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RESUMO

Jatropha curcas L., denominada popularmente pinhdo-manso, é uma
oleaginosa cujo interesse tem aumentado devido a sua promissora utilizagdo
como matéria-prima na producdo do biodiesel e fabricacdo de farmacos.
Apesar de promissora, ndo ha, até o momento, cultivares estaveis que
possam viabilizar o seu cultivo em larga escala. Nesse sentido, se faz
necessario o estabelecimento, caracterizacdo e avaliacdo de acessos e
hibridos interespecificos, visando obter cultivares de J. curcas com
caracteristicas agrondmicas melhoradas. A composicdo gendémica dos
hibridos interespecificos de Jatropha resultantes dos cruzamentos J. curcas X
J. integerrima e J. curcas x J. multifida em geracdo F; e RC;F; foi analisada
mediante hibridizacdo genémica in situ (GISH, Genomic In Situ Hybridization).
Adicionalmente, foram investigados o comportamento meidético e a viabilidade
polinica de trés acessos dos referidos hibridos em geracdo F;. Em células
dos hibridos F; de ambos o0s cruzamentos observou-se como esperado a
presenca de 11 cromossomos de cada parental mediante GISH. Ja na
geracdo RC;F;, a GISH permitiu a identificacdo de trés cromossomos de J.
integerrima no hibrido J. curcas x J. integerrima (L4P49 // L4P49 x 12), e de
dois cromossomos de J. multifida no hibrido J. curcas x J. multifida (L3P28 //
R181). Com relacdo as analises de viabilidade polinica, os acessos F; de J.
curcas x J. integerrima apresentaram 0os maiores percentuais, 82-83%. Estes
dados indicam que os acessos oriundos do cruzamento entre estas duas
espécies podem ser efetivamente usados em cruzamentos assistidos. No
entanto, o acesso F; de J. curcas x J. multifida mostrou uma menor taxa de
viabilidade (68%), que indica possiveis problemas de esterilidade e/ou de
incompatibilidade para o referido cruzamento interespecifico. Os estudos
meioticos corroboraram com os dados acima, demonstrando que a meiose
dos acessos F; de J. curcas x J. integerrima foi predominantemente regular, e
gue o acesso F; de J. curcas x J. multifida apresentou elevado nimero de
alteracbes meidticas e pos-meidticas, incluindo cromossomos retardatarios
em anafase | e formacdo de diades, triades, poliades e micronucleos. Os

resultados apresentados mostram que a caracterizacdo citogenética de



hibridos interespecificos e suas progénies de retrocruzamentos podem
contribuir para a caracterizacao e escolha dos melhores genétipos na sele¢céo

assistida do melhoramento genético de J. curcas.

Palavras-chave: Jatropha, GISH, Vviabilidade polinica, cruzamento
interespecifico, estudos das tétrades.



ABSTRACT

Jatropha curcas L., popularly known as Jatropha, is an oilseed crop whose
interest has increased due to their promising use as feedstock in biodiesel
production and manufacturing of pharmaceuticals. However, stable cultivars
are not available yet for its large scale cultivation. Thus, the establishment,
characterization and evaluation of accessions and interspecific hybrids, in J.
curcas improvement are necessary. The genomic composition of interspecific
hybrids of J. curcas (J. curcas x J. integerrima and J. curcas x J. multifida) in
F, and RC;F; generations was analyzed by Genomic In Situ Hybridization
(GISH). Additionally, meiotic behavior and pollen viability of hybrids of these
three accessions in the F; generation were investigated. In F; cells from both
hybrids, as expected it was observed the presence of 11 chromosomes of
each parental by GISH. In the RC;F; generation the GISH allowed
identification of three J. integerrima chromosomes in J. curcas x J. integerrima
hybrid (L4P49 // L4P49 x 12) and two J. multifida chromosomes in J. curcas x
J. multifida hybrid (L3P28 // R181). Regarding the analysis of pollen viability,
J. curcas x J. integerrima F; had the highest percentage, 82-83%. These data
indicate that accessions arising from crosses between these two species can
be effectively used in assisted breeding. However, the J. curcas x J. multifida
F1 accession showed a lower rate of viability (68%), indicating potential
problems with sterility and / or incompatible to referred interspecific cross. The
meiotic studies corroborate the above data showing that meiosis of J. curcas x
J. integerrima F; accessions was predominantly regular, and that the F;
access of J. curcas x J. multifida showed a high number of meiotic and post-
meiotic changes, including laggard chromosomes in anaphase | and the
formation of dyads, triads, polyads and micronuclei. The results showed that
the cytogenetic characterization of interspecific hybrids and their backcross
progeny can contributing to the characterization and selection of the best

genotypes in assisted breeding of J. curcas.



Keywords: Jatropha, GISH, pollen viability, interspecific cross, studies of
tetrads.



1. INTRODUCAO

Euphorbiaceae esta representada no Brasil com 72 géneros. Dentre
eles, destaca-se o género Jatropha L. com 191 espécies aceitas
(http://www.theplantlist.org/tpl/search?q=Jatropha). =~ Muitas  delas  sé&o
utilizadas para fins de ornamentacao, fabricagcdo de sabdes, detergentes e
farmacos e como fonte para producdo de biocombustivel (DEVAPPA et al.,
2011).

Jatropha curcas L., denominada popularmente pinhdo-manso, destaca-
se por ser promissora como fonte energética renovavel e por sua producao
nao competir com culturas alimentares. Além disso, & compativel com o perfil
da agricultura familiar, pois apresenta alta produtividade de o6leo/ kg de
sementes, baixo custo de producado (por ser uma espécie perene), tolerancia
ao estresse hidrico e solos pouco férteis (ARRUDA et al., 2004; CARELS,
2009; GOMES et al., 2010).

Por isso, centros de pesquisa nacionais tém criado bancos de
germoplasma contendo acessos de Jatropha, provenientes em sua maioria de
diversas regides do Brasil, a fim de armazenar sua diversidade genética.
Esses bancos permitem ao melhorista selecionar genes/alelos de interesse
em espécies do género e em géneros proOximos a serem incorporados em
programas de melhoramento genético (MARQUES et al., 2013; BUENO et al.,
2001).

O desenvolvimento de novas cultivares de J. curcas objetiva combinar
varios caracteres de interesses agronémicos. Contudo, devido as barreiras
interespecificas, faz-se necessario em alguns casos o uso de técnicas
biotecnolégicas, como por exemplo, resgate de embrides in vitro (MARQUES
e FERRARI, 2008; MARQUES et al., 2013). Além disso, estudos meidticos e
de hibridizacdo genémica in situ (GISH, Genomic In Situ Hybridization) em
hibridos interespecificos podem fornecer informagfes importantes, permitindo

identificar irregularidades meioéticas, viabilidade polinica e o percentual de



cada genoma parental nas células hibridas. Tais ferramentas facilitam a
escolha de hibridos promissores e o planejamento de cruzamentos, visando
maximizar a segregacdo e recuperacdo de genoétipos superiores
(PAGLIARINI, 2000; ALI et al., 2004).

A presenca de irregularidades meidticas em cruzamentos
interespecificos é, em geral, responsavel pela formacdo de plantas com
pouco/nenhum interesse agrondmico, com baixa fertilidade ou estéreis. As
referidas anomalias reduzem, por consequéncia, a producdo de podlens
viaveis e a producdo de sementes (PAGLIARINI, 2000; BIONE et al., 2000).
Em hibridos interespecificos de Jatropha, existem poucos estudos sobre
fertilidade polinica, apesar de seu potencial uso nos cruzamentos para o

melhoramento de J. curcas (SOUZA et al., 2004).

Dessa forma, o presente trabalho visou analisar a meiose e a
composi¢cao gendmica, mediante uso da GISH de hibridos interespecificos de
Jatropha provenientes do programa de melhoramento de genético de J.
curcas do Instituto Agronémico de Campinas (IAC). Constitui o primeiro
estudo realizado a respeito da composicdo gendmica de hibridos
interespecificos resultantes dos cruzamentos J. curcas x J. integerrima e J.

curcas x J. multifida, em geracdes F; e RC1F;.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

v Caracterizar e avaliar a meiose e a composi¢cdo gendmica de hibridos
entre J. curcas e espécies relacionadas, como também de seu
respectivo retrocruzamento RC;F;, mediante hibridizagdo gendmica in

situ (GISH) em metéafases mitéticas.

2.2. Objetivos Especificos

v" Avaliar a composicdo genémica de hibridos F; e RC,F; entre J. curcas
x J. integerrima e J. curcas x J. multifida em células mitéticas mediante
GISH.

v' Analisar a existéncia de irregularidades na segregacao meiotica dos

hibridos F; J. curcas x J. integerrima e J. curcas x J. multifida.

v'Avaliar a viabilidade polinica de trés acessos hibridos F; (J. curcas x J.

integerrima e J. curcas x J. multifida).

v' Comparar os resultados da GISH com os dados morfolégicos obtidos
pelo grupo de pesquisa do IAC, a fim de colaborar para a diferenciacao

e selecéo dos referidos genotipos.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 ORIGEM E DISTRIBUICAO DAS ESPECIES DE Jatropha

A familia Euphorbiaceae compreende pouco mais de 8.000 espécies,
distribuidas em cerca de 300 géneros, dentre 0s quais se destacam Ricinus
L., Manhiot Mill, Hevea Willd. e Jatropha L., pela grande importancia
econOmica de seus representantes, tais como a mamona (Ricinus communis
L.), a mandioca (Manhiot esculenta L.), a seringueira (Hevea brasiliensis
(Willd. ex Adr. de Juss.) Muell.- Arg.) e o pinhdo-manso (Jatropha curcas L.).

