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Diversidade genética e desenvolvimento de protocolo de regeneracao in vitro em
Jatropha curcas.

RESUMO

Jatropha curcas é uma espécie com potencial para a produgdo de biocombustivel em &reas
tropicais e subtropicais do mundo. No entanto, ainda é considerada planta semidomesticada e
ndo ha, até o momento, uma cultivar estavel bem como suficiente conhecimento cientifico e
tecnoldgico para o estabelecimento do cultivo em grande escala. Assim, pesquisas na area de
melhoramento genético sdo essenciais para a sustentabilidade econdmica da cultura.
Biotecnologias como o uso de marcadores moleculares para a caracterizagdo e avaliacdo da
diversidade genética do germoplasma disponivel e o desenvolvimento de protocolos eficientes
de propagacdo in vitro de genotipos elite podem auxiliar programas de melhoramento. Os
objetivos deste trabalho foram: 1) Avaliar a diversidade genética de Jatropha spp. do Banco
Ativo de Germoplasma do IAC (BAG) mediante diferentes marcadores moleculares 2)
Desenvolver metodologia para clonagem de gendtipos elite de J. curcas via embriogénese
somatica. Para a avaliacdo da diversidade genética, 70 acessos de Jatropha spp., foram
analisados por marcadores SSR, ISSR e AFLP. O marcador SSR revelou 7 bandas
polimorficas enquanto os marcadores ISSR produziram 271 bandas polimérficas contra 227
dos AFLPs, este revelando maior diversidade genética que o primeiro (1 — Jaccard), ou seja
0,62 contra 0,41, respectivamente. Os 70 acessos foram divididos em 8 grupos segundo a
origem dos mesmos. O indice de diversidade genética total de Nei (Hr) foi considerado baixo
para 0s ISSRs (0,14) e mediano para os AFLPs (0,22). O coeficiente de diferenciacdo genética
(Gst) foi de 0,408 e 0,355 para ISSR e AFLP, respectivamente, revelando que maior
variabilidade foi atribuida a variagdo entre grupos do que dentro dos grupos. A analise de
agrupamento (UPGMA\) apoiou a existéncia de importante diversidade genética para fins de
melhoramento genético da espécie, embora ndo refletiu uma estrutura de agrupamento clara
com relagéo a origem geogréafica dos acessos. Para o estudo de metodologia de embriogénese
somatica foram utilizados varios explantes (folha, peciolo, cotilédones e hipocétilo), os quais
foram cultivados em quatro meios de cultura basicos (WPM, NN, MS e DKW),
suplementados com diferentes tipos e concentragdes de fitorreguladores visando a avaliagéo
da capacidade embriogénica de quatro gendtipos de J. curcas. Observou-se o efeito gendtipo
dependéncia com relacédo a resposta a calogénese. Para os genotipos RC1F1 e F1, a melhor

resposta para inducéo de calos com potencial embriogénico foi encontrada quando segmentos



de folhas jovens foram cultivados, em meio MS suplementado com 0,7 mg.L™* de AIB e 0,9
mg.L™" de cinetina. J4 os gendtipos Al e A4 responderam melhor ao cultivo de explantes
hipocotiledonares: em meio MS suplementado com 0,8 mg.L ! Dicamba (Al) e em meio
WPM com 1,6 mg.L ! de 2,4-D (A4). Até 0 momento, n3o foi possivel a inducéo de embrides
somaticos a partir de nenhum dos gendtipos. Porém foi possivel identificar os melhores meios
de cultura basicos, os melhores explantes, e concentrac@es de fitorreguladores para a inducgéo
de calos potencialmente embriogénicos para cada gendtipo estudado. Diante dos resultados

verificou-se que novos testes deverdo ser executados visando aperfeicoar os protocolos.

Palavras-chave: Banco de Germoplasma, cologénese, SSR, ISSR, AFLP
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Genetic diversity and development of in vitro regeneration protocol for Jatropha curcas.

ABSTRACT

Jatropha curcas L. is one potential source of biofuel producing energy crop in tropical and
sub-tropical world areas. However, still be considered as a semi-domesticated plant, so still
are several knowledge gaps which need to be bridged before more large-scale cultivation can
be undertaken. In order to increase the economic sustainability of the specie, it is necessary to
research about genetic breeding. Biotechnologies as molecular markers for characterization
and evaluation of genetic diversity of Germplasm and efficient protocols for in vitro
propagation of elite genotypes may aid in the breeding programs.. The aims of this study were
to assess the genetic diversity among 70 accessions of the IAC Germplasm Bank (GBA) by
SSR, ISSRS and AFLP molecular markers and to establish a protocol for somatic
embryogenesis in J. curcas. For the assessment of genetic diversity, 70 accessions of Jatropha
from different regions of Brazil and world were analyzed by SSR, ISSRS and AFLP markers.
Were observed 7 polymorphic bands by SSR, 271 by ISSRS and 227 by AFLP. High level of
genetic variation was found in all accessions studied, according to Jaccard, the genetic
diversity (1-Jaccard) was 0,41 and 0,62 with ISSR and AFLP, respectively. The 70 accessions
were divided into eigth groups based on geographic sources of collections. The Nei’s total
genetic diversity (Ht), with ISSRs was consider low (0,14) and medium (0,22) for AFLPs.
The coefficient of genetic differentiation (Gst) were 0,408 and 0,355, by ISSR and AFLP,
respectively, revealed that the variability was attributable to variation among groups and not
within groups. The cluster analysis (UPGMA) supported the existence of genetic diversity in
the genotypes, although, did not reflect a clear structure grouping by geographic location of
accessions sources. In the methodology for the study of somatic embryogenesis, different
explant source (leaf, petiole, cotyledon and hipocotilo), basal medium (WPM, NN, MS and
DKW) and growth regulators were test were selected for the evaluation of the capacity for
somatic embryogenesis in four genotypes of J. curcas. On the calogéneses induction genotype
dependent response was observed. For the RC1F1 and F1 genotypes the best protocol for
embryogenic callus induction was using young leaves as explant, on MS medium with 0.7
mg. L IBA and 0.9 mg.L™ Kinetin. As for A1, was from hypocotyl explants cultured on MS
medium with 0.8 mg.L™* Dicamba and the genotype A4 presented the best callus induction
from hypocotyl explants in WPM medium with 1.6 mg .L™ of 2,4-D. In the present study it

was not possible to regenerate somatic embryos from embryogenic callus derived from any of
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the genotypes. Moreover, was possible define the best media, explant source and growth
regulators for the induction of potential Embryogenic Callus for each genotype. Considering

the results more experiments should be performed aiming to improve the protocols

Key words: Germplasm bank, calogénesis, SSR, ISSR, AFLP.
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1 INTRODUCAO

Devido ao previsivel esgotamento de combustiveis fosseis e o consequente
aumento nos pregos dos mesmos, bem como o alerta global sobre as mudancas
climaticas, se torna essencial a busca por novas fontes de energia, principalmente
renovaveis, como 0s biocombustiveis.

Neste sentido, o uso do biodiesel, produzido a partir de 6leos vegetais ou animais,
vem sendo considerado uma adequada alternativa para substituicdo do uso de
combustiveis fosseis. O Governo brasileiro lancou, em 2004, o Programa Nacional de
Producdo e Uso do Biodiesel (PNPB), regulamentado pela lei n. 11.097/2005, que
estabelece que a partir de janeiro de 2008 fosse obrigatdria em todo o territorio nacional
a mistura B2 (2% de biodiesel e 98% de diesel de petrdleo), e de 5% a partir de janeiro
de 2013 (mistura B5).

Vérias oleaginosas tém sido apontadas como matérias primas promissoras para
atender a esta demanda crescente. Dentre elas, Jatropha curcas L., uma euphorbiaceae
perene, tem despertado grande interesse a nivel mundial, devido ao alto teor e qualidade
do dleo de suas sementes, a facilidade de converséo deste 6leo em biodiesel de excelente
qualidade, além de uma série de caracteristicas agroecoldgicas favoraveis atribuidas a
esta espécie, tais como sua capacidade para se desenvolver sob-condicdes de estresse
abioticos e crescer em solos degradados e pouco férteis. Por outro lado, se incentivado o
seu plantio por agricultores familiares é possivel atender também as diretrizes de carater
social perseguidas pelo PNPB, tais como: a inclusdo social do trabalhador rural, a
fixacdo do homem no campo, o apoio ao agricultor familiar, utilizacdo de terras
degradadas pelo mau uso ou cuja topografia ondulada ndo permite a mecanizacao, etc.
No entanto, embora com vantagens econémicas e sociais esta especie ainda se encontra
em um processo de domesticagdo e com grande demanda por informagdes técnicas e
cientificas.

Um aspecto bésico para a producgdo sustentavel de J. curcas é a disponibilidade
de bom material genético. Assim, esforcos a nivel mundial vém sendo realizados em
busca de cultivares estaveis da oleaginosa. Programas de melhoramento genético de J.
curcas, dentre eles o do IAC, visam a selecdo de materiais elite e gerar cultivares com

alta produtividade de grdos e conteudo de 6leo, estabilidade de producdo, matérias ndo



toxicos, resistentes a pragas e doencas e adaptadas as condi¢des agroclimaticas das
diferentes regides produtoras do pais.

O éxito dos programas de melhoramento depende da variabilidade genética
presente nos bancos de germoplasma e que possa ser criteriosamente utilizada para esse
propdsito. A expansdo deste germoplasma pela adi¢cdo continua de novos acessos
(provenientes de diferentes partes do mundo especialmente do centro de origem e
diversidade da espécie) e de novos genotipos gerados pelo programa de melhoramento
genético juntamente com adequada conservacdo, avaliacdo, exploragdo e caracterizacdo
morfoldgica, quimica e molecular do germoplasma disponivel proporcionara forte base
para o desenvolvimento de variedades elites. Neste sentido, a caracterizacdo da
diversidade por meio de marcadores moleculares resulta em um dos melhores
indicadores da variabilidade genética dos acessos do banco de germoplasma, uma vez
que ndo dependem da acdo do ambiente.

Além dos marcadores moleculares, outras biotecnologias podem ser integradas no
programa de melhoramento de J. curcas visando acelerar o langcamento de uma cultivar.
Dentre elas podemos citar a cultura de tecidos e a engenharia genética.

A cultura de tecidos podera contribuir para a clonagem e propaga¢do massiva de
materiais melhorados. No caso de J. curcas, a propagagdo pode ser realizada por
sementes ou por estacas. Embora o método de propagacdo seminal ndo apresente
dificuldades, o comportamento alogamico da espécie favorece o surgimento de variacdo
genética nas progénies e, consequentemente, ndo homogeneidade do material plantado.
Ja a estaquia tem como fator limitante a escassez de material vegetal para producdo em
escala de mudas.

Assim, o desenvolvimento de protocolos de propagagdo in vitro pode
disponibilizar material vegetativo clonal para o estabelecimento de plantacdes de alta
qualidade, além de representar uma ferramenta de apoio ao melhoramento genético da
espécie em termos de multiplicacdo, conservacdo de germoplasma e troca de material
genético, obtengdo de somaclones e transformagao genética.

