.607
N° de Sitios Polimérficos 21 39
N° de Haplétipos (Hp) 24 51
Div. Haplotipica (Hd) 0,7325 0,9581

Div. Nucleotidica (1) 0,00336 0,00496
Teste D de Tajima -2,258 -1,254

Teste de Fu & Li -1,447 -0,114

Nas doze populacdes amostradas, as regides plastidiais combinadas possuem
quantidade expressiva de haplétipos (Hp= 51) com Diversidade Haplotipica
(Hd=0,9581), muito superior a regido nuclear (Hd= 0,7325). Os valores
absolutos de Hd e 1 para cada uma das populagbes estdo expressos
comparativamente na Tabela 4 e ambos os testes de neutralidade (Teste D de
Tajima e Fu & Li) indicaram valores negativos para as populacbes de J.

mollissima amostradas.



Tabela 4: Diversidade Haplotipica (Hd) e Nucleotidica (11) das doze populagdes para as regifes

nuclear (ITS) e plastidiais, onde S é o desvio padrao amostral.

ITS PLASTIDIAIS

Populagéo Hd m Hd m
P1 0,250 0,001 0,643 0,001
p2 0,857 0,011 0,929 0,002
P3 0,250 0,001 0,643 0,001
P4 0,000* 0,000* 0,964 0,002
P5 0,643 0,006 0,464 0,002
P6 0,250 0,000 0,857 0,002
pP7 0,643 0,004 0,964 0,002
PS8 0,000* 0,000* 0,893 0,004
P9 0,000* 0,000* 0,786 0,004
P10 0,250 0,001 0,964 0,009
P11 0,250 0,001 0,893 0,011
P12 0,853 0,010 0,964 0,004

Média 0,472 0,004 0,830 0,004

S 0,273 0,004 0,164 0,003
*ndo singnificativo para P<0,001

Os dados exibidos na Tabela 4 indicam que a Diversidade Haplotipica nas 12
populacdes amostradas variou de 0,25 a 0,857 na regido nuclear, enquanto foi
de 0,464 a 0,964 na regido plastidial. Neste estudo, ndo foi possivel detectar
variacbes dentro de algumas destas populacdes (valores nédo significativos
para P<0,001), mas de modo geral, a maior diversidade foi verificada nas

populacdes P2, P7 e P12.

Os resultados da andlise molecular de variancia (AMOVA) sao apresentados

na Tabela 5.



Tabela 5: AMOVA comparativa entre os marcadores plastidiais e nuclear em populac6es de J.
mollissima, onde (Gst) é relagdo entre diversidade genética entre populacdes e a diversidade

genética total.

ITS Plastidiais

Variagdo entre Populagdes (%) 12,9500 14,2400
Variacdo dentro das Populacdes (%) 87,0500 85,7500
Diversidade Genética (Gst) 0,3048 0,0936
indice de Fixac&o (Fst) 0,1290 0,1420

Analisando as regifes plastidiais, e comparando par a par as doze populacdes,
encontramos valores de Fst variando de ~0,005 a 0,446. A partir destes
valores, foi possivel avaliar indiretamente a estratégia de disperséo preferencial
da espécie, e com o0 uso combinado dos marcadores de DNA, encontramos o
valor de 0,54 (54%), indicando que o fluxo génico via polen tem praticamente a
metade da eficiéncia do fluxo via semente em J. mollissima, em termos

relativos.

Os histogramas apresentados na Figura 2 foram estruturados a partir de uma
andlise par a par, onde as curvas remetem as diferencas entre os pares de
individuos (mismatch distribution), e podem indicar a ocorréncia de expansao
populacional recente, 0 mesmo podendo ser sugerido pela estrutura da rede de

haplétiplos vislumbrada no NETWORK da Figura 3.
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Figura 2: Histograma indicando as diferencas par-a-par observadas e esperadas entre as
sequéncias de Jatropha mollissima encontradas nas regifes (a) ITS e (b) plastidiais.
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Figura 3: Median-joining network dos haplétiplos de 12 populacdes de J. mollissima

encontrados em regides de DNA nuclear (a) e plastidial (b).
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As redes de haplotipos nas regibes de DNA plastidiais evidenciaram
estruturagcdo genética moderada entre as populacbes amostradas, com a
presenca de diferentes hapldtipos ancestrais nas regides nucleares e
plastidiais. De forma geral, as populacdes que compartiham a maior

quantidade de haplétiplos em ambas as regides sao P2, P7 e P12.

Analises de Estruturagéo Populacional

As estimativas Delta-K indicam o numero étimo de populacgdes, inferidas pelo
STRUCTURE HARVESTER, e apontam que o numero 6timo de subpopulacdes
variou de acordo com a regido de DNA analisada. Delta K é inferido com base
na média da primeira ordem de mudangas das estimativas “likelihood”, dividido

pelo desvio padrao da segunda ordem de mudancas (Figura 4).
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Figura 4: Estimativa Delta do nhumero 6timo de para dados de ITS e valores de Delta (K),
segundo correcdo de Evanno et al (2005) assumidos para as regibes I1TS(a), plastidiais (b) e

combinados (c) em dados de sequéncia para 12 populagdes de Jatropha mollissima.