O género Jatropha possui 191 espécies de plantas atualmente aceitas
(http://lwww.theplantlist.org/tpl/search?q=Jatropha), algumas sao
tradicionalmente cultivadas como fonte de matéria-prima para a producédo de
farmacos, combustivel e cultivo ornamental (MABBERLEY, 1987; SOUZA e
LORENZI, 2006; DEVAPPA et al.,, 2011). A origem do género nao esta
claramente definida. E provavel que seja proveniente da América Central e de
partes da América do Sul (HELLER, 1996; HENNING, 2009). A distribuicao
para outras regides tropicais ocorreu através de navegadores e exploradores,
a partir do século XVI em diante. Atualmente, desenvolve-se em areas
tropicais do mundo (Américas, Paises Africanos, Sudeste Asiatico, india,
México), muito encontrada de forma espontanea ocorrendo em maior escala
nas regides tropicais e em numero bastante reduzido nas regides temperadas
(ARRUDA et al., 2004; SATURNINO et al., 2006, VERMA & GAUR, 2009).

No Brasil, sua distribuicdo € bastante vasta, devido a sua rusticidade,
resisténcia a longos periodos de estiagens e adaptacdo a variacbes
climaticas existentes nas regides Nordeste, Sudeste e Sul, onde inclui uma
parte do Parana (DRUMMOND et al., 2007; ARRUDA et al.,, 2004,
SATURNINO et al., 2005).

3.2 ASPECTOS BOTANICOS


http://www.theplantlist.org/tpl/search?q=Jatropha

Em geral, as espécies do género Jatropha se apresentam em forma de
arvores, arbustos, subarbustos e herbaceas, com ramificacdes desde a base,
de crescimento rapido, podendo atingir seis a oito metros em condi¢cbes
especiais. O sistema de raizes da Jatropha € bem desenvolvido, com raizes
crescendo tanto lateral como verticalmente em camadas mais profundas do
solo (CORTESAO, 1956; ALVES et al., 2008; BRITTAINE & LUTALADIO,
2010). Sao plantas albgamas e monoicas, que possuem inflorescéncia
terminal cimosa. Seu tronco possui cicatrizes resultantes da queda das folhas
em época de estiagem, as quais surgem novamente apO0s as primeiras
chuvas e seu latex possui cor geralmente avermelhada ou transparente
(DEHGAN e WEBSTER, 1979; MISRA, 2010).

As folhas das espécies de Jatropha em geral sdo simples, brilhantes,
largas e alternas, em forma de palma, podendo ou ndo apresentar pelos
glandulares, com trés a cinco I6bulos, pecioladas, com nervuras
esbranquicadas e salientes na face inferior, com coloracdo verde ou
vermelho-vinho. Suas flores podem variar de cor entre as espécies, que
destoam entre vermelho-carmim, roxas e verdes e com tamanho de até 20
cm (ARRUDA et al, 2004; SATURNINO et al.,, 2005; MISRA, 2010;
BRITTAINE & LUTALADIO, 2010).

O fruto é geralmente capsular com deiscéncia explosiva, abrindo-se em
trés mericarpos, conhecido como céapsula tricoca (SATIRO e ROQUE, 2008).
As sementes de Jatropha séo relativamente grandes com massa que varia de
0,5 a 0,8 g, comprimento de até 2 cm, com 20 a 40% de teor de 6leo para a
producédo do biodiesel, destacando a J. curcas, com até 38% de 6leo extraido
de suas sementes (SATURNINO et al., 2005; DIAS et al., 2007; KUMAR e
SHARMA, 2008; DEVAPPA et al., 2011).

3.3 IMPORTANCIA ECONOMICA DO GENERO

Espécies do género Jatropha foram muito utilizadas na América

Central, e talvez na América do Sul, para fins fitoterapicos (KUMAR E



SHARMA, 2008). O d6leo de J. curcas, por exemplo, € um forte purgante,
amplamente utilizado como um antisséptico para a tosse, doencas de pele e
como um analgésico para reumatismo (RAJA, 2011). Jatropha integerrima
também é usada como purgante (MONGKOLVISUT et al., 2006) e J. multifida
utilizada como antisséptica e antifangica e anti-inflamatéria (MARTINS et al.,
2005). Adicionalmente, as folhas e frutos de J. multifida também podem ser
utilizados como cicatrizantes, anti-hemorragico, laxante, antirreumatica e anti-
hipertensiva (LORENZI & MATOS, 2008).

Devido a toxidade de suas folhas e ao seu rapido crescimento,
espécies do género sao frequentemente usadas como cerca viva, uma vez
gue o gado nao se alimenta delas (OSONIYI e ONAJOBI, 2003). As espécies
de Jatropha também séo utilizadas para producdo de fertilizantes, sabao,
cosmeéticos, medicamentos populares, iluminacdo em lamparinas,
ornamentacao, inseticida e biodiesel (DEVAPPA et al., 2010; MISRA, 2010;
RAJA, 2011). Além disso, sdo consideradas plantas que auxiliam no
reflorestamento e na reducao do efeito estufa (OPENSHAW 2000; KUMAR E
SHARMA, 2008).

No Brasil, as expectativas de plantio em larga escala e o0 aumento do
interesse pela producéo de biodiesel de J. curcas tém criado demanda para o
desenvolvimento de cultivares melhoradas, porém o0s programas de
melhoramento genético da espécie ainda séo iniciantes se comparados aos
programas de outras espécies oleaginosas como a soja, amendoim e
mamona (FREITAS, 2010).

3.4 BANCOS DE GERMOPLASMA

Bancos de germoplasma (BAG) sdo unidades conservadoras de
material genético para uso imediato ou com potencial de uso futuro (BOREM,
1999; VILELA-MORALES, VALOIS, 2000). Servem como um reservatoério de

genes, aos quais os melhoristas podem acessar para resolver problemas



especificos, como a suscetibilidade a fatores bibticos e abidticos (BOREM,
1999; FRITSCHE-NETO & BOREM, 2013).

O sucesso de um programa de melhoramento depende em grande
parte do conhecimento e da conservacao da variabilidade genética disponivel
das culturas (BASHA & SUJATHA, 2007). A introducao de um germoplasma
vegetal, quando realizada corretamente, é uma opg¢do e constitui uma
vantajosa fonte de diversidade, que pode ser aproveitada para o
melhoramento genético e, consequentemente, para o desenvolvimento da
agricultura (FRITSCHE-NETO & BOREM, 2013).

A caracterizacdo de germoplasma e da diversidade genética entre
diferentes tipos podem auxiliar na identificacdo de genoétipos promissores
muito utilizados em programas de melhoramento genético. Dentre os centros
de pesquisa brasileiros que possuem bancos de germoplasma de Jatropha,
destacam-se o Embrapa Meio-Norte (Piaui), Embrapa Algodao (Paraiba) e o
IAC (Instituto Agronémico de Campinas, Sao Paulo). Este Ultimo possui
diferentes espécies de Jatropha, incluindo cerca de 1200 acessos de J.
curcas de diferentes regibes geograficas de nove estados brasileiros
(Alagoas, Bahia, Ceara, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Para, Rio Grande
do Norte, Sdo Paulo e Tocantins) e outros quatro paises (China, Costa Rica,
india e México) (MARQUES et al., 2013).

3.5 MELHORAMENTO GENETICO DE PLANTAS

O melhoramento das plantas teve inicio ha mais de dez mil anos,
guando o homem passou de consumidor do que a natureza provia
espontaneamente, para organizador da producdo, mediante o cultivo e a

domesticacédo de plantas e animais (RIBEIRO, 1983).

Alguns passos séo primordiais para que haja um melhoramento eficaz,
dentre eles estdo a coleta, introducdo, caracterizacdo, avaliacdo e

conservacdo de germoplasma. Entre os métodos de melhoramento, a



introducdo e a avaliacdo do germoplasma constituem uma opg¢do de um
processo rapido de selecdo e inclusdo de novas variedades ao sistema
produtivo permitindo a ampliacdo da variabilidade genética. Esse método
permitiu ao Brasil apropriar espécies e variedades com gendtipos
promissores, fornecendo assim, subsidios para o0s programas de
melhoramentos (BOREM E MIRANDA, 2013).

Para a implantacdo de um programa de melhoramento é fundamental o
entendimento da base genética dos gendtipos existentes e o melhoramento
destes, através de hibridacdo ou por selecdo a partir da identificacdo de
genotipos promissores (BRASILEIRO, 2010). Embora, J. curcas ja tenha seu
genoma sequenciado, pouco se sabe sobre sua variabilidade genética e
poucos sao os estudos voltados a selecao de genadtipos superiores de pinhao-
manso e de espécies relacionadas (SATO et al.,, 2011; HIRAKAWA et al.,
2012).

Programas de melhoramento de J. curcas tém sido desenvolvidos pela
equipe do IAC, com intuito de explorar a variabilidade genética pré-existente e
realizar a introgressao de genes de espécies afins mediante cruzamentos
interespecificos entre J. curcas x J. integerrima, J. curcas x J. multifida e J.
curcas x J. podagrica (IAC, 2010; MARQUES, et al.,, 2013). Dentre os
objetivos do melhoramento de J. curcas, destacam-se aumento da
produtividade; do teor e qualidade do Oleo; porte mais compacto;
uniformidade de maturacdo dos frutos; baixo teor ou auséncia de substancias
toxicas no Oleo e no residuo de extracdo; resisténcia a estresses abioticos
(seca e acidez do solo) e bidticos (pragas e doencas) (MARQUES et al.,
2013).