Diante do exposto, os objetivos do presente trabalho foram acessar a diversidade
genética de 70 acessos do Banco Ativo de Germoplasma (BAG) de Jatropha spp. do
Instituto Agrondmico de Campinas (IAC) por meio de marcadores SSR., ISSRs e AFLPs
e estudar metodologia para propagacao in vitro via embriogénese somaética de genotipos
elites de Jatropha curcas L. pré-selecionados no programa de melhoramento genético do
IAC.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos gerais do pinhdo manso

O pinh&o manso (Jatropha curcas L.) € uma planta cuja classificacdo botéanica é:
Classe: Rosidae; Ordem: Malpighiale; Familia: Euphorbiaceae; Subfamilia: Crotonideae;
Tribo: Jatropheae; Género: Jatropha; Espécie: J. curcas L.

O nome Jatropha deriva do grego "Jatrés" (doutor) e "trophe™ (comida),
implicando as suas propriedades medicinais. (HENNING, 2003). Embora o género
inclua aproximadamente 175 espécies de plantas conhecidas, apenas 40 delas séo
exploradas economicamente pelo homem. Dentre as principais destacam-se: J. curcas
(pinhdo manso); J. molissima (pinhdo bravo), J. gossypiifolia (pinhdo roxo), J. multifida,
J. podagrica, J. elliptica, J. weddeliana e J. integerrima. As diferentes espécies
apresentam usos diversificados, como medicinais, cercas vivas, ornamentais, na
fabricacdo de sabonetes, bioinseticidas e biocombustivel (PULLAIAH & BAHADUR,
2013).

A medicina popular utiliza o latex fresco de muitas especies como cicatrizante no
tratamento de bolhas na boca (FLORES & RICALDE, 1996), espinhas (ZAMORE-
MARTINEZ & POLA, 1992), sarna (MANANDHAR, 1995) e como laxante (KLINAR
et al., 1995). Ja a infusdo das folhas servem para o tratamento da Ulcera (GUPTA et
al.1996), feridas infectadas (GIRON et al., 1991) e diarréia (COEE & ANDERSON,
1996). Muitos principios bioldgicamente ativos tém sido encontrados nos produtos
naturais de Jatropha spp, tais como 0s antitumorais, antimicrobianos, ativos citotdxicos
(PULLAIAH & BAHADUR, 2013).

Além do valor medicinal, J. curcas vem se destacando ultimamente pelo seu
potencial como fonte promissora de biodiesel devido a sua alta produtividade (que pode
atingir 2 a 8 toneladas de sementes/ha/ano dependendo do gendtipo e das condicdes de
cultivo) e ao seu elevado teor de 6leo nas sementes (30 a 66,4%) (ADEBOWALE &
ADEDIRE, 2006; CHEN et al., 2006; LI et al., 2007; OPENSHAW, 2000).

J. curcas é uma oleaginosa perene que apresenta plantas principalmente
plantas diploides contendo 2n=2x=22 cromossomos. O conteudo 2C de DNA foi
estimado em 0,85 pg e o tamanho cromossdémico ¢ pequeno com 1 a 3,67 um de

comprimento do bivalente (CARVALHO et al., 2008).



Apesar das controvérsias ainda existentes, relatos indicam que a espécie parece
ser originaria das Américas tropicais, especificamente da América Central e México. Foi
introduzida pelos portugueses em suas colbnias das ilhas de Cabo Verde e Guing, de
onde se distribuiu a outros paises da Asia e Africa (HELLER, 1996). Atualmente é
encontrada em varios paises tropicais e subtropicais do mundo, em regides de clima
calido da América, Sudeste Asiatico, india e Africa. Na América ¢ distribuido desde
México até o norte da Argentina e as Antilhas (JONGSCHAAP et al., 2007). Também é
encontrado nas regides temperadas em menores proporcdes (OPENSHAW, 2000).

De acordo com DEHGAN & WEBSTER (1979), J. curcas é um arvore de baixo
crescimento, deciduo e que atinge de 4 a 6 metros de altura na idade adulta ou até 10
metros sob condicBes favoraveis (KUMAR & SHARMA, 2008). As arvores em seus
estagios iniciais de desenvolvimento tém diferentes habitos de ramificacdo. As raizes sdo
curtas e ligeiramente ramificadas e com crescimento vertical e horizontal. Em plantas
propagadas a partir de sementes, o sistema radicular é pivotante, composto por uma raiz
principal e quatro raizes periféricas, com muitas raizes secundarias. Ja as plantas
propagadas por estacas apresentam sistema radicular fasciculado, com desenvolvimento
de 4 ou 5 raizes periféricas e suas secundarias. (HELLER, 1996; SATURNINO et al.,
2005). A coroa é larga e irregular. Ramifica a baixa altura. Os ramos contém um latex,
esbranguicado e pegajoso que é exsudado apds algum corte ou ferida.

As folhas sdo simples, alternadas, de 6 a 15 cm de comprimento, apresentam
formato de palma com 3 a 5 I6bulos, sdo pecioladas, de coloracdo vermelha quando
recém-emergidas e verde escuro (na parte superior) e verde claro (na parte inferior)
guando maduras. Segundo BRITTAINE & LATALADIO (2010), o formato e coloragédo
das folhas podem variar de acordo com o genotipo.

E considerada caducifélia, pois em condic@es de seca prolongada e temperaturas
baixas, as plantas perdem suas folhas. Ja na estacdo chuvosa e mais quente, renovam a
folhagem. (HELLER, 1996; NUNES, 2007).

J. curcas é uma planta monoica com flores unissexuais masculinas e femininas na
mesma inflorescéncia do tipo cimeira definida (DOMERGUE & PIROT, 2008) e
raramente apresentam flores hermafroditas (HELLER, 1996). As flores masculinas séo
pequenas (6 a 8 mm), ligeiramente achatadas e de cor verde-amarelado. As flores
femininas sdo ligeiramente maiores que as masculinas apresentando ovario com trés
carpelos, cada um com trés estigmas bifidos e trés estilos (SOLOMON-RAJU &
EZRADANAM, 2002). Via de regra, 0 numero de flores femininas &€ bem menor que o
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de flores masculinas (média de 1 flor feminina para 29 masculinas, segundo (RAJU &
EZRADANAM, 2002). No entanto, esta caracteristica varia de acordo com o genotipo,
clima e tratos culturais.

Segundo ARGOLLO MARQUES et al. (2013), embora J. curcas seja
auto-compativel permitindo auto-polinizacdo e desenvolvimento de frutos por
geitonogamia, a producédo de frutos ocorre predominantemente por xenogamia devido a
ndo sincronizacdo da abertura das flores femininas e masculinas de uma mesma
inflorescéncia. Alguns estudos relatam que a espécie apresenta protoandria, com flores
masculinas abrindo antes das femininas (RAJU & EZRADANAM, 2002). No Brasil, o
contrario tem sido observado flores femininas abrem antes da masculina (protoginia)
(SATURNINO et al., 2005; DANIELA DE ARGOLLO MARQUES, comunicagdo
pessoal). Em ambos os casos a fertilizacdo cruzada é favorecida. BRATTACHARYA et
al. (2005) e PRANESH et al. (2010) revelaram uma taxa de 32,0% e 28.5%,
respectivamente. Esta taxa foi bem menor - 5,0% (JUHASZ et al. 2009) ou nula em
condicdes experimentais no Brasil. A polinizacdo € entomoldgica e os polinizadores
principais sdo abelhas, moscas, trips e formigas (DEHGAN & WEBSTER, 1979;
SATURNINO, 2005; GHOSH & SINGH, 2008).

O fruto é trilocular, elipsoide, sub-drupaceo e deiscente. O exocarpo é verde
(imaturo), amarelo (maduro) e castanho escuro (seco). Cada fruto contém de 2 a 4
sementes, oblongas, com tegumento preto envolvendo um grdo branco e macio que
armazena o Oleo. O teor de Oleo varia entre 20 a 60% (DIAZ & DIAZ 2009;
OPENSHAW, 2000; ZAMARRIPA et. al, 2010). A producédo de sementes se inicia apds
dez meses do plantio, porém se estabiliza somente ap6s 3 a 4 anos (ARRUDA et al.,
2004). De acordo com ARGOLLO-MARQUES (2013), no sudeste brasileiro, a
fenologia € praticamente anual com o florescimento se iniciando em meados de outubro
e se estendendo por longo periodo que depende da disponibilidade de agua e nutrientes
(Figura 1).
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Figura 1 — Fenologia de J. curcas no Brasil. Fonte: ARGOLLO MARQUES, et al.,
2013.

2.2 Requisitos Ambientais

J. curcas é uma espécie que esta amplamente distribuida nas regides tropicais e
subtropicais do mundo, em altitudes entre 0 e 1500 m (MARTINEZ, 2007), embora mais
abundante em altitudes de 0 a 500 m (HELLER, 1996).

Os tipos de clima predominantes nas areas de distribuicdo atual de J. curcas sdo
calido imido e célido sub-umido (HELLER, 1996). Em um estudo realizado por MAES
et. al., (2009), constatou que 97% das amostras de J. curcas no mundo foram
distribuidos em climas tropicais, savana (Am, Aw) em climas temperados, sem estacdo
seca e quente no verdo, em dareas com precipitacdo média anual superior a 944
milimetros. A temperatura anual média foi de 19,3-27,2 ° C.

FALASCA & ULBERICH (2008), indicam que os melhores rendimentos s&o
obtidos em areas com 1200-1500 mm de precipitacdo anual, bem distribuidas ao longo
do ano. Entanto, FRANKEN & NIELSEN (2009) indicam que € possivel
desenvolvimento da espécie com um minimo de 250 mm de precipitacdo ao ano, embora
seja considerado necessario de 500 a 600 mm para a producéo de frutos.

Embora tenha uma grande variedade de adaptagcdo a diferentes tipos de solo,
incluindo os de baixa fertilidade, ligeiramente salinos, rochosos, ou inadequados para
outras atividades agricolas, (FRANKEN & NIELSEN, 2009), para a produgdo comercial
requer de solos de moderadamente férteis a férteis, neutro e/ou alcalinos e de 5,5 a 8,5 de
pH. A profundidade do solo deve ser de pelo menos 45 cm e com uma inclinagdo menor
de 15% (GOUR, 2006; JONGSCHAAP, 2008).



2.3 Pragas e Doengas

Os relatorios sobre pragas e doengas em J. curcas Sa0 poucos e muitas vezes com
uma area de incidéncia local. No entanto, recentemente, tem sido relatada a incidéncia de
alguns insetos, embora os danos ainda ndo permitam considera-os como pragas
economicamente importantes.

Dentre as principais pragas estdo a cigarrinha verde (Empoasca spp), as formigas
sallva (Atta sexdens rubropilosa) e rapa-rapa (Acromyrmex landolti Balzan), trips
(Selenothrips  rubrosinctus), percevejos (Pachycoris klugii) e acaro branco
(Polyphagotarsonemus latus Banks), sendo esta Gltima considerada a principal praga do
pinhdo manso até o momento (DIAS et al., 2007). Outras pragas relatadas sdo: Scutellera
nobilis, Leptoglossus zonatus a broca das flores (Pempelia morosalis) e os bichos
mineiros (Acaia Janata e Stomphastis thraustica) (SHANKER & DHY ANI, 2006).