Essas estimativas foram utilizadas para a construcdo das representacdes bar
plot que graficamente exibem um resumo de estimativas de Q (eixo Y) para
dados de plastidio e dados combinados (nuclear e plastidiais), onde K é o
numero 6timo de populacbes. O valor de Q corresponde a pureza dos
individuos das localidades em relagdo aos grupos genéticos apresentados
pelas diferentes cores, ou seja, fornece informacdes sobre a fracdo do genoma

dos individuos que podem pertencer a cada uma das subpopulacdes K (eixo

X), e isto pode ser melhor visualizado na Figura 5.



(b)

Figura 5: Representacéo bar plot populacional dos diferentes agrupamentos genéticos gerados
pela analise Bayesiana no STRUCTURE, correspondentes a populagbes de Jatropha
mollissima, baseados em informac¢@es de dados de ITS com K=3 (a), plastidiais com K=2 (b) e

combinados com K=2 (c).

Os resultados apresentados pelo STRUCTURE nos permitem inferir a
presenca de 3 clusters( K= 3 na regido ITS) e K=2 tanto para dados plastidiais
guanto para combinados( plastidiais e ITS), de acordo com o maior valor de
Delta K apresentado para cada regido e/ou conjunto de regides. A regiao ITS,

com K=3 parece ter sido a que conseguiu 0 melhor esboco de estruturacdo



populacional, agrupando predominantemente populacdes P1, P3 e P4 em um
primeiro grupo, as populacdes P6, P7, P8, P9, P10 e P11 no segundo grupo, e

populacdes P2 e P12 em um terceiro grupo de identidade genética.

Esses dados sao relativamente similares aos encontrados pelo agrupamento
Neighbor Joining, nas arvores de dados combinados (nuclear e plastidial), ITS

e plastidiais, exibidos na Figura 6 (a), (b) e (c) respectivamente.

(a) (b) (c)

Figura 6: Arvores filogenéticas geradas a partir do algoritmo de agrupamento Neighbor-Joining
sobre disténcias Fst par-a-par, e enraizamento pelo método do ponto médio para as 12
populacdes de Jatropha mollissima, baseados em informacdes de dados de ITS (a), plastidiais

(b) e combinados (c).

A analise do dendograma originado do agrupamento com base nas distancias
genéticas resultou na formacdo de grupos distintos, dependendo do marcador
ou combinacdo utilizada. Em uma observacdo mais criteriosa, € possivel
verificar que as populagdes P11 e P12, encontram-se agrupadas na maioria
dos casos, e que as populacbes P2, P5 e P8 estdo mais proximamente

relacionadas. Embora localizadas no mesmo estado da PB, as populacdes P6



e P7 parecem distantes geneticamente, o0 mesmo ocorrendo com as

populacées de estados préoximos (BA e SE), como é o caso de P1 e P3.

Os dados apresentados na Figura 6 também indicam que a arvore que mais se
assemelha a estrutura populacional ideal inferida no STRUCTURE, é a de
dados das regifes plastidiais (Figura 6b), porém, é possivel observar variacdes
significativas nos agrupamentos formados com diferentes marcadores. Torna-
se necessario, nesse contexto, ressaltar que estamos comparando resultados
obtidos por métodos distintos, em que o STRUCTURE se baseia em critérios
de verossimilhanga, onde as diferengas entre as moléculas sdo consideradas
como uma série de variaveis descontinuas, e Neighbor-joining, em que as
diferencas entre duas sequéncias sdo reduzidas a uma sé variavel (humero de

diferencas) e suas relagdes evolutivas ndo séo consideradas (MATIOLI, 2001).

Fluxo Génico

Considerando uma geracdo de 5 anos, foi possivel identificar o numero de
migrantes (Nm) em cada uma das doze populacbes de J. mollissima
amostradas, e o0s valores mais significativos foram ilustrativamente

representados na Figura 7.
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Figura 7: Representagdo ilustrativa das maiores taxas de fluxo de migrantes obtidas nas 12
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populacdes de J. mollissima na Caatinga. O sentido das setas ilustra o sentido da migracéo
entre as populagdes e os valores representam as taxas de migragao, ou niumero de migrantes

(Nm) em uma geragéo de 5 anos.

Foram encontradas diferencas bastante significativas no fluxo génico entre as
populacdes amostradas. O numero de migrantes (Nm) partindo das popula¢cdes
P1 a P7 em direcdo a P4 a P10 foi na grande maioria dos casos alto, atingindo
o valor maximo de P7 para P11, com Nm= 9,34, ao contrario das Populacfes
P8, P9, P10, P11 e P12 que apresentam em geral poucos migrantes em
direcdo as demais, com valores frequentemente menores que 1, indicando
fluxo génico reduzido entre estas populacbes, calculado pela abordagem
bayesiana; nos chama a atencdo também o fato do Nm para P8 ser menor do
que 1 considerando todas as outras populacdes, sendo nulo (Nm=0) o fluxo de

P5, P9, P10, P11 e P12 para P8, segundo inferéncias do MIGRATE.