3.6 RESGATE DE EMBRIOES



Algumas sementes podem apresentar baixa porcentagem de
germinacao devido as deficiéncias nutricionais e/ou barreiras fisiologicas. Em
espécies que apresentam desuniformidade no processo de maturagdo, como
no caso de Jatropha ssp., a germinacao das sementes pode ser baixa. Este
fato é atribuido a um pobre desenvolvimento do embrido (SHARMA et al.,
1996). Além do mais, hibridos interespecificos podem apresentar barreiras
genéticas pré ou poés zigbticas. Quando a barreira € pré zigética (ou anterior a
fertilizacdo) ndo ocorre germinagdo do pdlen no estigma ou h& uma
interrupcéo do crescimento normal do tubo polinico resultando, em ambos os
casos, na ndo formacdo de embrides e sementes. JA nas barreiras pos
zigoticas, os embrides hibridos obtidos ap0s a fertilizacdo degeneram durante
o crescimento devido a inadequada nutricio e desenvolvimento do
endosperma, seguido do aborto do embrido (SEGEREN et al., 1993,
MOREIRA et al., 2013). Quando ha perigo de abortamento do embrido, este
pode ser "resgatado” e cultivado em condi¢cfes apropriadas (SHARMA et al.,
1996). Esta técnica de resgate de embrides in vitro, consiste em remover 0s
frutos imaturos da planta mée antes que ocorram os problemas resultantes da
incompatibilidade causem o aborto (MOREIRA et al., 2013).

O resgate de embrides in vitro tem sido realizado em diversos géneros,
inclusive em Euphorbiaceae (CARVALHO e ARAUJO, 2007). Esta técnica
associada a uma série de retrocruzamentos planejados permite que muitos
genes indisponiveis devido as barreiras interespecificas possam ser
introduzidos em uma cultura. Dessa forma, seu uso tem auxiliado na
obtencao de hibridos interespecificos raros, com introgressao de genes de
resisténcia encontrados em parentais congéneres e incompativeis com J.
curcas. Tais hibridos integram hoje o programa de melhoramento genético de
J. curcas do IAC (MARQUES e FERRARI, 2008, De Argollo, et al. 2013).

3.7 CITOGENETICA VEGETAL



A citogenética permite uma melhor compreenséo da organizagdo e da
estrutura cromossdmica, tanto no que diz respeito a sua fun¢éo, quanto a sua
variagdo e evolucdo. Além disso, é considerada uma ferramenta de suporte
importante para caracterizacdo do germoplasma e para as etapas de
planejamento, coleta e selecdo de gendtipos em programas de melhoramento
genético (GUERRA, 2000).

A analise de células mitéticas fornece os parametros cariotipicos mais
basicos como numero diploide, tamanho, morfologia e padrdo de
condensacao cromossOmica, localizacdo das constricdbes primaria e
secundaria e tipo de nucleo interfasico cromossémico. Com base nessas
informacdes, 0s primeiros estudos citogenéticos possibilitaram comparar
cariotipos de diferentes espécies (GUERRA, 2008).

Adicionalmente, a identificacdo e/ou qualificacdo da heterocromatina,
mediante técnicas de bandeamento (C, com fluorocromos base-especificos e
impregnacdo com nitrato de prata), vem sendo a principal forma para a
diferenciacdo de cromossomos morfologicamente semelhantes na maioria
das espécies de plantas (SUMNER, 2003). O uso de técnicas de
bandeamento, por exemplo, permitiu distinguir cromossomos em espécies de
Manihot e cultivares de Manihot esculenta, de cariotipos simétricos (2n = 36),
mediante técnicas de bandeamento C, RON e com corantes fluorescentes
CMA e DAPI, e de hibridizacao in situ fluorescente (FISH) para a localizacéo
de sequéncias de DNAr 5S e 45S (CARVALHO e GUERRA, 2002).

A andlise citogenética também tem permitido o estudo do
comportamento cromossémico durante o ciclo meidtico e a visualizagdo de
possiveis irregularidades celulares (WALKER e RAPLEY, 1999). Estudos
meidticos tém possibilitado a deteccdo de alteracbes cromossdmicas
associadas a instabilidade meidtica, como também a identificacdo de
gendtipos com baixa fertilidade ou estéreis (TECHIO e DAVIDE, 2007).

Com advento da Hibridizacdo In Situ Fluorescente (FISH), houve um
aperfeicoamento dos estudos da citogenética comparativa, fornecendo

melhorias para a analise cromossdmica e contribuindo para novos



conhecimentos sobre a natureza de rearranjos cromossGmicos € composi¢cao
genbmica. Além disso, esta técnica tem permitido analisar os efeitos
decorrentes do comportamento dos cromossomos durante a divisdo e
polimorfismos cromossémicos causados por diferencas entre sequéncias de
DNA repetitivo em diferentes espécies e hibridos (HESLOP-HARRISON e
SCHWARZACHER, 2011).

3.7.1 HIBRIDIZACAO IN SITU FLUORESCENTE (FISH)

A FISH, primeiramente descrita por Pardue e Gall (1969), € um método
histoquimico que tem possibilitado a visualiza¢do, identificagédo e localizagéo
de sequéncias de DNA ou RNA mediante seu pareamento com uma
sequéncia especifica de nucleotideos complementares (GUERRA, 2004). E
um meétodo que tem como principio basico o anelamento da sonda com a
sequéncia alvo, para a visualizacao direta em microscopio epifluorescente.
Entende-se por sonda, uma sequéncia de DNA complementar e especifica
marcada com uma molécula fluorescente (HESLOP-HARRINSON et al.,
1998; GUERRA, 2004).

A FISH tem uma grande variedade de aplicacdes dentro de diferentes
campos de investigacdo, incluindo andlise de alteracdes cromossémicas,
mapeamento genético, gendbmica comparativa, biologia evolutiva, construcao
de mapas fisicos de cromossomos, andlise e investigacdo da estrutura,
evolucdo dos cromossomos, e deteccdo de genomas (HESLOP-HARRINSON
et al., 1998; PINTO-MAGLIO, 2007).

As sondas mais utilizadas por FISH em plantas sdo aquelas
constituidas por DNA repetitivo com comportamento em tandem, por sua
facilidade de visualizacdo nos cromossomos. Dentre elas, destacam-se, por
exemplo, os genes de RNA ribossomal (RNAr), o DNAr 45S (RNAr 18S, 5.8S
e 25S) e o DNAr 5S. Os sitios ativos de DNAr 45S, também denominados
regides organizadoras de nucléolo (RONSs), sdo geralmente observados como

constricdes secundérias em células com coloracdo convencional. Analises



com FISH tém permitido a localizacdo de sitios de DNAr 45S em
cromossomos de centenas de espécies de plantas (RAO e GUERRA, 2012).

Em estudos realizados em espécies da familia Euphorbiaceae, tais
como Manihot esculenta Crantz, M. dichotoma Ule e Ricinus communis, foram
observadas uma quantidade variavel de sitios de DNAr 45S (um par para
espécies de Manihot e sete pares, dois mais fortes e cinco nem sempre
perceptiveis para as espécies de mamona) e a conservacdo de apenas um
par de DNAr 5S para as espécies analisadas (LEITCH et al., 1998;
CARVALHO, 2002; VASCONCELOS et al., 2010).

3.7.2 HIBRIDIZACAO GENOMICA IN SITU (GISH)

A hibridizagdo gendmica in situ (GISH, Genomic In Situ Hybridization) é
decorrente de modificacbes feitas por Schwarzacher et al. (1989) na
hibridizacdo in situ fluorescente (FISH), por utilizar como sonda o DNA
gendmico total de uma espécie, permitindo a marcacdo de cromossomos ou
de bracos cromossémicos uniformemente (BRASILEIRO-VIDAL et al., 2005;
CHEN et al., 2005). Contudo, em alguns casos, quando as duas espécies
parentais apresentam genomas similares, é preciso usar o DNA do segundo
parental como bloqueio em conjunto com DNA genémico do primeiro parental
usado como sonda. O uso do DNA bloqueio evita hibridizacbes de marcacdes
inespecificas decorrentes da presenca de sequéncias comuns aos dois
genomas (MUKAY, 2005).

Em espécies com origem hibrida, seja por cruzamento natural ou
artificial, esta técnica permite a identificacdo da origem parental de cada
cromossomo das células hibridas. Foi usada pela primeira vez em um estudo
da organizacdo genémica em parentais de um hibrido intergenérico Triticum X
Secale (LEITCH et al.,, 1989; SCHWARZACHER et al., 1989), e tem sido
largamente utilizada em plantas com origem alopoliploides ou provenientes de
cruzamentos interespecificos (BRASILEIRO-VIDAL et al., 2005; CHEN et al.,

2005). Nesse sentido, a GISH tem sido amplamente utilizada com sucesso



em diversos géneros de plantas, permitindo a distingdo de cromossomos de
diferentes parentais em hibridos interespecificos e suas progénies de
retrocruzamentos ou em espécies alopoliploides, bem como em estudos de
similaridade genomica (HAN et al., 2004; BRASILEIRO-VIDAL et al., 2005;
ZHANG et al.,, 2006). Além disso, pode ser aplicada para a analise do
comportamento da meiose de hibridos e poliploides, fornecendo informacao
relativa sobre a relacdo entre as espécies (BRASILEIRO-VIDAL; GUERRA,
2002; MARKOVA & VYSKOT, 2009).