As principais doencas identificadas sdo as causadas pelos fungos Oidium spp.
Phakospora jatrophicola (agente da ferrugem das folhas), Phytophthora spp., Pythium
spp., Fusarium moniliforme (que causam a queda e podriddo da raiz; Jatrophae-curces
Cercospora e Colletotrichum gloeosporioides (que aparecem como manchas foliares)
(HELLER, 1996).

Alguns virus tém sido relatados como fitopatogénicos: o Jatropha mosaic virus e
African cassava mosaic virus e 0 Begomovirus transmitido por mosca-branca (Bemisia
tabaci) (KIM, et al., 1986; RAJ, et al., 2008).

2.4 J. curcas e producao de Biodiesel

O esgotamento e incremento nos precos dos combustiveis fésseis, tem tornando
necessaria a busca de fontes alternativas de energia. Assim, a producdo de
biocombustivel, a partir de 6leos vegetais, tem despertado o interesse nos ultimos anos,
por ser uma energia limpa e renovavel.

No caso do Brasil, apresenta um grande potencial para producdo de
biocombustiveis a partir de varias espécies vegetais devido as dimens@es continentais,
caracteristicas edafoclimaticas, abundancia de recursos hidricos, a forte aptidao agricola

de muitas culturas energéticas e a existéncia de area agricola para expanséo.



Em 2008 foi implantado no Brasil o Programa Nacional de Produgédo e Uso de
Biodiesel (PNPB) que tem como objetivo a producédo e o uso do biodiesel no pais, o qual
mediante Lei federal 11.097, de 13/01/05, determinou que a partir de 2008 a
obrigatoriedade o uso da mistura B2, 2% de biodiesel em 98% de diesel de petrdleo e o
uso de B5 a partir de 2013 (PNPB, 2008).

Atualmente, o obstaculo para o sucesso do PNPB e o fornecimento da matéria
prima oriunda da producdo de oleaginosas, em quantidade e frequéncia suficientes. Para
eliminar completamente a necessidade de importacdo de diesel mineral, é preciso atingir
uma mistura de 20% de biodiesel (B20), o que implica disponibilizar 12,8 milhdes de
hectares que fornecam matéria prima para produzir 8 bilhdes de litros/ano de biodiesel
(THAME, 2006).

Diante disto, no Brasil existem diferentes espécies com potencial para a
producdo de biodiesel, entre elas podem ser citadas a soja, mamona, dendé, girassol,
amendoim, canola, coco, algoddo, pinhdo manso, buriti e a macalba, com grande
potencial (SLUSZZ; MACHADO, 2006). Dentro destas espécies J. curcas, é apontado
como um grande potencial , tanto no Brasil quanto em outros paises devido ao conteido
e caracteristicas do 6leo. Segundo SIVEIRA, (2012) 6leo de pinhdo-manso € identificado
como um dos mais promissores, mostrando-se superior a outras culturas como a soja e o
algodao no quesito, porcentagem de 6leo, produtividade e rendimento para a producédo de

biodiesel.

2.5 Melhoramento Genético

O melhoramento de plantas pode ser definido como a arte e a ciéncia que visam a
modificacdo genética das plantas para tornéd-las mais Uteis aos homens, animais e
ambiente (BOREM & MIRANDA, 2009). O homem comegou a utilizar plantas para seu
consumo antes mesmo do surgimento da agricultura.

O melhoramento, ainda que empirico, se iniciou desde os primoérdios, quando o
homem coletava as melhores plantas para consumo e as melhores sementes para plantio,
em um processo ainda inconsciente de selecdo artificial, resultando nas primeiras
mudancas alélicas dirigidas e selecdo de caracteristicas de interesse. (BERED, 2003).

Nos ultimos anos, o0 melhoramento de plantas vem se tornando uma ciéncia cada
vez mais multidisciplinar, que estabelece hipdtese e avalia pelo método cientifico com

base no conhecimento em diversas areas como genética, citogenética, Bioquimica,
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fisiologia, estatistica, agronomia, boténica, fitopatologia, entomologia e, mais
recentemente, a biotecnologia e biologia molecular tém sido utilizadas como ferramenta
para a melhoria de plantas.

A biotecnologia pode ser definida como “qualquer técnica que utiliza organismos
vivos ou substancias provenientes desses organismos, para fazer ou modificar um
produto, melhorar plantas ou animais, ou desenvolver microrganismos para usos
especificos” (KUMAR, 1999).

Na agricultura a biotecnologia tem sido aplicada em trés frentes principais:
cultura de tecidos, engenharia genética e marcadores genéticos.

As técnicas de cultura de tecidos sdo bastante promissoras para uso no auxilio de
programas de melhoramento genético de plantas, especialmente as perenes. A principal
aplicacdo desta biotecnologia diz respeito a clonagem e multiplicacdo de materiais
genéticos superiores, garantindo uniformidade nos plantios e mantendo o ganho genético
obtido na selecdo (MARQUES et al., 2008). Além disso, técnicas de cultura de tecidos
também podem ser aplicadas com o intuito de gerar variabilidade (genética ou
somaclonal). Ja a engenharia genética ou transgenia vem mostrando ter grande potencial
como ferramenta auxiliar em programas de melhoramento genético por tornar possivel a
introducdo de genes de interesse agrondmico, mantendo-se as caracteristicas genéticas
originais da variedade e evitando-se a transferéncia de caracteristicas deletérias ligadas
(BARBOSA, 2002; PENA et al., 1995) permitindo, assim, 0 encurtamento do tempo
para a obtencdo de uma nova variedade. No entanto, as mais eficientes metodologias de
transformacéo genética dependem do emprego da técnica de cultura de tecidos exigindo
prévio desenvolvimento de protocolos eficazes para regeneracdo in vitro de gendtipos
agronomicamente superiores.

Recentemente, com o desenvolvimento de tecnologias de ponta, o conhecimento
sobre 0 genoma de plantas tem aumentado demasiadamente, proporcionando a
identificacdo de sequéncias de DNA e a sua associa¢do com tragos especificos. Assim,
diversos marcadores genéticos vém auxiliando programas de melhoramento na selecéo
de variedades de plantas com tracos desejaveis tornando o melhoramento tradicional
mais eficiente (ARENDS-KUENNING & MAKUNDI, 2000; BYERLEE & GREGORY,
1999).



2.6 Propagacao

J. curcas pode ser propagada de maneira sexual (por meio de sementes) e ou
assexuada, vegetativamente (para meio de estacas). Plantas originadas de sementes sdo
mais robustas e com maior longevidade (PEIXOTO, 1973), além de desenvolverem
radiculas mais vigorosas, 0 que permite uma maior tolerancia a seca e maior utilizacdo
de nutrientes. (HELLER, 1996). A maior desvantagem deste sistema de propagacao é
que ndo ha uniformidade nas plantas geradas e estas tardam mais para iniciar a producgéo
(HELLER, 1996). J4 a propagacdo por estacas apresenta a vantagem de gerar plantas
idénticas as plantas matrizes (clones), no entanto h& necessidade de um grande volume
de material para a producdo em escala comercial, 0 que se torna um fator limitante para
este fim (SATURNINO, 2005). Neste sentido, o desenvolvimento de métodos eficientes
de micropropagagdo poderia suprir a demanda por material genético estavel e de
qualidade genética por meio da clonagem em escala de plantas elites selecionadas em
programas de melhoramento genético da espécie (ARGOLLO MARQUES, 2013).

2.7 Micropropagacao

A cultura de tecidos em plantas é uma ferramenta importante para a pesquisa
basica e aplicada bem como para fins comerciais. Além de contribuir para a rapida
propagacao das plantas, nos ultimos anos tornou-se uma técnica basica e vantajosa para
aceleracdo de programas de melhoramento genético, principalmente de espécies perenes
como J. curcas. Assim, o interesse na producdo de mudas de qualidade de Jatropha pela
técnica da cultura de tecidos visa a possibilidade de futuramente poder atender a
demanda desse produto para a fabricacdo do biodiesel, pois apresenta caracteristicas
favoraveis, tais como; producdo de plantas em larga escala, uniformidade, controle
efetivo de doencas, independéncia da sazonalidade e espacgo fisico reduzido para o
cultivo (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998; NUNES et al., 2007).

De acordo com THORPE et al. (1991), a multiplicagéo assexual de plantas por
cultura de tecido pode ocorrer via organogénese ou embriogénese somatica. A
organogénese se define como um processo morfogénico sequencial, no qual ocorre a
formacgédo de 6rgdos de novo, através da manipulacdo quimica. Neste processo, uma

estrutura unipolar (primordio vegetativo ou radicular) € gerada a partir de células e
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tecidos vegetais do explante cultivado (organogénese direta) ou do calo (organogénese
indireta). Esta estrutura unipolar possui conexdo vascular com o tecido que lhe deu
origem. (VILLALOBOS, 1990; GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998). O calo é um
grupo ou massa de células com crescimento desordenado que pode apresentar certo grau
de diferenciacdo (TORRES et al., 2000).

No entanto, o processo de organogénese pode apresentar certas limitacGes tais
como: taxas de propagacdo baixas, problemas de variagdo somaclonal, perda da
capacidade morfogénica em individuos adultos (ZOGLAUER et al., 2003).

Outro método de micropropagacdo bastante promissor, especialmente para
clonagem de genotipos superiores é a embriogénese somatica que se define como o
processo de desenvolvimento de embribes a partir de células hapldides ou somaéticas
dipldides, sem que haja a fusdo gamética (DODDS & ROBERTS; 1985). Tais embrides
somaticos sdo estruturalmente e funcionalmente muito semelhantes aos embrifes
zigoticos e, sob condicBes especiais de cultivo in vitro podem germinar formando uma
nova planta idéntica a planta-mae (AGUILAR et al., 2001).

Do ponto de vista do potencial de multiplicacdo e custos envolvidos, a
embriogénese somatica apresenta enorme vantagem sobre outros sistemas de
micropropagacdo. Grandes quantidades de embrifes podem se formar em suspensdes de
células embriogénicas com um minimo de manipulacdo manual e espago fisico de
laboratdrio, principais componentes do custo de uma planta micropropagada.
Recentemente, biorreatores estdo sendo desenvolvidos especialmente para cultura de
células vegetais em suspensdo visando a otimizacdo da producdo em escala por
embriogénese somatica (ETIENNE & BERTHOULY et al., 2002).

Embrides somaticos podem ser produzidos via direta ou indireta (SHARP et al.,
1980). No primeiro caso, 0s embrides sdo produzidos diretamente do tecido foliar do
tecido in vitro, enquanto que no segundo, observa-se inicialmente uma proliferacéo de
calos (priméarios), nos quais ocorre a formacdo de um segundo tipo de calos com
caracteristicas embriogénicas. Estes calos secundarios embriogénicos fridveis originam,
no caso de café por exemplo, cerca de 100 a 300 embrides/explante quando cultivado
em meio semi-sélido (SONDAHL & SHARP, 1977) ou 12400 embribes de agregados
celulares em meio liquido (NORIEGA & SONDAHL, 1993; VAN BOXTEL &
BERTHOULY, 1996). Os calos embriogénicos podem ser cultivados em meio liquido
em frascos de Erlenmayer (VAN BOXTEL & BERTHOULY, 1996), em biorreatores de
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imersdo continua (NORIEGA & SONDAMHL, 1993) ou em biorreatores de imersao
temporaria (TEISSON et al., 1995).