Relacéo entre Distancias Genéticas e Geograficas

Com base nos graficos de regressédo obtidos com o teste Mantel apresentados
nas Figuras 8 e 9, observa-se que nao foi possivel estabelecer uma correlagcéo
positiva com significancia estatistica (P<0,05) entre as distancias geograficas
das populacbes de J. mollissima e suas respectivas distancias genéticas

representadas pelos valores de Fst nas regides ITS e plastidiais.

y = 1E-04x + 0,0471

R?=0,0181
0,500 P=0,162
0,400 - *» ¢
2 0,300 + ® O o o o 2
* 0,200 - oY
00 & 00 M oo .
0,100 - /3/0/ —Linear (Y)
0,000 —o-SeMBEPARBING 90—

0,000 200,000 400,000 600,000 800,000 1000,000
Dist. Geog.

Figura 8: Regressao entre distncia geografica e distancia genética (Fst) em populacdes de

Jatropha mollissima observada na regido ITS.
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Figura 9: Regresséo entre distancia geografica e distancia genética (Fst) em populacdes de

Jatropha mollissima observada nas regifes plastidiais.



Os dados aqui apresentados coincidem com o0s agrupamentos obtidos pela
observacdo das arvores filogenéticas geradas a partir do algoritmo de

agrupamento Neighbor-Joining citados na Figura 6.

Datacao Molecular

De acordo com a datagao gerada a partir das sequéncias de ITS exibida na
Figura 10, a divergéncia entre o grupo mais basal, representado por Jatropha
mollissima e J. mutabilis, parece ter ocorrido ha 10 milhdes de anos (Ma) no
Mioceno, enquanto a diversificacdo dos haplotiplos de J. mollissima datam do

inicio do Plioceno, a 5 Ma.
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Figura 10: Arvore de méaxima credibilidade do BEAST 1.8.2, mostrando a idade de 24

haplétipos de Jatropha mollissima e grupos externos. Os valores da probabilidade posterior sdo
indicados nos nés, e a barra inferior indica a idade em milhdes de anos atras. As barras azuis

indicam o intervalo de confianca de 95% das datas.



A espécie mais proxima a J. mollissima parece ser J. mutabillis, uma espécie
também endémica, e nativa do semidrido baiano, mas com caracteristicas
morfologicas bem distintas de todo o grupo, sendo o clado que inclui J. curcas

um dos mais distantes geneticamente.

A despeito da distribuicdo temporal intraespecifica dos haplétiplos entre as
populacbes amostradas, é possivel notar que P1l, P2, P3, P4, P5 e P12,
localizadas nos estados BA, SE e PE parecem ter se estabelecido mais
primariamente, comparadas as demais populacdes dos estados de PB, AL e

RN e CE por exemplo.

Reconstrucdo Demografica

A partir dos 24 haplétipos obtidos com o marcador ITS, € possivel observar que
o tamanho efetivo das populacbes de J. mollissima na Caatinga em uma
geracdo de 5 anos é elevado (Tabela 6) variando de aproximadamente 10 mil

em P8, a pouco mais de 1 milhdo de individuos na P 11.



Tabela 6: Tamanho efetivo populacional exibido por J. mollissima considerando uma geracao

(5 anos) na regido da Caatinga, onde (o) é o desvio padrao populacional.

Populacao Ne
P1 950.661,6
P2 187.187,3
P3 678.352,4
P4 677.343,9
P5 876.028,7
P6 1.154.389,2
P7 970.832,7
P8 10.690,7
P9 999.072,1
P10 901.242,5
P11 1.039.414,2
P12 753.993,9
Média 766.600,8
o 344.776,0

A despeito da reconstrucdo demografica dos ultimos 5 Ma exibida no gréfico
do Skyline bayesiano da Figura 11, demonstra que J. mollissima teve um
episddio marcante de expanséo populacional significativa por volta de 2 Ma,
atingindo o pico maximo a 1Ma, no Pleistoceno. Isso € similar a expansao

inferida nos mismatches de haplétipos (Fig. 2).
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Figura 11: Reconstru¢do da histéria demogréfica de J. mollissima. O gréfico representa a
reconstrucdo bayesiana da histéria para todas as 12 popula¢bes da espécie. A linha sélida
central representa o tamanho efetivo populacional médio (Ne) e as linhas acinzentadas

representam o intervalo de 95% de probabilidade da densidade.

Os valores negativos e significativos para a regido ITS nos testes de
neutralidade apresentados nas analises de diversidade genética, aliados aos
picos exibidos nos graficos de Mismatch Distribution podem corroborar a
possibilidade de expansdo populacional recente no grupo, observada na

reconstrucao histérico- demogréfica de J. mollissima na Caatinga.