No entanto, em plantas com genomas muito pequenos, a GISH muitas
vezes nao teve éxito na identificacdo de cromossomos inteiros, como
observado para hibridos dos géneros Brassica L. (FAHLESON et al. 1997;
SNOWDON et al. 1997), Coffea L. (BENNETT 1995; BARRE et al. 1998;
RAINA et al. 1998), Rubus L. (LIM et al. 1998), Musa L. (D'HONT et al. 2000),
e Hypericum L. (BRUTOVSKA et al. 2000). Nestes casos, 0s sinais
detectaveis da GISH foram restritos principalmente as regides
pericentroméricas com blocos de heterocromatina e as vezes as regides
organizadoras do nucléolo (RONs), onde as sequéncias de DNA repetitivo
estdo agrupadas em tandem. Raina e Rani (2001) sugerem um tamanho
critico do genoma com cerca de 0,6 pg/ 1 C, no qual a marcacédo da GISH se
torna dificil de alcancar Entretanto, estudos realizados em Arabidopsis
thaliana L. e A. suecica L. mostraram que a GISH é adequada para marcar
cromossomos inteiros, mesmo de genomas muito pequenos, aumentando-se

as concentracdes de DNA gendmico usado como sonda (ALI et al., 2004).

A deteccdo dessas sequéncias in situ tem se tornado uma ferramenta
cada vez mais importante permitindo o acompanhamento da quantidade de
cromatina introduzida em cruzamentos interespecificos e a analise de
pareamentos intergendmicos em plantas hibridas. Desta forma, contribui de
forma eficaz para a andlise da evolucéo cariotipica dos materiais estudados
(MARKOVA & VYSKOT, 2009), bem como para a caracterizacdo e escolha

dos melhores gendtipos, atuando na selegdo assistida do melhoramento



genético (BRASILEIRO-VIDAL et al., 2005; CHEN et al., 2005; JAHIER et al.,
2009).

3.7.3 CARACTERIZACAO CITOGENETICA EM Jatropha

Do ponto de vista citogenético, o género Jatropha tem mostrado uma
grande estabilidade no numero cromossémico (2n = 2x = 22), como
observado em J. curcas, J. gossypifolia e J. molissima (Pohl) Baill. Algumas
espécies do género, como J. cuneata, J. dioica e em muitas populacfes de J.
heterophylla, sao tetraploides (2n = 4x = 44), e apenas a espécie J. tirucalli L.
apresenta numero cromossémico 2n = 20. Observam-se ainda alguns
hibridos artificiais triploides (2n = 3x = 33), resultantes dos cruzamentos J.
curcas x J. cathartica e J. curcas x J. podagrica (DEHGAN, 1984; SUJHATA E
PRABAKARAN, 2003; CARVALHO et al., 2008; DAHMER et al., 2009).

O género Jatropha apresenta espécies com Cromossomos
relativamente pequenos, distribuidos morfologicamente em meta e
submetacéntricos. Jatropha curcas, por exemplo, apresenta um cariotipo com
tamanho variando entre 1,71 e 1,24 um e conteddo de bases em torno de
38,7% GC e conteudo de DNA 2C = 0,85 pg (CARVALHO et al., 2008).
Apresenta dois pares terminais de DNAr 45S, um par terminal de DNAr 5S e
uma variedade de elementos repetitivos em seu genoma (WITKOWSKA et al.,
2009; SATO et al., 2010; MARGONAR et al, 2012; MARINHO et al., 2014).
Este resultado também foi observado em cromossomos metafasicos mitoticos
de outras cinco espécies do género Jatropha (J. gossypifolia, J. integerrima,
J. multifida J. pandurifolia e J. podagrica), o qual sugere um numero e uma
distribuicdo desses sitios muito conservados dentro do género Jatropha
(MARINHO et al., 2014).

Jatropha curcas, com tamanho de genoma de 410 Mb estimado por
citometria de fluxo (CARVALHO et al., 2008), teve cerca de 70% seu genoma
sequenciado (285 Mb), com aproximadamente 36% de sequéncias repetitivas
(SATO et al.,, 2011). Dentre essas sequéncias, 0s elementos transponiveis

classe | sdo os mais abundantes, sendo os retrotransposons do tipo copia e



gypsy os principais componentes, com 8,0% e 19,6% do DNA repetitivo,
respectivamente (SATO et al, 2011). Observou-se, por FISH em
cromossomos metafasicos, uma distribuicdo dispersa com predominancia
distal para elementos tipo copia e localizacdo pericentromérica para
elementos tipo gypsy (ALIPOUR et al., 2013; 2014).

3.7.4 ANALISES MEIOTICAS

A meiose é considerada um evento essencial na etapa de
diferenciacdo dos organismos, e constitui-se no principal responsavel pelo
sucesso evolutivo da reproducdo sexuada em eucariotos. O processo
meiodtico envolve duas divisbes, sendo a primeira caracterizada por ser
reducional, originando células com metade do numero cromossémico, e a
segunda divisdo, muito parecida com a divisdo mitética, resultando em células
haploides com 1C de DNA (ALBERTS et al., 2010).

Na meiose, sao produzidas células haploides chamadas de gametas e
apos a sua fecundacdo, o niumero de cromossomos torna-se igual ao dos
parentais. E durante a meiose que ocorre também a recombinacdo genética,
evento de maxima importancia na adaptacéo das populacdes e evolucéo dos
seres vivos (GUERRA, 1988; PAGLIARINI, 2000). No entanto, problemas no
comportamento meiotico podem estar associados a anormalidades genéticas
e/ou alteracBes cromossbmicas, resultando na formacdo de plantas com
pouco/nenhum interesse agrondmico, com baixa fertilidade ou estéreis. Tais
anomalias reduzem, por consequéncia, a producdo de pdlens viaveis e a
producéo de sementes (PAGLIARINI, 2000; BIONE et al., 2000).

A analise do processo meiotico permite observar e identificar eventos
gue podem ser utilizados em estudos evolutivos e na constru¢cdo de mapas
citogenéticos. Rearranjos cromossémicos podem ser detectados a partir de
diferencas resultantes do pareamento dos cromossomos homodlogos e séo

importantes para verificar a viabilidade das células e detectar a origem



poliploide ou hibrida do material (FUKUI & NAKAYAMA, 1996; PAGLIARINI,
2000).

Na maioria dos estudos de viabilidade em espécies do género Manihot,
observou-se irregularidades meiéticas, as quais levaram a esterilidade total
dos graos de podlen (SILVA et al., 2008). Contudo, pesquisas realizadas em
clones de Manihot que apresentaram irregularidades na meiose néo
comprometeram a viabilidade polinica e mostraram valores acima de 90%
(GODOY, 2005). Isto mostra que as irregularidades cromossémicas refletem
diretamente nos processos reprodutivos das espécies com a formacdo de
gréos de pélen viaveis e inviaveis (CORREA et al., 2005).

No processo natural da segunda divisdo meidtica das angiospermas, a
célula se divide e formam tétrades (PAGLIARINI et al., 2011). Uma falha na
etapa da citocinese pode levar a formacédo de uma diade, onde a célula néo
se divide e seus nucleos vao apresentar material genético duplicado. Caso a
falha ocorra nas duas divisbes pode haver a formacédo de diades ou triades.
As triades sdo formadas na fase final da meiose Il, quando a citocinese
ocorre em somente uma das diades (RISSO-PASCOTTO et al., 2003).

A presenca de irregularidades esta frequentemente associada com a
reducédo do vigor e fertilidade em plantas hibridas (REIS et al., 2008). Muitas
delas decorrentes do mau pareamento meiético. Em hibridos, pode indicar o
grau de afinidade entre as espécies parentais, o que permite estabelecer a
relacdo filogenética entre diferentes espécies e obter o conhecimento
necessario para promover uma melhor combinacdo, auxiliando no
planejamento e definicdo dos cruzamentos (TECHIO, 2002; PAGLIARINI et
al.,, 2011). O entendimento acerca do pareamento cromossémico e das
alteracdes gendmicas decorrentes em hibridos entre J. curcas x J. integerrima
e J. curcas x J. multifida possibilita uma melhor selecdo de genotipos estaveis
e consequentemente uma melhor manipulacédo das populacdes e exploracao
da variabilidade genética, para fins de melhoramento genético e obtencéo de

cultivares de melhor rendimento, resisténcia e adaptabilidade.



3.7.5 VIABILIDADE POLINICA

A viabilidade do pélen € um entre os fatores que tém influéncia direta
no sucesso da fertilizagdo e da producdo de sementes. A necessidade de
avaliar a viabilidade do polen usado na polinizacdo artificial e em
experimentos de melhoramento genético é muito importante para a
compreensdao dos problemas de esterilidade, incompatibilidade e
receptividade do estigma (SOUZA et al., 2004; FERREIRA et al., 2007).

A viabilidade pode ser medida através de testes colorimétricos
considerados seguro para avaliar a integridade e producdo de pélen. Uma
grande variedade de corantes tem sido usada para fazer inferéncias
importantes sobre a viabilidade dessas estruturas, sendo os mais comumente
utilizados o reativo de Alexander (verde malaquita + fucsina acida) e o carmim
acético 2% (TECHIO et al., 2006).

No reativo de Alexander, o corante verde de malaquita reage com a
celulose da parede do podlen corando em verde os grédos de polen abortados,
enquanto que a fucsina acida reage com o protoplasma revelando uma
coloracdo rosa nos poélens ndo abortados (ALEXANDER, 1980). O carmim
acético cora os grédos de pdlen viaveis de vermelho e o0s inviaveis

permanecem néo corados (MUNHOZ et al., 2008).