2.7.1 Embriogénese Somatica

E o processo pelo qual as células somaticas alteram seu padrdo de expressio e
produzem estruturas semelhantes ao embrido, os quais sdo chamados de embrides
somaticos. E analogo ao processo de embriogénese zigética, em que uma Unica célula ou
um pequeno grupo de células vegetativas sdo os precursores do embrido. A primeira
demonstracdo de que as plantas podem produzir embrides somaticos in vitro foi
publicada em 1958 (REINERT, 1958; STEWARD et al., 1958).

Atualmente a propagacao de plantas mediante embriogénese somatica representa
uma alternativa de propagacao vegetativa com grande potencial, ja que além de manter
as caracteristicas da planta mae, ainda permite a multiplicacdo de mudas em larga escala
(GUILTINAN, 2000).

Os embrides somaticos podem ser obtidos a partir de varios tecidos tais como
folhas jovens, inflorescéncias, peciolos, entre outros. Geralmente tecidos mais jovens tais
como embrides, hipocotilo e epicétilo sdo mais responsivos que tecidos adultos. O
estresse promovido pelas préoprias condicdes de cultivo in vitro e a utilizacdo de
fitorreguladores especificos sdo considerados primordiais no processo de inducdo de
células competentes ao desenvolvimento de embrides somaticos. Os embrides somaticos
tém um tecido organizado com pequenas cé€lulas periféricas de 10 a 20 p de diametro,
que se dividem ativamente. Estas células tém a caracteristica de ter nucleos basofilos e
proeminentes (MUNOZ, 2003).

A regeneragdo de plantas a partir da embriogénese somatica normalmente segue
as seguintes etapas: 1) inducdo e desenvolvimento do embrido somatico, 2) proliferacao,
3) maturacdo, 4) germinacgéo e conversao em plantas. (MEDINA et al., 2003).

Na fase inicial da embriogénese é formada uma estrutura composta de oito
células (suspensor); apos € originado o embrido preglobular, depois as estruturas
globulares, em seguida o embrido em forma de coragdo, o embrido torpedo e finalmente
0 embrido cotiledonar. Uma vez formado o embri&o cotiledonar se produze a maturagéo
e finalmente se da a germinagdo e a transformacdo de embrido somético em planta
(SONDAHL et al., 1985). No entanto, para ocorrer a embriogénese somatica, requer-se

que as células especializadas se encontrem separadas do tecido adjacente e seja uma
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Unica célula. Além disso, € necessario que estejam rodeados por meio de cultura
contendo nutrientes necessarios para o crescimento do embrido (MUNOZ, 2003).

MARGARA (1989) observa que a totipoténcia via embriogénese somatica
oferece uma excelente ferramenta para a micropropagacdo e melhoramento genético de
plantas e de manipulacdo em nivel celular (mutagénese, fusdo de protoplastos,
transformacdo genética, etc.) porque permite a regeneracdo dos individuos a partir de
celulas individuais.

A auxina acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), tem sido mencionado com
maior freqiéncia para a inducdo da embriogénese somatica em diferentes espécies.
Normalmente € utilizado em altas concentracdes levando as células dos explantes a uma
condicdo de estresse que altera seu metabolismo e resulta na formacéao do calo (DUDITS
et al., 1995). Depois da inducdo do calo, a auxina deve ser removida do meio ou reduzida
em sua concentracdo, ja que sua presenca, nessa fase, pode levar a diferenciacdo das
células do calo, as quais se tornam alongadas e perdem a capacidade de formar embrides
(ALMEIDA et al. 2008; NISSEN & MINOCHA, 1993). Por outro lado, em seguida a
remocao ou reducdo da concentracdo da auxina, o desenvolvimento do embrido somatico
segue 0s processos de histodiferenciaces semelhantes aqueles observados em embrides
zigoticos, constando dos seguintes estddios morfoldgicos: globular, coracdo e torpedo
(MENENDEZ-YUFFA & GARCIA, 1997).

2.8 Micropropagacdo em J. curcas

Para J. curcas, a metodologia para micropropagacao ainda nao esta estabelecida.
Poucos trabalhos s&o encontrados na literatura. RAJORE & BATRA (2005) tem
desenvolvido metodologia para regeneragdo de brotos caulinares apicais e laterais.
NUNES et al., (2006) vém estudando o processo de clonagem de plantas através da
embriogénese somatica. Os autores relatam que a utilizacdo de 2,4-D, combinado com
cinetina ou BAP, foi eficiente na formacdo de calos primarios. Segundo os autores, 0
meio de cultura basico MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) é muito utilizado na
propagacdo in vitro, promovendo resultados significativos tanto na multiplicacdo de
segmentos nodais como na inducdo, regeneracdo, maturacdo, germinacdo de embrides
somaticos em inimeras especies vegetais, inclusive J. curcas.

SUJATHA & MUKTA (1996) conseguiram pela primeira vez a formacdo de
calos e a regeneracdo de brotos adventicios a partir de hipocétilos e cotilédones de J.
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curcas L. com 0,5 mg.L-* de BAy 1 mg.L™ de IAB (Acido indol-3-butirico). A partir
desta experiéncia, houve varias tentativas para atingir a propagacéo in vitro desta cultura,
utilizando rotas diferentes e de explantes como folhas (DEORE & JOHNSON 2008;
DIVAKARA et al., 2010; KHURANA-KAUL et al., 2010; REDDY et al., 2008;
SUJATHA et al., 2005), peciolo (KUMAR et al., 2010b), yemas axilares (SUJATHA et
al., 2005), meristema (RAJORE & BATRA, 2005), hipocétilo (KAEWPOO & TE-
CHATO,2009), epicdtilo (KAEWPOO & TE-CHATO 2009; QIN et al., 2004) e
cotilédones (KUMAR et al., 2010a). No entanto, a maioria dos estudos de propagacdo
clonal in vitro sdo realizados por organogénese e poucos por embriogénese (TOPPO et
al., 2012). Também tem sido reportado diversos protocolos para a regeneracdo de plantas
da espécies do género como J. integérrima (SUJATHA & DHINGRA, 1993).

Propagacdo in vitro através da multiplicacdo por brotos adventicios a partir de
diferentes explantes tem sido relatada por véarios autores para J. curcas (SUHATHA &
MUKAT, 1996; SUJATHA et al., 2005; RAJORE & BATRA, 2005). No entanto, 0s
protocolos ndo foram eficientes devido as baixas taxas de multiplicacdo
(SHRIVASTAVA & BANERJEE, 2008).

QIN et al. (2004) relata que 0,1 mg L™ AIB e 0,5 mg L™ BA em meio MS, pode
aumentar a frequéncia de regeneracao de explantes de epicotilo. Numa outra experiéncia
SUJATHA et al. (2005), utilizou brotos axilares e segmentos de folhas de J. curcas nédo
toxico inoculados em meio MS, obtendo uma eficiente regeneracdo de brotes adventicio
quando adicionou-se ao meio de 8,9 a 44,4 uM de BA + 4,9 uM de IBA e posteriormente
transferidos a um meio suplementado 8,9 uM de BA + 2,5 uM IBA.

Em estudos subsequentes DUBEY et al., (2010), obteve 100% de indugéo de
brotages a partir de explantes de peciolo cultivados em meio MS com BAP (1 mg L ™) e
AIB (0,5 mgL™). O alongamento de brotos deu os melhores resultados com 0,5 mgL™ de
BAP e 1,0 mgL™ de 4cido giberélico (GA3). A melhor inducdo de enraizamento com 0,3
mg L™ de IBA. Enquanto isso KUMAR et al. (2010a) quando utilizou como explantes
cotilédones de J. curcas em MS com reguladores de crescimento TDZ e BAP, obtivo
uma média de aproximadamente 93% de explantes com formacdo de gemas, quando
utilizaram 9,08 uM de TDZ sem BAP.

No caso dos fitoreguladores, Cinetina e TDZ tem sido relatado que favorece a
inducdo de brotos adventicios por organogénese, especialmente quando usado como
explantes hipocotilos (KUMAR et al., 2010b; SUJATHA et al., 2005). Da mesma forma,

organogénese a partir de pontas de raizes meristematicas também tem sido relatada em
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J. curcas (DANSO et al.,, 2011; RAYORE & BRATA, 2005; WARAKAGODA &
SUBASINGHE 2009).

2.8.1 Embriogénese em J. curcas

De acordo com SIANG et al. (2012) ainda séo limitados os estudos sobre
propagacao de J. curcas a através embriogénese somatica.

JHA et al. (2007) foram os primeiros em reportar a embriogénese somatica, como
poderosa ferramenta da biotecnologia vegetal para a propagacdo de J. curcas. Eles
obtiveram calos embriogénicos utilizando explantes de folha de cultivadas em meio MS
suplementado com 9,3 mg L™ de cinetina. A maior inducéo dos embrides foi com meio
MS suplementado com 2,3 mgL™ de cinetina e 1,0 mgL™ de IBA. Os embrides maduros
foram regenerados em plantas usando metade dos sais e vitaminas de meio MS. No
entanto a taxa de regeneracdo foi muito baixa. No entanto, KALIMUTHU et al., (2007)
reportaram a inducdo de embrides somaticos, via direta, a partir de explante de
cotilédones cultivados em meio MS enriquecido com 2 mgL™ de BAP e raiz em MS
suplementado com 1,0 mgL™. de 4cido indole-3-acético (IAA).

Os mais recentes estudos sobre embriogénese somatica em J. curcas foram
publicados por SIANG et al., (2012). Os autores utilizaram como explante folhas
cotiledonares. A maior producdo de calos ocorreu quando explantes foram, cultivados
em MS contendo 0.8 mgL™ de Dicamba. No entanto, a inducdo, proliferacdo e
desenvolvimento de embriGes somaticos ocorreram quando se utilizou o meio WPM,
livre de hormdnios. Para a conversdo de plantas e regeneracdo dos embrides o meio MS
suplementado com 0,3 mgL™ de BAP e 0,4 mgL-1 de 4cido giberélico (GA3), foi o mais
eficaz.

Diversos autores relatam que o genotipo é uma das variaveis que mais afetam o
processo de regeneracdo em J. curcas (KUMAR 2010a, SHARMA et al. 2011; SIANG
et al. 2012). KUMAR et al. (2010a) para regeneracdo via organogénese direta utilizaram
trés gendtipos com diferentes resultados em algumas variaveis como: porcentagem de

explantes com brotacdes regeneradas e nimero de brotacdes regeneradas por explante.
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2.9 Bancos de Germoplasma

Bancos ativos de germoplasma (BAG) sdo unidades conservadoras de material
genético de uso imediato ou com potencial de uso futuro (VILELA-MORALES &
VALOIS, 2000). Servem como reservatorio de genes que melhoristas podem acessar
quando precisam resolver problemas especificos, tal como a resisténcia a uma doenca
(BOREM, 1999).

O sucesso de um programa de melhoramento depende, em grande parte, do
conhecimento e da conservacdo da variabilidade genética disponivel (BASHA &
SUJATHA, 2007). A introducdo de um germoplasma vegetal sempre envolve riscos,
porém, quando realizada corretamente, constitui vantajosa fonte para a diversificacdo das
cultivares e para o melhoramento genético e, consequentemente, para o desenvolvimento
da agricultura, sobretudo nos paises com grande diversidade de clima e solo como ocorre
no Brasil.