4 DISCUSSAO

Diversidade Genética

As diversidades haplotipica (Hd) e nucleotidica (1) encontradas neste estudo
séo relativamente elevadas quando comparadas a outras espécies de plantas,
também de regides aridas, a partir de marcadores de DNA plastidial, mesmo
com ocorréncia geografica mais ampla do que J. mollissima (AMBROSI et
al.,2010, WUYUN et al.2015; NISTELBERGER et al. 2015). Estudos com
Camellia taliensis (Theaceae), amplamente distribuida na China, indicam uma
média de Hd= 0,841 e m=0,0047 na regiao rpl32-trnL- enquanto para Lycium
ruthenicum (Solananeae), Chen et al. (2014) encontraram valores maximos de
Hd=0,696 e 1m=0,0015 utilizando uma analise combinada de psbA-trnH e rps16-
trnQ, além de Cosacov et al. (2010) que indicaram para Calceolaria polyrhiza

(Calceolariaceae) Hd=0,74 e 11=0,0499 na regido psbA-trnH.

Observando comparativamente as populagbes, e baseado nos marcadores
plastidiais e nucleares, é possivel inferir que dentro das populacfes a variacao
genética € de 85% e 87% respectivamente. Su e Zhang (2013) encontraram
maiores variacdes ente populacdes de Nitraria sphaerocarpa (Nitrareaceae),
algo em torno de 95% utilizando psbA-trnH, enquanto Vieira et al. (2015)
encontraram valores de diversidade entre as populagdes variando de 6 a 15%
em Ficus bonijesulapensis (Moraceae), em florestas tropicais da América do

Sul.



A partir dos dados de diversidade genética, é possivel inferir que a regido ITS é
a de menor diversidade genética e haplotipica, enquanto rpL32-trnL representa
a de maior diversidade. Ram et al.(2008), em um trabalho relacionando J.
curcas a sete outras espécies de Jatropha (J. ramanadensis, J. gossypiifolia, J.
podagrica., J. tanjorensis, J. villosa, J. integerrima e J. glandulifera),
encontraram resultados similares de diversidade genética, variando de 0,00 a
0,88, indicando alto nivel de variacdo entre os gendtipos analisados, enquanto
Chen et al. (2014) sugerem Hd= 0,733 de Lycium ruthenicum em regides

desérticas.

Os dados obtidos neste estudo revelam o potencial das regides plastidiais e
nucleares como locos de variabilidade intraespecifica, sobretudo para
populacdes de J. mollissima que exibem padrées claros de polimorfismo,
principalmente na regido rpL32-trnL. Espécies com ampla distribuicdo
geografica tendem a apresentar valores de diversidade mais elevados
(NYBOM, 2004), pois geralmente refletem os efeitos de eventos evolutivos
progressivos e a longo prazo, como por exemplo, o surgimento de mutacgodes,
extincdo de populacdes intermediarias e restricdo de fluxo génico, durante
processos de expansao e colonizagdo das populagdes, sendo a diversidade
genética, portanto, também dependente do grau de isolamento das

populacoes.

Ainda sobre a diversidade genética das populagdes, os dados indicam que as
populacdes de J. mollissima com valores mais elevados parecem ser P2, P7 e
P11, e diversos fatores podem corroborar estes resultados. Em Rafael

Jambeiro-BA, a populagédo onde foram realizadas as coletas é bastante densa,



com uma quantidade de individuos bastante representativa, enquanto em
Campina Grande-PB (P7) representa a populagéo receptora do maior numero
de migrantes (Nm) oriundas de outras populacdes; e por ultimo, Milagres-CE se
destaca pela sua localizacao estratégica proximo as dunas do Sao Francisco,

verdadeiros corredores para a biodiversidade da Caatinga.

Quanto aos indices de fixacdo (Fst), estes refletem as distancias genéticas
entre populacdes, e no presente estudo, encontramos para as populacdes
amostradas um Fst= 0,1420, portanto uma estruturagdo moderada, na regido
plastidial. Liu et al.(2015) relataram valores de Fst em populag¢des de Ficus
pumila, praticamente idénticos ao encontrado para o marcador ITS neste
estudo em J. mollissima (Fst=0,129), enquanto indicaram (LIU et al., 2012)
altas taxas de diferenciagao entre populagdes de Camellia taliensis baseadas
na regiao rpL32-trnL. Em J. mollissima, a partir da analise dos marcadores
nucleares e dos espagadores plastidiais, nota-se que a distancia genética entre
as populagdes amostradas na Caatinga sao baixas quando comparadas a
estes e outros estudos, sobretudo aos resultados encontrados por Silva (2007)
que indica Fst=0,198 para Chamaecrista semafora, uma espécie endémica da

Serra do Espinhago.