Diversos estudos sugerem o corante reativo de Alexander como o mais
indicado para estimar a viabilidade dos grdos de pédlen frescos ou
armazenados (AULER et al.,, 2006; TECHIO et al., 2006; DAMASCENO
JUNIOR, 2008; PRAKASH et al., 2010). A viabilidade, producéo e morfologia
dos grdos de pdlens em diferentes espécies do género Manihot
(Euphorbiaceae), por exemplo, foram avaliados com a utilizacdo do reativo de
Alexander, mostrando valores altos de viabilidade em grdos de pdlen de
mandioca (GODOQY, 2005). Contudo, ndo ha informac&o sobre viabilidade e
fertilidade do grdo de pdélen com corantes para espécies selvagens de
Jatropha, apesar de seu potencial de uso em cruzamentos para producéo de
hibridos.
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RESUMO

Visando auxiliar na obtencdo de cultivares de Jatropha curcas L. com
caracteristicas agrondmicas melhoradas, o presente trabalho teve por objetivo
analisar a composicdo gendmica de hibridos interespecificos de Jatropha
resultantes dos cruzamentos J. curcas X J. integerrima e J. curcas x J.
multifida em geracdo F; e RC;F1, mediante GISH (hibridizagdo gendmica in
situ), bem como analisar a existéncia de irregularidades na segregacéo
meidtica e avaliar a viabilidade polinica de trés acessos de dois hibridos
interespecificos de Jatropha em geracédo F;, mediante teste colorimétrico com
reativo de Alexander. Em células dos hibridos F; de ambos os cruzamentos
observou-se como esperado a presenca de 11 cromossomos de cada
parental mediante GISH. J& na geracdo RC;F;, a GISH permitiu a
identificagéo de trés cromossomos de J. integerrima no hibrido J. curcas x J.
integerrima (L4P49 // L4P49 x 12), e de dois cromossomos de J. multifida no
hibrido J. curcas x J. multifida (L3P28 // R181). Com relagcédo as analises de
viabilidade polinica, os acessos F; de J. curcas x J. integerrima apresentaram
0S maiores percentuais, 82-83%, sugerindo o0 uso efetivo em cruzamentos
assistidos. No entanto, o acesso F; de J. curcas x J. multifida mostrou uma
menor taxa de viabilidade (68%), que indica possiveis problemas de
esterilidade e/ou de incompatibilidade para o referido cruzamento
interespecifico. Os estudos meiodticos corroboraram com os dados acima,
demonstrando que a meiose dos acessos F; de J. curcas x J. integerrima foi
predominantemente regular, e que o acesso F; de J. curcas x J. multifida
apresentou elevado numero de alteragcbes meidticas e pos-meiodticas,
incluindo cromossomos retardatarios em anafase | e formacdo de diades,
triades, poliades e micronucleos. Os resultados apresentados mostram que a
caracterizacao citogenética de hibridos interespecificos e suas progénies de
retrocruzamentos podem contribuir para a caracterizacdo e escolha dos
melhores gendtipos, atuando na selecéo assistida do melhoramento genético
de J. curcas.

Palavras-chave: Jatropha curcas, hibridos interespecificos, GISH, viabilidade

polinica, selecdo assistida.



ABSTRACT

Aiming the development of Jatropha curcas L. improved cultivars, the present
study aimed: (1) to analyze the genomic composition of interspecific hybrids
of Jatropha (J. curcas x J. integerrima and J. curcas x J. multifida) in F; and
RC;F; generation by GISH (genomic in situ hybridization) and, (2) to analyze
the existence of meiotic irregularities and pollen viability in three accessions of
both interspecific hybrids of Jatropha in F; generation by reactive Alexander
colorimetric test. In F; cells from both hybrids, it is observed as expected the
presence of 11 chromosomes of each parental by GISH. In the RC;F;
generation, the GISH allowed the identification of three J. integerrima
chromosomes in the hybrid J. curcas x J. integerrima (L4P49 // L4P49 x 12),
and two J. multifida chromosomes in the hybrid of J. curcas x J. multifida
(L3P28 // R181). Regarding the analysis of pollen viability, the J. curcas x J.
integerrima F; had the highest percentage, 82-83%, suggesting an effective
use in assisted breeding. However, the accession F; J. curcas x J. multifida
showed a lower rate of viability (68%), indicating potential problems of sterility
and / or incompatible to referred interspecific cross. The meiotic studies
corroborate the above data showing that meiosis of F; accessions of J. curcas
x J. integerrima was predominantly regular, and that the F; accession of J.
curcas x J. multifida showed a high number of meiotic and post-meiotic
changes, including laggard chromosomes in anaphase | and the formation of
dyads, triads, polyads and micronuclei. The results presented here show the
that cytogenetic characterization of interspecific hybrids and their backcross
progeny can contribute to the characterization and selection of the best

genotypes on assisted breeding of J. curcas.

Keywords: Jatropha curcas, interspecific hybrids, GISH, pollen viability,

marker assisted selection.

1. INTRODUCAO



O interesse pela oleaginosa Jatropha curcas L., denominada
popularmente pinhdo-manso, tem aumentado devido a sua promissora
utilizacdo como matéria-prima na producdo do biodiesel e na fabricacao de
farmacos (KUMAR e SHARMA, 2008). Destaca-se por ser considerada como
opcdo agricola para areas aridas e semiaridas, auxiliar na recuperacdo de
areas degradadas e contribuir para a agricultura familiar e como uma fonte de
renda adicional para a populacdo rural. Além disso, sua producdo nao
compete com a de outras culturas alimentares (GOMES et al., 2010).

Apesar de promissora, ndo ha, até o momento, cultivares estaveis que
possam viabilizar o seu cultivo em larga escala. Nesse sentido, se faz
necessario o estabelecimento e caracterizacdo de bancos de germoplasma
contendo acessos de diferentes procedéncias, bem como avaliacdo e
caracterizagcdo de cruzamentos e hibridos interespecificos, visando obter
cultivares de J. curcas com caracteristicas agrondmicas melhoradas
(MARQUES et al., 2013).

Dificuldades para o sucesso dos cruzamentos interespecificos podem
estar relacionadas a problemas no comportamento meiotico destes hibridos,
gue podem gerar de plantas com pouco/nenhum interesse agronémico, com
baixa fertilidade ou estéreis devido a reducdo na producéo de polens viaveis e
na producdo de sementes. Dessa forma, a avaliacdo do comportamento
meiotico e da viabilidade polinica € de grande importancia para o sucesso dos
cruzamentos interespecificos (PAGLIARINI, 2000; SOUZA et al.,, 2004;
FERREIRA et al., 2007).

Adicionalmente, estudos de hibridizacdo genémica in situ (GISH) dos
hibridos interespecificos podem fornecer informagdes importantes, permitindo
identificar o percentual de presenca de cada genoma parental nas células
hibridas em estudo, além de aperfeicoar os esforcos de melhoramento na
escolha de hibridos promissores e no planejamento de cruzamentos, visando
maximizar a segregacao e recuperacao de gendtipos superiores (JAHIER et
al., 2009; MARKOVA & VYSKOT, 2009).

Considerando a falta de conhecimento sobre a fertilidade de espécies

mantidas em colec¢des de germoplasma para posterior uso em programas de



melhoramento, via hibridacdo interespecifica, o presente estudo foi realizado
com os objetivos de avaliar o comportamento meiotico e estimar a viabilidade
polinica bem como a composi¢cao gendmica de hibridos F; entre J. curcas e
espécies relacionadas e de seus respectivos retrocruzamentos RC;F;.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL VEGETAL

Foram utilizadas raizes de hibridos entre J. curcas x J. integerrima e
entre J. curcas x J. multifida em F; e em retrocruzamento RC1F;, provenientes
do Programa de Melhoramento Genético de Jatropha do Instituto Agronémico
de Campinas (IAC), localizado em Campinas/SP. Adicionalmente, botdes
florais dos referidos hibridos F; também foram coletados para analises

meioticas e de viabilidade polinica (Tabela 1).

Tabela 1. Acessos avaliados, cruzamento interespecifico e material coletado.

Cruzamento

Acessos* Geragao . e Material
interespecifico

L4V5 J. curcas x J. integerrima  Boté&o floral

L8V2 J. curcas x J. integerrima  Bot&o floral

L13V6 J. curcas x J. multifida  Boté&o floral
L4P49 x 12 F J. curcas x J. integerrima Raiz
L2P48 X 14 ! J. curcas x J. integerrima Raiz
L4P37 x | J. curcas x J. integerrima Raiz
L13P23 x M7 J. curcas x J. multifida Raiz
L12P35 x M7 J. curcas x J. multifida Raiz
L4P49 // LAP49 x |2 RC.E J. curcas x J. integerrima Raiz
L3P28 // R181 il J. curcas x J. multifida Raiz

*Acessos oriundos do Instituto Agrondmico de Campinas (IAC)

2.2 COLETA, ARMAZENAMENTO DO MATERIAL E PREPARO DE
LAMINAS



Pontas de raizes recém-geminadas de plantas envasadas foram
coletadas, pré-tratadas com 8-hidroxiquinoleina (8-HQ) 2 mM por 4 h e 30
min, a 18 °C, fixadas em metanol: &cido acético (3:1) e estocadas a — 20 °C.

As raizes armazenadas em fixador foram inicialmente lavadas duas vezes em
agua destilada por 5 min e digeridas com solucdo enzimética celulase 2%
(Onozuka) e pectinase 20% (Sigma) em camara umida a 37 °C por 4 h e 30
min. Apés o tempo de digestdo, os materiais foram lavados com &gua
destilada.