A caracterizacdo de germoplasma e da diversidade genética entre diferentes tipos
pode auxiliar na identificacdo de genotipos promissores que podem ser utilizados em
programas de melhoramento genético. Atualmente, O banco de germoplasma de Jatropha
do IAC conta com cerca de 1200 acessos de J. curcas de diferentes estados brasileiros
(Alagoas, Bahia, Ceara, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Para, Rio Grande do Norte,
S40 Paulo e Tocantins) e outros quatro paises (China, Costa Rica, india e México), além
de algumas espécies do género Jatropha oriundas dos estados brasileiros da Babhia,
Ceara, Sao Paulo e de Costa Rica (ARGOLLO MARQUES et al., 2013).

2.10 Marcadores Moleculares

Tradicionalmente, os marcadores utilizados para estabelecer a diversidade e as
relacfes entre acessos eram aqueles derivados de caracteres morfoldgicos. No entanto,
estes sdo pouco precisos, sobretudo devido a forte influéncia do meio ambiente sobre as
caracteristicas controladas por muitos genes; contrario dos marcadores moleculares que
ndo apresentam interferéncias do ambiente (JUBERA et al. 2009).

Atualmente, os avangcos em biologia molecular tém incorporado novos
marcadores baseados em sequéncias nucleotidicas, mais informativos e com grande
aplicabilidade em estudos de caracterizacdo de germoplasma, analise da diversidade

genética, identificacdo de espécies e variedades e confiabilidade, permitindo eliminar os
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inconvenientes de uma selecdo com base na analise exclusiva do fenétipo (BASHA &
SUJATHA 2007; AGARWAL et al., 2008.).

AGARWAL et al. (2008) definem os marcadores moleculares como segmentos
especificos de DNA que sdo representativos das diferencas ao nivel do genoma,
permitindo explorar o polimorfismo natural existente entre os individuos. Além disso, 0s
marcadores moleculares podem ou ndo estar correlacionados com a expressao fenotipica,
sdo altamente estaveis, detectaveis em todos os tecidos, ndo sdo afetados pelo ambiente
ou por efeitos pleiotropicos ou de espistasia (MONDINI et al., 2009).

Um marcador molecular ideal deve atender aos seguintes critérios: i) ser
altamente polimérfico; ii) de natureza co-dominante, permitindo, assim, a identificacdo
de organismos homozigotos e heterozigotos; iii) de alta frequéncia no genoma e, iv)
altamente reprodutivel (AGARWAL et al, 2008; ARIF et al, 2010; KUMAR et al,
2009a).

Os marcadores moleculares podem ser divididos em dois grupos: a) com base na
analise de proteinas, tais como a isoenzima e, b) marcadores moleculares baseados na
anélise de DNA. Dentro desta Ultima categoria encontram-se RFLP (‘“Restriction
Fragment Length Polymorphism”), Minissatélites o VNTR (“Variable Number Tanden
Repeats”), RAPD (“Randomly Amplified Polymorphic DNA”); AFLP (“Amplified
Fragment Length Polymorphism™), Microssatélites SSR (“Simple Sequence Repeat”).
Existem outros marcadores desenvolvidos nos ultimos anos, tais como SNP (“Single
Nucleotide Polymorphism”) e SCAR (“Sequence Characterized Amplified Regions”),
por citar alguns (AGARWAL et al., 2008; ARIF et al., 2010; KUMAR et al, 2009a).

Estas técnicas utilizando marcadores moleculares podem diferir em aspectos tais
como: capacidade de amplitude gendmica, nivel polimorfismo detectado, especificidade
de locus, repodutibilidade, requisitos técnicos, o grau de investimento financeiro e
facilidade de uso (MONDINI et al, 2009; SPOONER et al, 2005).

2.11.1 Marcadores microssatélites ou Simple Sequence Repeat (SSR)
Microssatélites sdo os marcadores caracterizados pela repeticdo de sequéncias
curtas de um a cinco nucleotideos pelo genoma. Sao altamente polimorficos em fungéo

do numero de vezes que se repetem em tandem e ocorrem em grande namero por todo o

genoma, diferindo entre si pelo motivo da repeticdo que possuem (AGARWAL et al.

17



2008). Séo abundantes e podem estar presentes em milhdes de copias no genoma de uma
espécie (KUMAR et al, 2009a; MONDINI et al., 2009; WANG et al., 2009).

Portanto, os SSR combinam varias vantagens, tais como codominancia,
multialelismo; elevado polimorfismo, reprodutibilidade e informatividade, facilidade de
automacdo, confiabilidade, baixo custo e transferabilidade entre espécies (AGARWAL
et al 2008; IJAZ, 2011; KUMAR et al, 2009a).

O protocolo para a identificacdo de regides SSR no genoma baseia-se na
aplicacdo da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando iniciadores especificos de
18 a 24 pb, cujas sequéncias sdao complementares as regides conservadas que flanqueiam
0 microssatélite (AGARWAL et al 2008; 1JAZ, 2011; KUMAR et al, 2009a;. MONDINI
et al 2009; WANG et al, 2009).

O polimorfismo associado com o comprimento do SSR amplificado pode ser
detectado por gel de agarose, gel de poliacrilamida, ou sequenciadores automatizados
(ARIF et al, 2010).

Os microssatélites sdo classificados de acordo com a composi¢do das sequéncias
de repeticdo: a) repeticbes perfeitas, que ndo apresentam interrupcbes na sequéncia; b)
repeticdes imperfeitas, quando sdo interrompidas por bases que ndo pertencem ao motivo
e, C) repeticdes compostas, quando apresentam-se dois ou mais motivos de repeticdo
adjacentes (BOREM & CAIXETA, 2006).

Os microsatélites podem estar em regides codificantes e ndo codificantes do
genoma e o local de insercdo determina a sua funcdo. Se presentes dentro de regides
codificantes podem afetar a expressdo do gene, enquanto que se estdo localizados em
regides ndo codificantes, podem afetar a regulagdo ou transcri¢do genética (IJAZ, 2011;
WANG et al, 2009).

Os marcadores microssatelites sdo Uteis para estudos de mapeamento genético,
programas de selecdo assistida, analisar a diversidade genética e as relacdes filogenéticas
entre as espécies, executar estudos evolutivos e avaliar paternidade (IJAZ, 2011;
KUMAR et al, 2009a; WANG et al, 2009).

2.11.2 Marcadores Inter Simple Sequence Repeats (ISSR)

Esta técnica foi descrita por ZIETKIEWICZ et al. em 1994. Os ISSRs séao
fragmentos de DNA que variam entre 100 a 3000 pares de bases, desenhados a partir de
primers microssatélites (SPOONER et al., 2005). Eles foram desenvolvidos a partir da
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necessidade de explorar repeticdes de microssatélites sem a necessidade de
sequenciamento do DNA (CAIXETA et al., 2009). Estes marcadores s&o dominantes e
tém simples heranca mendeliana (GUPTA et al., 1994).

E um método simples e rapido, que combina as vantagens dos SSRs, 0
polimorfismo dos marcadores AFLPs e a universalidade dos RAPDs (REDDY et al.,
2002). Entre as vantagens que esta técnica fornece se encontram, principalmente, a
elevada variacdo que detectam e reprodutibilidade devido principalmente as altas
temperaturas utilizadas no alinhamento dos iniciadores. Além disso, s&o necessarias
concentracdes elevadas de DNA. Por outro lado, ndo requerem de conhecimento prévio
das sequéncias do genoma do organismo em estudo para desenhar os iniciadores, sdo
rapidos, eficientes e de baixo custo (EGUIARTE et al., 2007; KUMAR et al, 2009a).

A técnica ISSR é um método baseado em PCR. Os produtos de PCR produzidos
correspondem a sequéncias de tamanhos diferentes situados entre duas regides repetidas
de microssatélites orientadas em dire¢do oposta (REDDY et al., 2002).

Os iniciadores de ISSR sao aproximadamente 18 nucleotideos que consistem em
um motivo repetido de di ou trinucleotideos complementarios a sequéncia dos
microssatélites. Pode ser adicionado a esta sequéncia um par de nucleotideos extras
arbitrarios na extremidade 3" ou 5°, que desempenham o papel de "ancora", garantindo
assim que a amplificacdo sempre comece em 5' ou 3 ' do microssatélite, respectivamente
(EGUIARTE et al., 2007; ZIETKIEWICZ et al., 1994).

Os fragmentos produzidos podem ser separados por eletroforese em gel de
agarose ou acrilamida (KUMAR et al., 2009a).

Como se trata de um marcador molecular que pode ser utilizado para explorar
grande parte do genoma, sem conhecimento prévio da sequéncia de DNA, os ISSRs
podem ser utilizados para estudar diversidade genética e as relacfes filogenéticas em
espécies ja cultivadas e espécies selvagens, assim como no mapeamento genético
(KUMAR et al., 2009a; ZIETKIEWICZ et al., 1994).

2.11.3 Marcadores Amplified Fragment Length Polymorphisms (AFLPs)

S&o marcadores altamente eficientes, permitem a analise de um grande nimero de
loci sem requerer conhecimento prévio da sequéncia, sdo altamente polimérficos e
reprodutiveis e, consequentemente, representam uma eficiente técnica para a analise de
DNA (AZOFEIFA, 2006; VOS et al, 1995).
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E um marcador dominante e a técnica ¢ baseada na amplificacdo seletiva, por
PCR, de fragmentos de restricdo do DNA gendmico digerido. As etapas que considera
sdo a digestdo do DNA, ligacdo dos adaptadores, a pré-amplificacdo e amplificacédo
seletiva (ARIF et al, 2010; KUMAR et al, 2009a; VOS et al, 1995).

O primeiro passo € baseado na digestdo do DNA, que é realizada por duas
enzimas de restricdo, também chamadas de endonucleases, das quais uma é de corte raro
e outra de corte frequente (KUMAR et al., 2009a; MONDINI et al., 2009). Como
resultado da clivagem do DNA gendmico com a combinacéo de enzimas, trés classes de
fragmentos podem ser gerados: a) fragmentos de corte frequente/frequente, b)
fragmentos de corte raro/frequente e c) fragmentos de corte raro/raro (BOREM &
CAIXETA, 2009; FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

O proximo passo € a ligacdo dos adaptadores, onde fragmentos de DNA de cadeia
dupla, de 20 a 30 pares de bases, sdo ligados nas extremidades dos fragmentos obtidos na
digestdo, dando como resultado um molde para a pré-amplificagdo (KUMAR et al.,
2009a; VOS et al., 1995).

Apbs a ligacdo € realizada a pré-amplificacdo para obtencdo dos fragmentos
amplificados por PCR utilizando iniciadores de aproximadamente 20 nucleotideos
contendo a sequéncia especifica complementar aos adaptadores, mais uma base adicional
na extremidade 3'. Subsequentemente, o produto de amplificacdo é utilizado como molde
numa nova amplificacdo (amplificacdo seletiva) utilizando os mesmos iniciadores,
porém com trés bases seletivas adicionais. Dessa maneira, apenas os fragmentos que
sejam complementares aos nucleotideos seletivos serdo amplificados (BOREM &
CAIXETA, 2009; GRATTAPAGLIA, 1998; KUMAR et al., 2009a; VOS et al., 1995).