Ecorregides da Caatinga e Estrutura Genética de J. mollissima

Estudos filogeograficos na Caatinga séo raros, tendo sido encontrados até o
momento apenas para espécies animais a partir de genes codificantes para
citocromo-oxidase (PELLEGRINO et al., 2005; MAGALHAES et al., 2014;

CARNAVAL, 2002), ndo sendo observadas inferéncias diretas quanto ao



numero 6timo de populacdes neste bioma. Em contrapartida, se avolumam os
estudos em zonas aridas ao redor do mundo, correlacionando inclusive a
estrutura genética interpopulacional a partir de marcadores moleculares

plastidiais e ITS (NISTELBERGER et al., 2015, GARRICK et al., 2009)

A partir dos dados obtidos com o STRUCTURE, assumindo K=3 como o
numero Otimo de populagcdes segundo o marcador ITS, uma possivel
correlacdo genética e ecogeografica pode ser inferida, & medida em que
verifica-se P1, P3 e P4, agrupadas em um mesmo cluster, e partiihando da
mesma ecorregidao de Depressdao Meridional, enquanto as populagbes
predominantemente localizadas na Depressao Sertaneja Setentrional,
aglomeram-se em um segundo grupo distinto. Contudo, € impossivel
estabelecer com clareza uma relacao de influéncia dos padrdes de distribuicdo
ecolégicos as quais as populacdes amostradas estdo submetidas, com a
estruturagcdo genética exibida por elas, levando em consideracdo uma
quantidade reduzida de marcadores de DNA, sem falar da grande

heterogeneidade geomorfoldgica e vegetacional marcantes desse bioma.

A Caatinga € caracterizada por uma ampla variedade de sistemas ecoldgicos,
dada pela sua diversidade vegetal, fruto da congruéncia de fatores geoldgicos
e climéaticos (RODAL et al., 2008), mas também diretamente modificada pelas
relacbes de interagdo dos sistemas bidticos, com fortes influéncias na
estruturacdo espacial das espécies. Observado a estrutura populacional
proposta para as regides plastidiais e combinado, assumindo em ambos os
casos K=2, percebe-se uma tendéncia a homogeneizacao da espécie na regido

amostrada, que pode ser melhor compreendida pela Analise Molecular de



Variancia, que indicam uma variagdo muito maior dentro das populacoes, do

gue entre elas, indicando moderada estruturacdo genética em J. mollissima.

Nesse sentido, € possivel que marcadores cpDNA, especialmente as regides
rpL32-trnL e psbA-trnH, sejam mais sensiveis e melhor utilizados na deteccdo
de polimorfismos no genoma de J. mollissima, ndo sendo tado eficazes em
estudos de filogeografia na espécie, o que pode ser justificado pela diferenca

nas taxas de evolucao e na herdabilidade dos marcadores testados.

Distancias geograficas somadas as caracteristicas singulares das formacdes
geomorfolégicas podem representar barreiras fisicas ao fluxo génico entre
determinadas popula¢cées. Ha de se considerar que J. mollissima possui ampla
distribuicdo no bioma, porém ocupa preferencialmente areas de menor altitude,

como pode ser visualizado no mapa da Figura 12.
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Figura 12: Mapa de relevo destacando ocorréncia de Jatropha mollissima na regido Nordeste

do Brasil.

Nas areas de estudo, a Cadeia do Espinhaco e o Rio Sdo Francisco podem
representar significativas barreiras para a comunicacdo génica entre as
populacdes, a0 mesmo tempo em que as Dunas do S&o Francisco,
caracterizada por baixas altitudes, podem servir como verdadeiros corredores

para a migracdo genética interpopulacional.



Fluxo Génico

Na grande maioria das populagbes amostradas, temos Nm>1, indicando que o
fluxo génico foi elevado o suficiente para prevenir diferenciagdo populacional
devido a deriva genética. Hernandéz (2014) encontraram valores de Nm=0,5
em populacdes de J. curcas oriundas de diferentes regides do Brasil, enquanto
Martins et al. (2007), analisando populacdes naturais de Anthonomus grandis
Boheman (Curculionidae) encontram Nm=3,84 na regido da Caatinga. A
andalise do Numero de Migrantes feita neste estudo com base apenas no ITS, é
congruente com o padréo inferido pelo STRUCTURE na mesma regido, que
assume K=3 agrupando individuos de populagcdes com Nm significativos,
pressupondo relativa homogeneidade genética nestes grupos. Além disso, a
quantidade de haplodtiplos compartilhados entre populacdes parece estar
diretamente relacionada ao Nm, de forma que quanto menor o numero de
migrantes, menor o fluxo génico e menos haplotipos relacionados serdo
observados nas populacdes-alvo, o que pode ser muito bem exemplificado pela
P8, enquanto receptora, que tem Nm<l1l e compartilha apenas um Unico

haplétipo com a P1 (Hap4), sendo todos os outros haplétiplos exclusivos.

No que tange as espécies aldgamas, espera-se que o fluxo génico seja
basicamente mantido pelo fluxo de pélen (DUMINIL et al., 2007), contudo, os
mecanismos de dispersdo de espécies naturais ainda nao foram
completamente elucidados, sobretudo, em regides de condi¢cdes extremas
como a Caatinga, onde fatores abidticos e bidticos podem interagir de forma

decisiva nos padrdes de dispersao de espécies.