Para a confeccdo das laminas mitGticas, foi utilizado o protocolo
descrito por Carvalho e Saraiva (1993), com algumas modificacbes. As
laminas foram gotejadas com fixador (metanol: acido acético, 3:1) gelado (-
20 °C) recém-preparado. Pontas de raizes foram colocadas em laminas
inclinadas, lavadas com fixador e maceradas. Posteriormente, as laminas
foram secas com bomba de ar, mergulhadas em acido acético 45 % por 23 s
e secas novamente a temperatura de 37 °C. As melhores laminas foram
selecionadas mediante coloracdo com o fluorocromo 4’,6’-diamidino-2-
fenilindol (DAPI). Logo apds, foram descoradas em fixador Carnoy (etanol e
acido acético, 3:1) por 30 min e imersas em alcool etilico absoluto por 1 h a
temperatura ambiente, secas ao ar e estocadas a -20 °C até o momento de

sua utilizacao.

Para preparacdo das laminas meioticas, foi utilizado o procedimento
descrito por Guerra (1983), com algumas modificacdes, onde botdes florais
coletados foram diretamente fixados em Carnoy (etanol: acido acético, 3:1) e
estocados a - 20 °C. As anteras foram inicialmente lavadas em &gua
destilada, tratadas com solucdo de citohelicase 4%, celulase 2,5% e
pectinase 2,5% a 37 °C por 5 h, lavadas em agua destilada por 5 min,
hidrolisadas em HCI 5 N por 10 min e novamente lavadas em agua destilada
por 5 min. Em seguida, as anteras foram levemente pressionadas em solucao
de acido acético 45% para liberacdo dos meidcitos, os restos das anteras
eliminados e o material coberto com laminula. O conjunto lamina-laminula foi

congelado em nitrogénio liquido e as laminas secas ao ar.



As 10 melhores laminas de cada acesso (L4V1, L8V2 e L13V6) foram
selecionadas e coradas com o fluorocromo DAPI. Foram analisadas as fases
de metéfase I, (anéfase | + teléfase I) e (anéfase Il + tel6fase II). Em média 20
células por fase(s) / acesso foram analisadas.

Para visualizacdo de tétrades, as laminas foram preparadas e coradas
com Carmim acético 2%. Foram analisadas cinco laminas por acesso. O
indice meiético foi calculado dividindo-se o nimero de tétrades normais pelo
total de tétrades observadas e multiplicado por 100. Considerou-se como
normais as tétrades com quatro células iguais e como anormais as formacgdes

do tipo triades e diades.

2.3PREPARO DAS SONDAS E BLOQUEIOS

Para a hibridizacdo gendmica in situ (GISH), foram utilizados os DNAs
gendmicos de um dos parentais como sonda e o DNA genémico do segundo
parental como DNA bloqueio. Para o preparo das sondas e do DNA bloqueio,
os DNAs foram extraidos conforme protocolo de Weising et al. (2005), onde 5
a 8 g de folhas jovens foram maceradas em nitrogénio liquido e, apos
liofilizadas, foram colocadas em tubos contendo 12 mL de tampéo de
extracdo pré-aquecido a 65 °C. Os tubos com as amostras foram levados ao
banho-maria (65 °C) em agitacdo por 60 min. Apos este periodo, com as
amostras a temperatura ambiente, foi adicionado 12 mL de cloroférmio: alcool
iso-amilico (24:1). Os tubos foram agitados por inversdo por 100 vezes para
posterior centrifugacdo em 4.000 rpm durante 20 min a 24 °C. O
sobrenadante foi transferido para novos tubos, onde foi adicionado
isopropanol (60% do volume do sobrenadante). As amostras foram entéo
misturadas cuidadosamente por inversao (uma ou duas vezes) e novamente
centrifugadas em 4.000 rpm durante 20 min a 24 °C. Posteriormente o
sobrenadante foi descartado, deixando apenas o pellet. Foi adicionado 10 mL

de etanol 70% (v/v) para lavar o precipitado, e novamente centrifugados por



20 min a 4.000 rpm, o etanol descartado e o pellet deixado para secar ao ar.
O pellet foi ressuspendido em 50 pL de H,O milliQ.

Em seguida, as amostras de DNA passaram por um tratamento com
RNAse e foram quantificadas em gel de agarose 1%. Para a preparacao de
sondas, amostras de DNA gendmico de J. integerrima e de J. multifida foram
marcadas por nick translation (Roche Diagnostics, Life Technologies), com
digoxigenina-11-dUTP (Roche). Para a preparacdao do DNA bloqueio de J.
curcas, o DNA extraido foi fragmentado em autoclave em 200 a 500 pb e
posteriormente ressuspendido em agua MiliQ.

2.4 HIBRIDIZACAO GENOMICA in situ (GISH)

A desnaturacdo dos cromossomos e das sondas, os banhos pos-
hibridizacdo e a deteccédo foram efetuados de acordo com Heslop-Harrison et
al. (1991), exceto pela lavagem de estringéncia que foi realizada em 0,1 x
SSC a 42 °C. As misturas de hibridizacdo consistiram de: formamida 50%
(v/v), dextran sulfato 10% (p/v), 2x SSC e 5 ng/uL de sonda. Adicionalmente,
foi acrescentada a mistura de hibridizacdo DNA bloqueio em uma proporc¢ao
de sonda: bloqueio de 1:40 (J. integerrima: J. curcas) ou de 1:60 (J. multifida:
J. curcas), para os hibridos J. curcas x J. integerrima e J. curcas x J. multifida,
respectivamente. As laminas foram desnaturadas por 7 min a 85 °C e
hibridizadas por 48 h a 37 °C. As sondas marcadas com digoxigenina foram
detectadas com anti-digoxigenina crescida em ovelha conjugado com
fluoresceina isotiocianato (FITC; Roche) diluida em BSA 1% (p/v) e
amplificadas com anti-lgG de ovelha conjugado com FITC (Sigma) também
em BSA 1% (p/v). Ao final do processo, as preparacdes foram montadas com

2 ug/mL de DAPI em Vectashield (Vector), na proporcéo de 1:1.

Diversos testes foram realizados para determinar o DNA de qual
espécie (J. curcas, J. integerrima ou J. multifida) seria usado como sonda e
bloqueio, bem como as propor¢cbes sonda:bloqueio nas misturas de

hibridizacdo dos respectivos cruzamentos F1 interespecificos (J. curcas x J.



integerrima e J. curcas x J. multifida). Para cada hibrido foram testados o
DNA dos respectivos parentais como sonda ou bloqueio. Os testes foram
feitos com laminas das espécies parentais com diferentes proporcbes de
sonda:bloqueio, a fim de observar a proporcédo que evitaria a hibridizacao de
sequéncias comuns aos dois genomas: (1) laminas de J. curcas, com sonda
de J. integerrima e bloqueio de J. curcas nas proporcdes 1:0 (controle sem
bloqueio), 1:10, 1:20 e 1:40; (2) laminas de J. curcas, com sonda de J.
multifida e bloqueio de J. curcas nas propor¢des 1:0 (controle sem bloqueio),
1:10, 1:20, 1:30, 1:50 e 1:60.

As células foram analisadas em microscopio de epifluorescéncia Leica
DMLB e imagens das melhores células foram capturadas com uma camera
Leica DFC 340FX, usando o programa Leica CW 4000. As imagens foram
otimizadas para melhor brilho e contraste com o Adobe Photoshop CS4
(Adobe Systems Incorporated).

2.4ANALISE DA VIABILIDADE POLINICA

Anteras obtidas de botdes-florais pré-fixadas em Carnoy foram
seccionadas transversalmente e os grdos de pélen foram cuidadosamente
extraidos. Para coloracdo foi testado o corante de Alexander (Alexander,
1980), adicionando-se uma gota em cada lamina. Foram considerados viaveis
0s polens que apresentaram coloracdo rosa e/ou vermelho e inviaveis
aqueles corados de verde e/ou azul. Foram preparadas 10 laminas de cada
acesso (J. curcas x J. integerrima (acessos L4V2, L8V5) e J. curcas x J.
multifida (L13V6) em geracdo F;, e analisados 250 graos de pélen/ lamina/

acesso, totalizando 2500 grédos de pdlen por acesso analisados.

3. RESULTADOS

3.1 GISH em cromossomos mitéticos



Os hibridos F; J. curcas x J. integerrima e J. curcas x J. multifida ndo
apresentaram perda cromossémica em mitose e mostraram um ndmero
cromossbmico diploide de 2n = 22. A realizacdo da GISH nos hibridos
interespecificos de Jatropha foi possivel em metafases mitéticas, apesar de
suas células apresentarem cromossomos pequenos e morfologicamente
similares. Contudo, em alguns casos, especialmente em Cromossomos
prometafasicos (menos condensados), ndo foi possivel a hibridizacdo das
regides subterminais de condensacéao tardia. Nesses casos, 0s sinais foram
restritos para dots terminais e para a regido pericentromérica

heterocromatica.

Os testes realizados para a definicdo das proporcdes sonda: bloqueio
demonstraram que as melhores propor¢cdes foram de 1:40 (J. integerrima: J.
curcas) para os hibridos de J. curcas x J. integerrima e de 1:60 (J. multifida: J.

curcas) para os hibridos entre J. curcas x J. multifida.

A GISH nos trés hibridos de J. curcas x J. integerrima da geracao F;
(L4P49 x 12, L2P48 X 14 e L4P37 x ) evidenciou a metade do conjunto
cromossomico (11 cromossomos) oriundos de J. integerrima e os outros 11
cromossomos ndo marcados de J. curcas, como esperado para a geracao F;
(Figura 1a). Igualmente, as células dos dois hibridos de J. curcas x J. multifida
da geracao F; (L13P23 x M7 e L12P35 x M7) apresentaram 11 cromossomos
hibridizados com sonda de J. multifida, e 11 cromossomos de J. curcas nao

marcados (Figura 1b).