O polimorfismo baseado na técnica de AFLP é oriundo da perda ou do ganho de
um sitio de restri¢cdo, ou da complementaridade ou ndo das bases seletivas usadas nos
terminais 3' dos primers com a regido que flanqueia o sitio de restricio (BOREM &
CAIXETA, 2009; FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

O numero de fragmentos gerados por esta técnica ¢ fungdo do numero de
nucleotideos seletivos na combinagdo dos primers, do motivo do nucleotideo seletivo, do
tamanho fisico e complexidade do genoma (AGARWAL et al, 2008;. MONDINI et al.,
2009).

Finalmente, o produto da amplificacdo seletiva é visualizado em géis de

poliacrilamida ou por sequenciador automatico (ARIF, 2010; KUMAR, 2009a).
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Entre as vantagens da técnica AFLP estdo o grande namero de loci polimorficos
que detectam em poucos experimentos; nao requerer informacg&o prévia do genoma a ser
analisado, possuir alta confiabilidade e reprodutibilidade (GRATTAPAGLIA &
FERREIRA, 1998; KUMAR et al, 2009a; VOS et al 1995).

A técnica pode ser aplicada em estudos que envolvem analise de diversidade,
deteccdo da identidade genética, identificacdo de clones e cultivares, estudos
filogenéticos de espécies estreitamente relacionadas e mapeamento genético incluindo
QTLs (quantitative trait loci) (ARIF et al, 2010; KUMAR et al, 2009a; MONDINI et al,
2009).

2.12 Diversidade Genética em J. curcas

Nos dltimos anos, varios estudos tém sido feitos para avaliar a variabilidade
genética do germoplasma de J. curcas utilizando marcadores morfologicos
(caracteristicas quantitativas) e marcadores moleculares. Ao nivel morfoldgico, tem-se
utilizado caracteristicas como altura da planta, diametro da corola, nimero de ramos
primarios, numero de ramos secundarios, area foliar média, tamanho do peciolo, forma
do botéo floral, entre outras (GOHIL & PANDYA, 2008; SUNIL et al, 2008). Outros
trabalhos incluem caracteres relacionados a producdo, como analises do rendimento de
sementes, incluindo o tamanho, peso e teor de 6leo (KAUSHIK et al. 2007; MISHRA,
2009).

No caso dos marcadores moleculares, a maioria dos estudos na espécie J. curcas
foram para avaliagfes da diversidade genética e desenvolvimento preliminar de mapas
moleculares associados com caracteristicas agronomicamente desejaveis (XU et al.
2012). No entanto, a maioria dos estudos de diversidade genética estd limitada a acessos
asiaticos, africanos e, principalmente, da india (AMBROSI et al, 2012; BASHA &
SUJATHA, 2007; BASHA et al, 2009; PAMIDIMARRI et al, 2010).

Em relagdo aos estudos de diversidade genética de J. curcas incluindo acessos de
diferentes regides do mundo, tém sido usados varios marcadores moleculares, como
RAPD (BASHA & SUJATHA, 2007; GANESH RAM et al., 2008; GUPTA et al., 2008;
RANADE et al., 2008), ISSRs (BASHA & SUJATHA, 2007; GRATIVOL et al., 2010;
GUPTA et al.,, 2008; KHURANA-KAUL et al., 2012; KUMAR et al., 2009b; TANYA
et al., 2011); SSRs (ROSADO et al.,2010; SUN et al., 2008; WEN et al., 2010; NA-EK
et al.,, 2011; PAMIDIMARRI et al.,, 2011; BRESSAN et al., 2012) e AFLPs
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(PAMIDIMARRI et al., 2010; PECINA et al., 2011; SANTOS et al. 2010; SHEN et al.,
2010; SUN et al., 2008; TATIKONDA et al., 2009).

GANESH RAM et al. (2008) avaliaram a diversidade genética de 12 acessos do
género Jatropha utilizando RAPD. As diferentes espécies foram organizadas em trés
grupos, separando em um grupo todos os acessos de J. curcas L.. O segundo grupo
reuniu as seis espécies J. ramanadensis Ramam., J. gossypiifolia L., J. podagrica Hook.,
J. tanjorensis J. L. Ellis et Saroja J. villosa Wight e J. integerrima Jacq., enquanto que o
terceiro grupo foi formado pela espécie J. glandulifera Roxb., geneticamente a mais
distante.

PAMIDIMARRI et al. (2010), por meio de marcadores RAPD e AFLP em
acessos J. curcas de diferentes regides da India, demonstraram a existéncia de baixa
diversidade genética. Entretanto, RANADE et al. (2008), quando avaliaram genétipos
de J. curcas de seis locais diferentes por meio de RAPD e DAMD (amplificagdo de
DNA dirigida a regido de minissatélites), encontraram 100% de similaridade genética em
individuos oriundos de uma mesma procedéncia. Estes resultados sdo consistentes com
os relatados por BASHA & SUJATA (2007) que encontraram baixo polimorfismo, 42%
e 37,4%, mediante RAPD e ISSR, respectivamente.

Igualmente, GANESH RAM et al. (2008) e TATIKONDA et al. (2008) relataram
resultados semelhantes, indicando a necessidade de ampliar a base genética através da
introducdo de material com amplo contexto geografico e a criacdo de variabilidade
através de mutacdo e hibridacdo. Ao contrario, os resultados dos trabalhos de IKBAL et
al. (2010) e SUBRAMANYAM et al. (2009) mostraram alto nivel de polimorfismo
genético entre os 40 acessos da india analisados, utilizando marcadores RAPD.

No caso de estudos de diversidade genética de J. curcas realizados com acessos
da China , os resultados ndo sdo concordantes. HE et al. (2007), utilizando ISSR,
encontraram alto nivel de diversidade genética entre oito populagdes J. curcas daquele
pais enquanto que, SUN et al. (2008), utilizando SSR e AFLP, encontraram baixa
diversidade genética quando analisaram 56 acessos da China e Malésia. De forma
semelhante, SHEN et al. (2010) também relataram baixo polimorfismo (26,99%) usando
polimorfismo AFLP entre 38 populacdes da Indonésia e 37 da China.

Em estudo realizado com 225 acessos coletados em 30 paises da Asia, Africa e
América Latina, MONTES-OSORIO et al. (2008) encontraram baixa variagdo genética
entre os acessos da Africa e da India e alta variagio genética nos materiais de Guatemala
e outros acessos da América Latina. Igualmente, POPLUECHAI et al. (2009) avaliaram
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o polimorfismo genético de 38 acessos de 13 paises com teécnicas RAPD e AFLP. Os
resultados indicaram polimorfismo apenas entre os acessos do México e Costa Rica.

S&o poucos os trabalhos reportados sobre a diversidade genética em J. curcas
incluindo acessos do Brasil. SANTOS et al. (2010), com marcadores AFLP, avaliaram
nove acessos do Brasil, um dos RepUblica Dominicana, um da Tanzénia e um do
Paraguai, mostrando uma alta variabilidade genética entre os genotipos. GOIS et al.
(2006) ao analisar oito acessos de quatro estados do Brasil com marcadores
isoenziméticos, encontraram genétipos altamente semelhantes e outros muito
divergentes.

No caso do México, centro de origem de J. curcas, existem poucos estudos sobre
a diversidade genética da espécie. PECINA-QUINTERO et al. (2011) avaliaram a
diversidade genética de 88 acessos coletados no sul do México com AFLP e encontraram
alto nivel de polimorfismo (90%) e uma diversidade genética media de 60% entre 0s

acessos.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Caracterizacdo da Diversidade Genética de J. curcas

3.1.1 Material vegetal

Foram avaliados 70 acessos de J. curcas do Banco de Germoplasma do IAC,
mantidos in vivo e procedentes de diferentes regides do Brasil e do exterior (Tabela 1).
O Banco de Germoplasma esta localizado em Campinas, S&o Paulo, a 22°54'20" latitude
sul e 47°03'39" longitude oeste.

3.1.2 Obtencéo do DNA total

Folhas jovens de cada gendtipo foram coletas e armazenadas separadamente em
ultrafreezer a -80° C. O DNA foi extraido a partir de tecido vegetal macerado em
nitrogénio liquido utilizando o protocolo CTAB descrito por DOYLE & DOYLE (1990)
Aproximadamente 100 mg de tecido vegetal foram colocados em microtubos Eppendorf

de 2 ml, nos quais se adicionaram 800 pl de tampéo de extracdo (1,4 M NaCl, 20 mM
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EDTA pH 8,0; 100 mM de Tris-HCL pH 8,0; 1% de Polivinilpirrolidona MW 10,000;
2% CTAB e 0.2% [-mercapto etanol).

Os tubos foram homogeneizados em vortex durante 20 segundos e colocados em
banho-maria a 65 ° C durante 60 min, agitando-os por inversdo a cada 10 minutos. Apds
0 banho-maria, foram adicionados 700 ul de cloroférmio/alcool isoamilico 24:1 (v/v) e
0s tubos homogeneizados por inversdo durante 5 min e centrifugados a 10.000 g durante
10 min. O sobrenadante foi transferido para novos tubos e adicionados novamente 700 pl
de cloroférmio/alcool isoamilico 24:1 (v/v). Em seguida os foram agitados por cinco
minutos até atingirem aspecto homogéneo e centrifugados (5 min/10.000 g). O
sobrenadante foi transferido para novos tubos e o0 DNA precipitado com 70% (v/v) de
isopropanol gelado, misturado suavemente e posteriormente centrifugado durante 10 min
a 10.000 g. O sobrenadante foi descartado por inversdo e o precipitado (pellet) foi
deixado-secar em temperatura ambiente. O pellet foi lavado com 1 ml de etanol 70 % e
deixado sobre a bancada para secar a temperatura ambiente.

O DNA foi ressuspendido em 50 pl de tampédo TE (10 mM Tris-HCL, pH 8,0¢e 1
mM de EDTA). Finalmente, foram adicionados 10 mg.ml™ de RNAse e incubado a 37°
C durante 30 min. O DNA foi armazenado a -20 ° C.

A integridade do DNA extraido foi avaliada em gel de agarose 1%, submetido a
eletroforese horizontal em tampédo TBE 0,5 X (Tris 89 mM, &cido bérico 89 mM, EDTA
2,5 mM, pH 8,3) a uma corrente constante de 3,5 V.cm™ por 1 hora.