Em J. mollissima este fato é ainda mais marcante, ja que a espécie possui
sementes grandes e pesadas, quando comparada a J. ribifolia, por exemplo,
limitando o0 seu raio de dispersédo. Portanto, espera-se que a maior fonte de
variacdo genética e de fluxo génico entre as populacdes de J. mollissima seja
via polen, o que pbéde ser observado no calculo de dispersdo preferencial
baseados em Fst apresentado neste estudo. Contudo, quando o movimento de
fluxo de polen é limitado, como parece ser o caso has populacdes amostradas
(representando apenas 54%), espera-se que individuos mais proximos
geograficamente, sejam também os mais aparentados geneticamente, o que s6
foi possivel observar utilizando uma andlise concatenada de marcadores
plastidiais, de origem unicamente materna, indicando correlagdo positiva entre
as distancias geograficas e genéticas nas populacbes de J. mollissima, néo
sendo observada em outras regides do genoma testadas. Moraes et al. (2005)
analisando Praecereus euchlorus e Pilosocereus machrisii encontram valores
de fluxo génico aproximado de 0,78 enquanto GARRICK et al. (2009)

encontram um valor de 0, 21 em populacfes de Euphorbia lomelii.

Barreiras geograficas interferem naturalmente no fluxo génico de uma espécie,
criando muitas das vezes, manchas de vegetacdo, decorrentes da
descontinuidade de popula¢gbes em dada regido. Ao contrario disto, regibes de
baixa altitude como as bacias e dunas do S&o Francisco, podem funcionar
como pontes, favorecendo a ocupacédo de novos ambientes, e 0 aumento da
diversidade intraespecifica via migracdo, o mesmo nao tendo sido observado
no Raso da Catarina, no qual esta inserida a P8, que apresenta o0 menor Nm
tanto como populacao receptora ou doadora de migrantes, no sentido do fluxo

génico.



Ademais, estudos realizados por Leal et al (2003) apresentaram informacoes
relevantes sobre os mecanismos de dispersdo de sementes de Jatropha por
formigas (mirmecocoria), constatando que, na Caatinga, sementes de J.
mollissima, J. ribifolia, J. mutabilis e J. gossypiifolia sdo dispersas primeiro
balisticamente, através de uma capsula explosiva e, posteriormente, pelas
formigas, o que garantiria uma maior distdncia da matriz, trazendo implicagdes
diretas no sucesso da germinagdo das sementes, e no incremento do fluxo
génico via seminal. Estes dados se somam aos apresentados por Neves
(2011), que detectaram Apis mellifera como principais dispersores primarios de
pélen no género, enquanto em outro trabalho realizado por Neves e Viana
(2011), também em uma regido de Caatinga, constataram dispersédo
secundaria de Jatropha mollissima por hidrocoria, a partir da formacédo de
riachos temporarios em periodos chuvosos, que faciltam o arraste das
sementes pelos solos lisos caracteristicos da regido, para longe das plantas-

mae.

Datacdo molecular, relacdes filogenéticas e demografia historica de J.

mollissima.

A partir dos dados de datacdo molecular, foi possivel inferir parte da filogenia
associada ao género Jatropha, onde verifica-se que a espécie mais proxima a
J. mollissima parece ser J. mutabillis, também endémica e nativa do semiarido
baiano, mas com caracteristicas morfologicas bem distintas de todo o grupo, a
exemplo da lamina foliar 5-lobada, sendo J. curcas uma das mais distantes
geneticamente. Isto corrobora a relacdo proposta por Dehgan e Schutzman

(1994), ao mesmo tempo em que contradiz diversos outros autores ao citarem



J. mollissima com destaque justamente pela sua proximidade genética com J.
curcas (BRESSAN, 2012; FELIX, 2013; ARRUDA et al., 2004), além da

plasticidade fenotipica entre ambas ser comparativamente similares.

A despeito da disposicéo filogenética aparente entre as outras espécies de
Jatropha utilizadas neste trabalho (J. integerrima, J. tanjorensis. J. latifolia, J.
podagrica e J. glandulifera), os dados obtidos se assemelham aos citados por
Pamidimarri et al. (2008), Basha et al. (2009) e Kumar (2009). Estes resultados
nos dao importantes pistas sobre as relagcdes genéticas entre 0s grupos,
facilitando a estruturacdo de projetos de conservacdo, ferramentas

indispensaveis a manutencao do germoplasma em suas zonas de endemismo.

O bioma Caatinga possui padrdes biogeograficos, dominios de vegetagao e de
distribuicao de espécies bem especificos, e 0 seu historico de diversificagao foi
citado por Werneck (2011) que sugere que a origem dos padrdes de
biodiversidade impostos nesta zona ndo podem ser atribuidos a apenas um ou
a poucos eventos durante dado intervalo de tempo, mas que resultou de
tendéncias ecoldgicas e evolutivas complexas, desencadeadas por eventos
tectbnicos e reorganizagbes paleogeograficas mantidos por mudangas

climaticas do periodo Quaternario (NASCIMENTO et al., 2013).