Nas células do hibrido J. curcas x J. integerrima geracao RC1F; (L4P49
/I LAP49 x 12), a sonda de J. integerrima hibridizou em apenas trés dos 22
cromossomos (Figura 1c), demonstrando que a maioria dos cromossomos
sdo provenientes de J. curcas. De modo semelhante, nas células do hibrido J.
curcas x J. multifida geracdo RC1F; (L3P28 // R181), a sonda de J. multifida
hibridizou em apenas dois do conjunto de 22 cromossomos, e evidenciou que

0s outros 20 cromossomos sao oriundos de J. curcas (Figura 1d).



Figura 1. Hibridizacdo Gendmica In Situ (GISH) em metafases mitéticas de hibridos
de J. curcas x J. integerrima (a, ¢) e de J. curcas x J. multifida (b, d) em geracdes F;
(a, b) e RC;F; (c, d). Cromossomos contracorados com DAPI (pseudocoloridos em
cinza) e sondas (em verde) de DNA genbmico de J. integerrima (a, c) e de J.
multifida (b, d). (a, b) Hibridos F;, mostrando 11 cromossomos de cada parental,
sendo os ndo marcados de J. curcas. (¢) RC;F; de J. curcas x J. integerrima,
evidenciando os trés cromossomos em verde de J. integerrima. (d) RC;F; de J.
curcas x J. multifida, mostrando os dois cromossomos em verde de J. multifida. Barra
em d representa 5 pm.

3.2 Estudos meidticos

A meiose dos acessos L4V1 e L8V2 (J. curcas x J. integerrima) foi
predominantemente regular, embora tenham sido observados em baixa
frequéncia cromossomos ndo alinhados corretamente na placa metaféasica
durante a metéfase I, indicando a formacéo de univalentes (5 %) (Tabela 2).

Isto pode indicar uma diferenca no ciclo celular de cada espécie, em que cada



conjunto cromossGmico migraria em um determinado tempo para a placa
metafasica ou apenas a pressao feita pela laminula sobre a lamina. As
demais fases, (anafase | + telofase 1), (metafase Il e teléfase Il),
apresentaram células com segregacdo normal, onde ndo se observou
irregularidade. Para esses acessos, com relacdo aos produtos pés-meidticos
do tipo tétrades, também houve predominancia de tétrades normais, embora
tenham sido visualizadas algumas tétrades com micronucleos (12,5 %)
(Tabela 2; Figura 3).

No acesso L13V6 (J. curcas x J. multifida), as células em metéafase |
apresentaram univalentes, bivalentes e multivalentes (85 %), gerando em sua
maioria 0 ndo alinhamento adequado na placa equatorial (Tabela 2; Figura
2a, b). Isto pode estar associado a falta de homologia entre os cromossomos
de ambos genomas, uma vez que apenas as regides semelhantes se pareiam
na meiose. Ainda para este acesso, a maioria das células analisadas em
(andfase | + teléfase 1) apresentou irregularidades (70 %), como
cromossomos tardios e multipolaridade (Figura 2c-f). Estas irregularidades
frequentes resultaram em produtos pos-meidticos do tipo diade, triade,

poliades e tétrade com micronucleos (Figura 3a-c).



Figura 2. Alteracdes no comportamento meioético do hibrido L13V6 entre J. curcas x
J. multifida em geracdo F;. Células coradas com DAPI, pseudocoloridas em cinza.
(a) Dipléteno final mostrando cromossomos precoces. (b) Metafase | mostrando a
formacdo de univalentes, bivalentes e multivalentes. (c, d, e, f) Anéafases |
multipolares. Seta indica a formacdo de multivalentes e ponta de seta indica a
formacéo de univalentes. Barra em f representa 5 pum.

3.3 Andlise da viabilidade polinica

A viabilidade polinica dos acessos L4V1 e L8V2 (J. curcas x J.
integerrima) variou de 82 a 83% (Tabela 3, Figura 3d-e). Por outro lado, essa
viabilidade caiu para 68% para 0 acesso L13V6 (J. curcas x J. multifida). Uma
baixa viabilidade pode estar diretamente associada as irregularidades
observadas na meiose deste acesso, indicando possiveis problemas de
esterilidade e/ou de incompatibilidade para o referido cruzamento

interespecifico.



Figura 3. Andlise da viabilidade polinica e da fase pds-meidtica (tétrades) em
hibridos de Jatropha e espécies relacionadas na gerac¢ado F;, acessos L13V6 (a, b,
d), L4V1, L8V2 e L13V6 (c) e L4V1 e L8V2 (e). (a, b, c) Fases pbs-meidticas
coradas com Carmim acético 2% com formacdo de (a) diade (b), triades e (c)
tétrades com nucleos de tamanhos diferenciados. (d, e) Polens corados com reativo
de Alexander (1980), em rosa os poélens viaveis e em azul pélens inviaveis. Barra em
e representa 5 pm.



Tabela 2. Andlise do comportamento meidtico e da fase pdés-meidtica (tétrades) de trés acessos da geracdo F; do banco de
germoplasma do Instituto Agrondmico de Campinas (IAC).

Alteracdes observadas (N. alteracdes/ N. total)

Cruzamento Acesso

Metafase | Anéfase | + Telofase | Fases p6s-meidtica
J. curcas X . . . . .
. . L4V5 Alinhamento incorreto (1/20) - Tétrades com micronucleos (2/20)
J. integerrima
L8V2 Alinhamento incorreto (1/20) - Tétrades com micronucleos (3/20)
J. curcas x L13V6 Univalentes, multivalentes Cromossomos retardatarios, Triades, diades, poliades, tétrades
J. multifida (17/20) anafases multipolares (14/20) com micronucleos (18/20)

Tabela 3. Acessos do banco de germoplasma analisados quanto a viabilidade polinica (%) mediante coloragéo
com reativo de Alexander (1980).

Numero de , I
Cruzamento Acesso (F1)** polens I,\lumer(.),de. V|a}b!I|da((1)Ie
analisados polens viaveis polinica (%)
. _ L4V2 2500 * 2074 83%
J. curcas x J. integerrima
L8V5 2500 * 2049 82%
J. curcas x J. multifida L13V6 2500 * 1700 68%

**Acessos provenientes do Banco de germoplasma do Instituto Agronémico de Campinas (IAC).
* 250 pdlens analisados por lamina, com 10 l&minas para cada acesso.



4. DISCUSSAO

Apesar de diversos estudos sobre a composicdo genética de hibridos
interespecificos terem sido descritos na literatura (SEPSI et al., 2009;
FRADKIN et al., 2009; NKONGOLO et al., 2009), este € o primeiro trabalho
citogenético realizado em hibridos interespecificos de Jatropha, analisando
composicdo genbmica, comportamento meiético e viabilidade polinica. As
metodologias ajustadas para Jatropha possibilitam o aumento da eficiéncia na
obtencédo de cultivares melhoradas mediante cruzamentos interespecificos e
selecao assistida.

Embora portadores de cromossomos pequenos, a técnica de GISH
possibilitou distinguir cromossomos de ambos 0s genomas parentais nos
hibridos interespecificos de Jatropha. Trabalhos anteriores utilizando a GISH
em espécies de cromossomos pequenos mostram sinais detectaveis de forma
restrita a regides ricas em DNA repetitivo, como regides pericentroméricas
heterocromaticas e Regides Organizadoras de Nucléolo (RONs), do modo
observado para hibridos de espécies dos géneros Brassica (FAHLESON et al.
1997; SNOWDON et al. 1997), Coffea (BENNETT 1995; BARRE et al. 1998;
RAINA et al. 1998) e Hypericum (BRUTOVSKA et al. 2000) (ALI et al., 2004).
No presente trabalho, hibridizacdo apenas pericentromérica e das RONs foi
observada apenas para cromossomos prometafasicos (menos condensados)
de Jatropha.

Os referidos cruzamentos apresentam alto grau de barreiras pos-
zigoticas, sendo as vezes necessario 0 uso da técnica de resgate de
embribes in vitro para seu desenvolvimento. Adicionalmente, observa-se
aumento da taxa de abortos. Segundo Rulfino et al. (2013), cruzamentos
entre J. curcas e J. integerrima revelaram uma taxa de 21,1% de produc¢éo de
frutos, indicando uma alta taxa de aborto, embora a taxa de germinacao
obtida para o presente hibrido tenha sido alta (83,5%). JA no caso de J.
multifida, a incompatibilidade observada foi maior. Dos 582 cruzamentos
realizados, apenas 45 frutos foram produzidos (7,6% de éxito), sendo que

somente quatro sementes germinaram (baixa taxa de germinacgéo) (dados do



programa de melhoramento do IAC). O baixo indice de frutos parece estar
relacionado a barreiras pré-zigéticas ou a barreiras pés-zigéticas fisioldgicas,
tendo em vista que os hibridos F; (J. curcas x J. integerrima e J. curcas x J.
multifida) mostraram o nimero cromossémico esperado para essa geracao
em metafases mitdticas, 11 cromossomos oriundos de cada parental,
resultando em um numero diploide normal (2n = 22) em todas as células
analisadas, demonstrando uma estabilidade para as divisées mitoticas.