A concentracdo de DNA foi determinada utilizando espectrofotdmetro NanoVue,
com raio de absorbancia 260/280, em que valores abaixo de 1,8 indicam contaminacgéo
por proteinas ou outros elementos absorventes de luz UV da amostra. Com base
concentracdo, o DNA foi diluido para padronizar a concentragdo a 100 ng.pl™.
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Tabela 1 -ldentificacdo dos 70 acessos de J. curcas do Banco de Germoplasma do (IAC)

ID GENOTIPO PROCEDENCIA ID GENOTIPO PROCEDENCIA
1 Jintegerrima  N&o especificado 36 L11P5 S&o Paulo

2 Jpodagrica  N&o especificado 37 L12P8 Minas Gerais
3 Jmultifida  Nao especificado 38 L12 Minas Gerais
4 L13P30 Pernambuco 39 L4P44 Séo Paulo

5  PARA6 Para 40 L4P50 S&o Paulo

6 L9P44 Minas Gerais 41 L13P48 Sao Paulo

7 L8P54 Bahia 42 F1 J. curcas/J. intergerrima
8 PARA5 Para 43 RCIF1-9 Retrocruzamento
9 RCI1F1-1 Retrocruzamento 44  RC1F1-64 Retrocruzamento
10 RCI1F1-91 Retrocruzamento 45  RC1F1-37 Retrocruzamento
11  RCI1F1-74 Retrocruzamento 46 L2P7-A China

12 L6P7 Mato Grosso do Sul 47 L3P29 Séo Paulo

13 L9P49 Séo Paulo 48 L2P21 Séo Paulo

14 L13P20 Pernambuco 49 L3P27 Séo Paulo

15 L6P11 Mato Grosso do Sul 50 MEXICO-A10 México

16 L12P52 Sao Paulo 51  MEXICO-A5 México

17 L13P25 Pernambuco 52 L1P40-A China

18 L12P51 Pernambuco 53 L8P29 Bahia

19 L13P4 Pernambuco 54 L5P48 Séo Paulo

20 L4P49 Séo Paulo 55 L11P7 Séo Paulo

21  RCIF1-25 Retrocruzamento 56 L12P23 Minas Gerais
22 L4P19 Séo Paulo 57 L12P29 Minas Gerais
23 L2P23 Séo Paulo 58 L12P41 Tocantins

24 L2P19 Séo Paulo 59 L13P55 Séo Paulo

25 L1P7 Séo Paulo 60  L17U8(3) Séo Paulo

26 MEXICO-A4 México 61  L17U5(2) S&o Paulo

27 MEXICO-A3 México 62 L2P39-A Fortaleza

28 MEXICO-A20 México 63  L12P57 Fortaleza

29 L6P25 Mato Grosso do Sul 64 L13P9 Pernambuco
30 L6P31 Mato Grosso do Sul 65 L13P46 Pernambuco
31 L10P5 Minas Gerais 66 L14P1 Séo Paulo

32 L12P4 Séo Paulo 67 L9P51 Minas Gerais
33 L12P2 Séo Paulo 68  J.pholiana Né&o especificado
34 L9P1 Bahia 69 J.gossypiifolia  N&o especificado
35 L9P32 Bahia 70 L13P15xL2P33  Retrocruzamento
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3.2 Diversidade genética de J. curcas mediante SSRs.

Foram utilizados 16 marcadores microsatélites (SSRs) desenhados por
BRESSAN, 2012 e PAMIDIMARRI, 2009 (Tabela 2). A amplificacdo do DNA via PCR
foi realizada utilizando 50 ng de DNA genémico, 2,5 mM de cada nucleotideo (dATP,
dTTP, dCTP e dGTP), 0,2 mM de cada primer (Forward e Reverse), tampédo da enzima
1X (KCI 50 mM, 10 mM Tris-HCI - pH 8, 9), 1,5 uM, de MgCI2 para os primers
desenvolvidos por BRESSAN (2012) e 3 uM de MgCI2 para os primer desenhados por
PAMIDIMARRI (2009) e 1U de Taq polimerase.

O programa de amplificacdo foi realizado num termociclador Bio-Rad ™ T100 e
consistiu de uma desnaturacdo inicial a 94 °C durante 3 minutos e, posteriormente, 35
ciclos com desnaturagédo a 94 °C durante 30 segundos, anelamento durante 30 segundos,
variando a temperatura em funcdo do primer (Tabela 2), e 1 minuto a 72 °C de extensao,
finalizando a 72 °C durante 4 minutos.

3.2.1 Visualizacdo dos alelos SSR por eletroforese em gel de poliacrilamida

A 50 pL do produto de PCR amplificado foram acrescentados 5 pL de
formamida 98%, EDTA 10 mM , 0,01% de azul de bromofenol e 0,01 % xileno cyanol e
a solucao foi desnaturada a 95°C durante 5 minutos em um termociclador marca Bio-
Rad T100™. Em seguida, a mistura foi aplicada em gel de poliacrilamida 5 % para
eletroforese vertical em tamp&o 1X TBE a 70 W.cm™, durante uma hora e 30 minutos,
com pré-corrida de 15 minutos a 80 W.cm™. Foi utilizado um marcador de peso
molecular de 100 bp (Thermo Science) para a identificacdo do tamanho (em pb) dos
produtos amplificados.

Apos eletroforese, o gel foi transferido para uma solucdo de fixacdo (10% de
etanol absoluto e 1% de &cido acético glacial), permanecendo durante 10 minutos e
lavado em seguida com &gua destilada (trés lavagens de um minuto cada).
Imediatamente apds, o gel foi colocado em acido nitrico (1,5%) durante 3 minutos e foi
enxaguado trés vezes com agua destilada. Para o processo de coloragéo, o gel foi imerso
em solucdo de nitrato de prata (0,2%) durante 20 minutos sob agitacdo constante e, em
seguida, trés lavagens com &gua destilada. Por altimo, o gel foi imerso em uma solugédo

de carbonato de sédio (30 g.L™) e 0,05% de formaldeido até a revelagdo e visualizacdo
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das bandas e colocado numa solugdo de &cido acético glacial a 5% durante 5 minutos,

lavado trés vezes com &gua destilada e seco a temperatura ambiente.

Tabela 2 - Sequéncia (F=foward e R=reverse), temperatura de anelamento e literatura de

origem dos primers SSR utilizados para o0 estudo da diversidade genética de 70 acessos

de J. curcas.
Sequencia dos primers Temp. de
Locos . o Fonte
(5-3) anelamiento °C
F:CATTTTTCATCAAGGCCTAC
mJCENAZ27 55 BRESSAN, 2012
R: GTATTTCTCCACACGCAACT
mMICENA41 F:CTTTCTTACCCCTCATCCTT 53 BRESSAN, 2012
R: AAAGCCAGGACATACTTGAA
mMICENAa47 F: GCCCGAGTTCTCTATAAGGT 51 BRESSAN, 2012
R: CCAAGAGAAATTAGGAATGC
MICENAG3 F: GCGTGGACTATCTCAACTTC 53 BRESSAN, 2012
R:CTGATTACGCAATGGAACTA
mMICENAS7 F- ATCTGGAGTGAAACCAAAGA 53 BRESSAN, 2012
R:CACATGGTAAGCATTACAAGA
MICENALOG F: AAGGACGCAGAAAGAGAAGTTG 56 BRESSAN, 2012
R: TTTCGGAGGAGATGAAGAAGAC
mMICENA108 F:GTGTGGTGCTTACCCCTATTTT 53 BRESSAN, 2012
R:GCCTCCTTTTCTTTTCCTGTTT
MICENALLD F: GCGTAGAAACACAGGAACATCA 56 BRESSAN, 2012
R: ACTCTCAATGGTTGTTATGGGC
MICENA11L F: AAGCCCAGTTGCTCATATTCAG 56 BRESSAN, 2012
R: CAAGGCTCAAAGATAGAAGGGA
Jedsi0 F.CATCAAATGCTAATGAAAGTACA 55 PAMIDIMARRI, 2009
R:CACACCTAGCAAACTACTTGCA
Jeds24 F: GATATGAAGTTTCATGGGACAAC 55 PAMIDIMARRI, 2009
R:TTCATTGAATGGATGGTTGTAAGG
Jedsal F:AACACACCATGGGCCACAGGT 55 PAMIDIMARRI, 2009
R: TGCATGTGTGCGGGTTTGATTAC
Jedss8 FTCCATGAAGTTTGCTGGCAAT 55 PAMIDIMARRI, 2009
R:AGGTCATCTGGTAAAGCCATACC
Jcds66 F.CCTACGAGTGATTGGATAGTTTCTCA 55 PAMIDIMARRI, 2009
R:TCTTCCATCAAGAGTCGTTGGGCA
Jedsl F.GAGGATATTACAGCATGAATGTG 55 PAMIDIMARRI, 2009
R: AATCAATCAATCTTTGGCAAA
Jeds6 F:CCAGAAGTAGAATTATAAATTAAA 55 PAMIDIMARRI, 2009
R:AGCGGCTCTGACATTATGTAC
Jeds9 F.GTACTTAGATCTCTTGTAACTAACAG 55 PAMIDIMARRI, 2009
R TATCTCTTGTTCAGAAATGGAT
Jeds20 F:ACAGCAAGTGCACAACAATCTCA 59 PAMIDIMARRI, 2009
R: TACTGCAGATGGATGGCATGA
Jeds21 F: CCTGCTGACAGGCCATGATT 55 PAMIDIMARRI, 2009
R: TTTCACTGCAGAGGTAGCTTGTATA
Jeds21 FTAACCTCTTCCTGACA 53 PAMIDIMARRI, 2009
R: ATAGGAAATAAGAGTTCAAA
Jcds30 FGGGAAAGAGECTCTTTGC 55 PAMIDIMARRI, 2009

R: ATGAGTTCACATAAAATCATGCA
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3.3 Diversidade genética de J. curcas por ISSRs.

3.3.1 Amplificacdo do DNA

Para este ensaio foram utilizados 10 primers ISSRs (Tabela 3). As reacGes de
PCR foram realizadas num volume final de 20 pl contendo 40 ng de DNA, tampdo 1X
(10 mM Tris-HCI, pH 8,3, KCI 50 mM), dNTPs 0,25 mM, MgCl, 2,5 mM, 0,25 mM de

cada primer e 1U de Taq polimerase.

Tabela 3 - Caracteristicas dos primers ISSR utilizados para o estudo da diversidade

genética de 70 acessos de J. curcas

- . . o Temp. de
Cadigo Sequencia dos primers (5°-3") anelamento °C
ISSR 1 AGAGAGAGAGAGAGAGT 53
ISSR 2 AGAGAGAGAGAGAGAGYT 48
ISSR 3 AGAGAGAGAGAGAGAGYA 53
ISSR 5 ACACACACACACACACYA 56,5
ISSR 6 GACAGACAGACAGACA 53,6
ISSR7 DBDACACACACACACACAC 48,2

UBC 898 CACACACACACARY 52
MANNY CAC CAC CAC CACRC 52
TERRY GTG GTG GTG GTG RC 52

H=(A, C, T no G); R=(A, G); V=(A,C,Gno T); Y =(C, T); D= AT,G no C); B=(T,G,C no A).

As amplificagdes por PCR foram efetuadas em termociclador Bio-Rad ™ T100
de acordo com o programa: desnaturacdo inicial a 94 °C durante um minuto, seguida de
35 ciclos de desnaturacdo a 94°C durante 45 segundos, 45 segundos de anelamento
(nesta fase, a temperatura era dependente do primer utilizado), um minuto de extensdo a

72 °C, e finalmente, 72 °C durante cinco minutos.

3.3.2 Visualizacao dos fragmentos SSR por eletroforese em gel de agarose

A separacdo dos produtos de amplificagéo foi realizada em gel de agarose 1,5%
em tampdo de 0,5 X TBE (Tris 89 mM, &cido boérico 89 mM, EDTA 2,5 mM, pH 8,3)

em eletroforese horizontal a 3,3V.cm™ durante 3h 30 min. Foi usado como marcador de
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peso molecular Gene Ruler Mix da Fermentas 1000 pb. Os fragmentos de DNA foram
visualizados sob luz UV em fotodocumentador (Alphalmager® HP System de Cell

Biosciences).