Estudos filogeograficos na Caatinga sao escassos (TURCHETTO-ZOLET et al.,
2013), sendo mais comumente relatos em espécies animais(CARNAVAL,
2002; MAGALHAES et al., 2014). No que se refere as espécies vegetais
selvagens e endémicas deste bioma, este representa o primeiro trabalho

catalogado, se destacando pelo carater inédito e significativo, na tentativa de



compreender os mecanismos de evolucdo, dispersdo e adaptacdo de J.

mollissima na regido do semiarido Nordestino.

Séo diversos, no entanto, os trabalhos analisando a filogeografia de diferentes
espécies em zonas de temperatura mais elevada e indices pluviométricos mais
escassos ao redor do mundo (BYRNE et al., 2002; SU et al., 2011; OSSA et al.,
2013; MENG e ZHANG, 2013; XU e ZHANG, 2014). Pouget et al (2013)
indicam a persisténcia de Arenaria provincialis (Caryophyllaceae), endémica do
Sudeste da Franca, ao longo do Pleistoceno, enquanto Garrick et al. ( 2009)
relatam diversificacdo proeminente de Euphorbia lomelii, uma espécie
adaptada a zonas éridas, por volta de 1Ma, 0 que coincide com um evento de
expansao populacional efetiva relativamente recente de J. mollissima, com data
de diversificacdo a cerca de 7 Ma, se comparada a origem de J. curcas, por
exemplo, datada em 65 Ma (FERRAO, 1982); este é um aspecto que pode ter
influéncia direta na estruturacdo genético-populacional observada, ja& que

representa um periodo reconhecidamente de grandes flutuacdes climéaticas .

A Caatinga parece ter sido estabelecida no final do Terciario (AB'SABER,
1974), enquanto a origem da Familia Euphorbiaceae foi estimada por Davis et
al. (2005) e Wikstrom et al. (2001), com o aparecimento do género Croton nos
altimos 65 Ma. J4 a diversificacdo em Desmodium na Bahia, parece ter
ocorrido no Final do Terciario (Plioceno e Pleistoceno), nos ultimos 3 Ma
(SANTOS et al., 2012), nao tendo sido registradas com clareza, inferéncias

para o surgimento do género Jatropha em outros trabalhos.



Estes dados se somam aqueles obtidos no presente estudo, onde a
diversificacdo de J. mollissima na regido da Caatinga foi relacionada ao inicio
do Plioceno, enquanto o0s eventos de expansdo no tamanho efetivo
populacional foram vinculadas ao Pleistoceno, periodo marcado por grandes
flutuacdes climaticas, alternando periodos secos e frios, com a consequente
retracao das florestas, e expansao destas nos periodos mais quentes e Umidos
(BEHLING 1995, 2002; NEGRELLE, 2001; PRANCE , 1982; GENTRY , 1995;
PRADO e GIBBS 1993; PENNINGTON, et al., 2000), o que originaria 0s

padrdes do mosaico geobotanico brasileiro atuais (CONTI e FURLAN, 2003).

Segundo Leal et al. (2003), se a Caatinga encontra-se datada no Terciario,
espera-se que sejam encontradas nesse ambiente diversas espécies
endémicas e relativamente mais antigas também, o que pode ser suportado por
exemplo, pelos numerosos géneros endémicos verificados em Cactaceae
(TAYLOR, 2000), que é praticamente restrita & America do Sul, onde a datacédo
do ancestral comum mais recente de Cereus hildmannianus, é de 2,56 milhdes

de anos (SILVA, 2013), remetendo a especiacdo deste ao periodo pré-Glacial.

A Teoria dos Refugios, segundo Ab’Saber (2006) pode ser encarada como uma
das mais relevantes hipéteses para explicar os mecanismos de distribuicdo
fitogeografica atuais na América Tropical, considerando que houve uma
grande faixa de transicdo, representada por possiveis corredores que
viabilizariam a colonizacdo de espécies nos locais em que atualmente podem
ser encontradas. Andrade-Lima (1964) e Rizzini (1963) apud Oliveira- Filho e
Ratter (1995) referem-se a uma possivel rota migratoria através de corredores

formados na Caatinga no Terciario, 0 que de fato viabiliza populacdes



geograficamente mais distantes, manterem o fluxo génico entre elas, a

exemplo das popula¢cdes amostradas nesse estudo.

Queiroz e Lavin (2011) referem-se a Caatinga como um palco da evolugéo de
diversas espécies plantas, por apresentar vegetacdo muito distinta da
observada em outros biomas da América do Sul, como o Cerrado e Floresta
Amazonica, contudo, segundo Rizzini (1979), parte significativa do estoque
floristico das Caatingas pode ter sido herdado das florestas tropicais da Mata
Atlantica, o que justificaria a existéncia das zonas de transicao naturalmente

encontradas entre os biomas brasileiros.