Diferentemente do que ocorreu no cruzamento com estas espécies
congéneres de Jatropha, alguns hibridos interespecificos descritos na
literatura apresentam eliminacado cromossémica de um genoma parental apos
fertilizacdo de gametas de duas espécies diferentes € um fendbmeno bastante
comum e pode resultar na formacédo de embrides haploides, o qual tem sido
explorado, por exemplo, para cevada e trigo (KASHA e KAO, 1970; DEVAUX
et al., 2005). Diversas hipoteses tém sido propostas para explicar a
eliminacdo uniparental, tais como (1) diferencas de tempo das duas espécies
de processos durante a mitose, 0 que conduz a uma assincronia celular; (2)
formacédo de fusos multipolares; (3) separacéo espacial dos genomas durante
a interfase; (4) nao disjuncdo de cromossomos em anafase; (5) inatividade
centroméricas uniparental, entre outros (GUPTA, 1969; SUBRAHMANYAM e
KASHA, 1973; LINDE-LAURSEN e VOM BOTHMER, 1999; SANEI et al.,
2011). No presente trabalho, as mitoses pos-zigoticas em ambos os hibridos
foram normais, o que indica uma sincronizacao celular compativel, auséncia
de eliminacdo cromossdmica e de outras alteracdes no ciclo mitético dos
hibridos F;.

Caracteristicas morfoldégicas observadas em ambos os tipos de
hibridos foram intermediarias entre as espécies parentais corroborando o0s
resultados relacionados a distribuicdo cromossd6mica igualitdria entre o0s
parentais: 11 cromossomos para cada parental (dados do programa de
melhoramento do IAC). A variabilidade morfologica observada na populagéo
hibrida F; foi alta para ambos os tipos de hibridos aqui estudados. J. curcas x
J. integerrima, por exemplo, apresentaram plantas com variacdo no tamanho/

porte, pigmentacdo de folhas (antocianina), coloragédo das flores (rosa claro &



parpura) (Figura 4), tamanho e numero de flores femininas e masculinas.
Com relacdo as estruturas reprodutoras, todos os hibridos F; mostraram
similaridade com o parental masculino. Os hibridos F; entre J. curcas e J.
multifida também apresentaram caracteristicas intermediarias como pode ser

observado na Figura 5.

Figura 4. Variagdo no tamanho / porte, pigmentacdo de folhas
(antocianina), coloracdo das flores (rosa claro a purpura) de hibridos
F, entre J. curcas x J. integerrima. Fonte: Instituto Agronémico de
Campinas (IAC).

Figura 5. Caracteristicas morfologicas intermediarias de hibridos F; entre
J. curcas e J. multifida. Da esquerda para direita: J. multifida (parental
masculino); hibrido F;; J. curcas (parental feminino). Fonte: Instituto
Agrondmico de Campinas (IAC).

Por outro lado, apesar da meiose predominantemente normal dos
hibridos F; estudados de J. curcas x J. integerrima, o hibrido F; J. curcas x J.
multifida mostrou irregularidades meioticas especialmente na meiose |, como
a formacdo de wunivalentes e multivalentes, além da presenca de

cromossomos retardatarios e anafases multipolares. Estas irregularidades



estdo provavelmente relacionadas a uma baixa similaridade entre alguns
cromossomos homedlogos (univalentes) e/ou homeologia de outros
cromossomos (ou parte deles) com mais de um cromossomo da segunda
espécie (multivalentes). Ambos os casos impossibilitam uma correta formacao
de bivalentes e por consequéncia uma segregac¢ao anormal dos homedlogos
na anafase | (TECHIO; DAVIDE, 2007; ADAMOWSKI, 2008). Outras
possiveis causas para a presenca de univalentes nestes acessos seria uma
baixa frequéncia de quiasmas ou sua terminalizacao precoce (GOTTSCHALK
e KAUL, 1980).

Além disso, existe a possibilidade de que J. curcas e J. multifida
apresentem ciclos celulares diferentes, onde cada conjunto cromossémico
migraria em um determinado tempo para a placa metafasica o que poderia
resultar em cromossomos retardatarios e perda cromossdmica
(ADAMOWSKI, 2008; PAIVA, 2006; TECHIO et al., 2006; RISSO-PASCOTTO
et al., 2005). A presenca de cromossomos retardatarios tem sido descrita
também em outras espécies como Glycine max L. (BIONE et al.,, 2000);
Carica papaya L. (BAJPAI e SINGH, 2006) e em hibridos interespecificos
entre Brachiaria ruziziensis x B. brizantha retrocruzados com B. brizantha.
(ADAMOWSKI, 2008). Em paralelo, a segregacao precoce dos cromossomos
para os polos também tem sido visualizada em diferentes espécies de
importancia econdémica. Os univalentes presentes na metafase |, que nao
permanecem alinhados na placa equatorial, tendem a migrar precocemente
para os polos ou apresentar uma segregacao tardia que podem levar a
formacdo de micronlcleos e eliminacdo de cromossomos, 0 que pode
comprometer a viabilidade desses acessos (RISSO-PASCOTTO et al., 2009;
PAGLIARINI, 2000).

As irregularidades observadas na meiose do acesso F; do cruzamento
J. curcas x J. multifida resultaram na formacéo de diades, triades, poliades e
micronucleos, comprometendo a viabilidade polinica do referido acesso
(68%), o que indica uma possivel reducdo do vigor e da fertilidade para o
referido cruzamento interespecifico (SOUZA et al., 2002; REIS et al., 2008).



De fato, as flores masculinas dos hibridos Fi, resultantes do
cruzamento entre J. curcas e J. multifida, apresentaram polen nédo visivel a
olho nu. Apesar disso, tais plantas foram utilizadas para polinizar flores
femininas de J. curcas, a fim de produzir a geracdo RC;F;. Das polinizacoes
realizadas entre estas duas espécies, foram obtidos apenas dois frutos e a
taxa de pegamento foi muito baixa (3,23%) (dados do programa de
melhoramento do IAC). Os resultados de meiose encontrados no presente
trabalho podem explicar o desempenho inferior deste cruzamento
interespecifico.

Por outro lado, a viabilidade polinica para os acessos F; J. curcas x J.
integerrima (82-83%) pode ser considerada alta, fornecendo resultados
satisfatorios para os trabalhos de melhoramento utilizando o hibrido em
guestao.

Nos retrocruzamentos de J. curcas com os hibridos F; (J. curcas x J.
integerrima) foi obtida alta taxa de éxito, sendo que de 1082 flores polinizadas
se obtiveram 334 frutos (taxa de fixagcdo de 31%). Conforme o esperado, a
taxa de germinacdo também foi alta (85,9%) devido a maior compatibilidade
genética entre J. curcas e plantas da geracdo Fi. No entanto a taxa de
sobrevivéncia apds germinacdo foi bem menor (38,9%) (RUFINO et al.,
2013). Esta reducédo poderia ser atribuida a expresséo de alelos prejudiciais
nas plantas RC;F;.

Anélises morfologicas (com base nas caracteristicas das folhas e
peciolos) de plantas desta geracdo permitiram ao grupo do IAC classifica-las
em trés grupos: “tipo curcas”, “tipo intermediario” e “tipo integerrima” (RUFINO
et al., 2013). Observou-se gque as progénies resultantes do retrocruzamento
entre J. integerrima e variados genotipos de J. curcas (incluindo aqueles
estudados neste trabalho, L4P49) foram morfologicamente similares ao
parental feminino J. curcas. A maioria dos hibridos RC;F; mostrou a
caracteristica folha em forma pentagonal, comum de J. curcas (RUFINO et
al., 2013). Esta semelhanca parece refletir a perda da grande maioria dos

cromossomos de J. integerrima nesta geracao.



Outras caracteristicas como altura/porte de plantas, coloragéo de flores
e sementes (Figura 6), formato do fruto, nimero de flores femininas, nimero
de frutos por cacho, nUmero de cachos por planta, resisténcia a pragas e
doencas, teor e qualidade do 6leo foram a priori bastante variaveis dentre as
plantas da geracdo RC;F;. No entanto, tais caracteristicas sao ainda instaveis
e dados coletados ano a ano poderdo compor um resultado mais robusto ao

programa de melhoramento genético.

Figura 6. Caracteristicas morfolégicas entre plantas da geracdo RC;F;. Numero de
flores femininas e nimero de cachos por planta (a, b). Morfologia do fruto (c, d).
Fonte: Instituto Agrondmico de Campinas (IAC).

Apesar das anormalidades meioticas e reducéo da viabilidade polinica,
principalmente para o cruzamento J. curcas x J. multifida, foi possivel o
avanco dos cruzamentos para a geragdo RC;F;, observando-se um numero
cromossomico estavel de 2n = 22 cromossomos (igual aos parentais) para
todas as metafases mitéticas dos individuos analisados. Isto indica que
apenas gametas balanceados com n = 11 cromossomos foram viaveis para a

formacédo da nova geragao.



5. CONCLUSOES

A caracterizacdo de hibridos de Jatropha curcas L. e espécies
relacionadas, mediante hibridizacdo genbmica in situ permitiu as seguintes

principais conclusoes:

e A GISH é uma ferramenta eficiente para a identificacdo de
cromossomos dos diferentes parentais em hibridos interespecificos de
J. curcas x J. integerrima e J. curcas x J. multifida e suas progénies de
retrocruzamentos, contribuindo na caracterizacdo e escolha dos
melhores genotipos, atuando na selegdo assistida do melhoramento

genético.

e As plantas da populacdo F; de hibridos J. curcas x J. integerrima
apresentam meiose predominantemente normal, enquanto J. curcas X

J. multifida apresentam altos indices de irregularidades meioticas.

e O aumento do numero de irregularidades na meiose esta diretamente
relacionada com a reducdo da viabilidade polinica nos acessos

estudados.

e Os acessos oriundos do cruzamento J. curcas X J. integerrima
possuem alta taxa de viabilidade polinica e podem ser efetivamente
usados em cruzamentos assistidos. No entanto, o acesso L13V6 (J.
curcas x J. multifida) mostrou baixa taxa de viabilidade, indicando
possiveis problemas de esterilidade e/ou incompatibilidade para o

referido cruzamento interespecifico.
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