Segundo Silva (2011), uma parcela significativa dos Cerrados, atualmente sé&o
reflgios, enquanto as Caatingas apresentam-se como redutos, ou seja,
vestigios de ambientes passados. O sertdo nordestino, em especial, nas fases
glaciais, parece ter sido predominantemente arido, uma condicdo climéatica
ainda mais extrema em termos de disponibilidade hidrica do que o atual
semiéarido. Alguns destes refugios abrigam espécies endémicas que mostram
relacdes possiveis com a Amazbdnia ou com a Mata Atlantica (RODRIGUES e
BORGES, 1997), e isto nos leva a crer que apenas as espécies mais resilientes
e mais adaptadas a este regime de condi¢cOes diversificadas conseguiriam se

estabelecer e se irradiar geograficamente.

No entanto, a histéria demografica neste bioma ainda n&do estad bem
esclarecida. Werneck et al. (2011) ndo encontraram evidéncias significativas de

expansdo da Caatinga no Pleistoceno, enquanto outros autores indicam o



periodo Pré-Pleistoceno como cenario para a diversificacdo nas florestas

tropicais sazonalmente secas (MAGALHAES et al., 2014).

A distribuicdo temporal dos hapldtiplos de ITS observados nas analises de
datacdo podem nos dar suporte as possiveis inferéncias quanto a origem e
diversificacdo de J. mollissima nesse bioma. As populacdes dos estados da
BA, SE e PE parecem ter se fixado primeiro, em relagdo as demais, sendo a

regido sudeste do Semiarido nordestino uma possivel area ancestral.

Dados demograficos sdo dificeis de serem obtidos em popula¢gBes naturais,
especialmente pela variagcdo de fatores evolutivos ao longo do tempo, como
eventos de mutacao aleatorios, deriva genética, fluxo génico, adaptabilidade a
mudancas nos padrdes morfogeoecoldgicos e efetividade dos mecanismos de

disperséo, e que dependem do tamanho populacional real.

O tamanho efetivo populacional projetado na reconstrucdo histérico-
demografica de J. mollissima demonstra a grande representatividade da
espécie na regido da Caatinga em condic6es extremas previstas nos ultimos 7
Ma, 0 que pode ser corroborado pela ampla distribuicdo atual da espécie nessa
regido, visualizada no mapa da Figura 13, que predominantemente habita
zonas de latitudes mais moderadas (inferiores a 800m), e que deve ter sido
favorecida pelas condi¢cdes edafoclimaticas atuais e passadas, reforcando a
tendéncia de espécies xeromorficas se expandirem em relacao as hidrdfilas, e
da mesotérmica se deslocar em busca de menores latitudes no Pleistoceno,

como observado por Ab'Saber (1977).



Contudo, o elevado tamanho efetivo verificado para a espécie nos leva a crer
gque as populacdes utilizadas nesse estudo podem ter sido subdimensionadas,
de forma que a possibilidade de que uma mesma populacdo tenha sido
amostrada em dois pontos geograficamente distintos ndo deve ser descartada.
Isto pode ser refor¢cado inclusive pelos baixos valores de Fst diagnosticados
entre a grande maioria das populacbes, principalmente na regido ITS,
indicando baixa diferenciagdo genética, e contribuindo para a maior
homogeneidade na estruturacdo populacional observada nas populacées de J.

mollissima da Caatinga desse estudo.

Implicacfes para a Conservacao

A respeito dos mecanismos de conservagao sugeridos para espécies arboreas,
Duque-Brasil et al. (2011) discutem a relevancia dos agricultores familiares na
conservacao da biodiversidade, além de outras iniciativas que possam conciliar
a manutencdo e conservacao da biodiversidade, uso sustentavel dos recursos
e qualidade de vida aos habitantes do Semiarido brasileiro. Contudo, o0s
resultados aqui apresentados nos dao fortes indicios de que a partir da historia
demografica e da ampla distribuicdo de J. mollissima, esta ndo se encontre
ameacada de extincdo em sua zona de endemismo, ndo sendo necessarios,
portanto, a constituicdo de programas especificos para a conservacao da

espécie no bioma Caatinga.
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Conclusao Geral

Diante dos resultados apresentados neste trabalho, é possivel concluir que a
implantacdo de um Banco Ativo de Germoplasma de Jatropha € um grande
passo para o melhor conhecimento acerca das caracteristicas do género, pois
possibilita 0 desenvolvimento de estudos agronémicos, botanicos e genéticos-
moleculares, dentre outros.

Marcadores moleculares microssatélites, nuclear (ITS) e plastidiais foram
eficazes na deteccdo de polimorfismos em J. mollissima, que indicaram
diversidade genética moderada nas populagcdes amostradas no semiarido
nordestino. Pelo carater informativo desses marcadores, eles podem ser
utilizados em outros estudos de variabilidade e diversidade genética.

A espécie J. mollissima estd amplamente distribuida e adaptada a regido
semiarida do Nordeste brasileiro, ocupando grande parte da Caatinga, que
historicamente sofre com a acdo antrOpica exploratéria. Contudo, as
populacdes amostradas parecem ter sofrido processos recentes de expansao.
Espera-se que os resultados obtidos a partir do presente estudo representem
um avanco no melhor entendimento dos padrdes genéticos de uma espécie

endémica, associados as variaveis geograficas na Caatinga.
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