3.4 Diversidade Genética de J. curcas por AFLPs

Para estimar a diversidade genética por meio da técnica AFLP foi utilizado o
protocolo desenvolvido por VOS et al. (2005), com modificages:

3.4.1 Digestédo do DNA

O DNA foi digerido com as enzimas de restricdo EcoRI (de corte raro) e a Mspl
(de corte frequente). Na reacéo, 1500 ng de DNA genomico foram duplamente digeridos
com 25U de EcoRI e 25U de Mspl (Fermentas BRL), num volume final de 50 ul
contendo 1x do tampéo de reacdo com 33 mM Tris-acetato (pH 7.9), 10 mM Mg-acetato;
66 mM K-acetato e 0,1 mg.ml™ BSA, durante 3 h a 37°C em termociclador Bio-Rad ™
T100.

3.4.2 Ligacao dos adaptadores

Para ligacdo dos adaptadores foi utilizado 5 pl da digestdo do DNA, 2,5 pmol dos
adaptadores Forward e Reverse para cortes feitos pela enzima EcoRl, 12,5 pmol dos
adaptadores Forward e Reverse para os cortes da enzima Mspl, 5U de T4 DNA-ligase
em tampéo 1X contendo 400 mM Tris-HCI , MgCl,; 100 mM, 100 mM de DTT, 5 mM
ATP (pH 7,8 a 25°C), em um volume final de 15 pl.

A reacdo de ligacdo foi incubada inicialmente a 22 °C durante 1 hora e, em

seguida, incubada durante 10 minutos a 65 °C em termociclador Bio-Rad ™ T100.

3.4.3 Pré-amplificacdo

Apos a ligacdo dos adaptadores, foi feita a pré-amplificacdo, utilizando dois
primers (E+1 y HM+1) complementares a sequéncia dos adaptadores e com um
nucleotideo seletivo (Tabela 4). As sequéncias de cada par de oligonucleotideos

utilizados para anelamento nos adaptadores foram selecionadas com base nos resultados
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obtidos por KANCHANAKETU et al (2012). A pre-amplificacdo foi realizada num
volume final de 25 pl contendo 0,2 pmol de cada primer E+A e HM+ T, 2,5 mM de cada
nucleotideo (dATP, dTTP, dCTP e dGTP), 1,5 mM de MgCI2 e 1 U de Taq ADN
polimerase em tampdo 1X composto por Tris-HCI (200 mM), MgCI2 (15 mM), KCI
(500 mM) e 0.8% (v/v) Nonidet P40.

A reagédo de PCR consistiu em 1 min a 94 °C, 25 ciclos de 30 segundos a 94 °C
para desnaturacdo do DNA, 30 segundos a 55 °C para anelamento, 1 min a 72 °C para a
extenséo e, finalmente, 10 minutos a 72 °C.

O produto da pré-amplificacdo foi diluido na propor¢do 1:10 (3 ul da pré-
amplificacdo em 27 pl de agua ultrapura). O resultado da etapa de pré-amplificacdo das
amostras foi verificado por meio do depdsito de 8 ul da reacdo em gel de agarose 1,2%,
seguida de eletroforese horizontal. As amostras migraram durante 45 minutos a 3,5

V.em™.

3.4.4 Amplificacéo seletiva

As reacOes de amplificacdo seletiva foram realizadas utilizando seis combinacdes
de primers, contendo trés nucleotideos seletivos, E1+HM1, E1+HM6, E1+HM5, E2 +
HM1, E2+HM6 e E2+HM5 (Tabela 4).

A reacdo foi realizada em volume final de 25 uL contendo 2 pl da solugdo da
pré-amplificacdo diluida 1:10, 0,5 pl de cada oligonucleotideo E+3 e HM+3, 2,5 mM de
cada nucleotideo (dATP, dTTP, dCTP e dGTP), 1U de Tag DNA polimerase em tampéo
1X composto por Tris-HCI (200 mM), MgCI2 (15 mM), KCI (500 mM) e 0,8% (v/v)
Nonidet P40, num volumem final de reagéo de 25 pl.

A amplificagéo seletiva foi realizada num em termociclador Bio-Rad ™ T100,
usando o seguinte programa: 94 °C por 30 segundos, 65 °C por 30 segundos e 72 °C por
60 segundos, por 11 ciclos e reduzindo a temperatura de anelamento 0.7°C por ciclo;
posteriormente 23 ciclos a 94 °C por 30 segundos, 56 °C por 30 segundos, e 72 °C por
60 segundos e finalmente 10 min a 72°.
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Tabela 4 - Caracteristicas dos adaptadores e sequéncia de primers AFLPs utilizados para
a analise da diversidade genética em J. curcas, de acordo com KANCHANAKETU et
al., 2012.

nci rim
Adaptador/Primer Sequencia dos primers

(5-3)
EcoRl adaptador CTCGTAGACTGCGTACC
Hpall/Mspl adaptador CATCTGACGCATGGTTAA
E+A AGTACTCAGGACGAGC
HM +T GACTGCGTACCAATTCA
E+AAC (E1) GACTGCGTACCAATTCAAC
E+ACT (E2) GACTGCGTACCAATTCACT
HM+TAA (HM1) ATCATGAGTCCTGCTCGGTAA
HM+TAC (HM5) ATCATGAGTCCTGCTCGGTAC
HM+TAG (HM6) ATCATGAGTCCTGCTCGGTAG

3.4.5 Visualizacéo dos produtos AFLPs

Os produtos da amplificacdo seletiva foram separados por eletroforese vertical
em equipamento Bio-Rad ™ por meio de gel desnaturante de poliacrilamida 6% e 7M de
ureia.

Inicialmente, foi feita uma pré corrida do gel em tampdo TBE 1X durante 15
minutos a 80 W.cm™. Paralelamente, 5 pl da reacio de amplificacdo, juntamente com 5
ul de tampéo de carga (98% de formamida, 0,05% de azul de bromofenol, 0,05% Xxileno
cyanol, e EDTA 10 mM) foram submetidos a desnaturacéo a 94 °C durante 5 minutos e
depositados no gel. Para estimativa do tamanho dos amplificados AFLPs foi utilizado
um marcador de peso molecular de 50 pb da marca Thermo Science. Os produtos foram

separados por 70 W.cm™, durante 4 horas.

3.5 Analises dos dados moleculares

Com a informacdo das bandas fornecidas pelos diferentes marcadores foram
construidas matrizes binarias, uma para cada marcador. Onde a presenca da banda 1 e a
auséncia é 0. Partindo-se dessa matriz, foi determinado o indice de similaridade de

Jaccard entre todos 0s acessos.
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As similaridades genéticas foram utilizadas para a construcdo de um
dendrograma, por meio do método UPGMA (Unweighted Pair Group Method
Arithmetic Average), na rotina SAHN (Sequential Agglomerative, Hierarchical and
Nested Clustering), no programa NTSYS-pc 2.02 (ROHLF, 1990).

As andlises de diversidade genética entre drupos de Jatropha foram efetuadas
com o programa POPGENE, versdo 1.32 (YEH et al., 1997), utilizando parametros para
dados diploides dominantes, e assumindo que as populac6es encontram-se em equilibrio
de Hardy-Weinberg. Foram estimados o nimero de alelos observados (na), o numero
efetivo de alelos (ne) (Kimura & Crow, 1964), a heterozigosidade esperada (He) (Nei,
1973), a porcentagem de locos polimorficos, o indice de Shannon (1) (LEWONTIN,
1972), a heterozigosidade total (Ht), a heterozigosidade média dentro da populacao
(Hs), a diversidade entre populacdes (Dst = Hr — Hs) e o coeficiente de diferenciacdo
populacional (Gst = Dst/Hy).

O fluxo alélico foi calculado indiretamente por meio da formula Nm = 0,5 (1 —
Gs1)/Gst (MCDERMOTT & MCDONALD, 1993).

3.6 Propagacdo in vitro de J. curcas via Embriogénese Somatica

3.6.1 Material vegetal

Os gendtipos utilizados como plantas matrizes ou doadora de explantes para 0s
estudos de embriogénese somatica foram selecionados pelo programa de melhoramento
genético de Jatropha do IAC com base nas caracteristicas morfoldgicas e fitoquimicas.
Para os genotipos F1 (J. curcas/ J. intergerrima) e RCF1 (J. curcas // J. curcas /
J.integerrima), os explantes (folhas jovens e peciolos) foram coletados de plantas com
idade aproximada de 1 ano. Para os genotipos elites de J. curcas (Al e A4), os explantes
utilizados foram folhas cotiledonares e hipocétilos obtidos por germinacdo in vitro de
sementes dos genotipos selecionados.

Apods a remocgdo do tegumento (casca), as sementes foram lavadas em agua
corrente e detergente neutro durante 5 minutos e, depois, imersas por 30 segundos, em
alcool etilico a 70 %. Em seguida, as sementes foram lavadas trés vezes com agua

destilada esterilizada e mantidas imersas em solugdo de hipoclorito de sddio (2.5 %)
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durante 20 minutos. Para finalizar o processo, as sementes foram lavadas trés vezes com
agua destilada autoclavada.

O processo de assepsia das folhas e peciolos foi semelhante, diferindo apenas na
concentracdo (2%) e tempo de imersdo (15 min) em hipoclorito de sédio. Também néo
foi realizada a imerséo prévia em alcool etilico.

Em cémara de luxo laminar, as sementes esterilizadas foram inoculadas em meio
MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) contendo 30 g.L™" de sacarose , 3,5 g.L™ de
carvdo ativado e 60 ml de 4gua de coco e mantidas no escuro a uma temperatura de 25
°C. Os explantes de cotilédones e hipocétilo foram removidos ap6s 15 dias da inoculacao
das sementes no meio de germinacao in vitro.

Ja os segmentos de folhas (0,7 x 0,7 cm) e de peciolos (0,5 x.0,5 cm) foram
distribuidos diretamente nos tratamentos para inducdo de calos embriogénicos como

descrito abaixo.
3.6.2 Inducéo de Calos Embriogénicos.

Para esta fase da propagacéo via embriogénese somatica foram estabelecidos dois
experimentos:

Experimento | avaliagdo de meios bésicos e auxinas para inducéo de calos.

A figura 2 mostra o cultivo dos explantes (folhas jovens, peciolo, cotilédones e
hipocétilo) nos diferentes tratamentos.

Os explantes foram inoculados em quatro meios de cultura basicos: MS
(MURASHIGE & SKOOG, 1962), NN (NITSCH & NITSCH, 1969), DKW (DRIVER
& KUNIYUKI, 1984) e WPM ((LLOYD & McCOWN, 1980), suplementados com 100
mg.L™? de inositol, 30 g.L™* sacarose, 6,7 g.L™ de agar e os fitoreguladores 2,4 D (4cido
2,4-diclorofenoxiacético) e Dicamba, em varias concentragdes (Tabela 5).

O pH do meio foi ajustado para 5,8 £ 0,1, antes de serem autoclavados a 120 °C
e 1,2 atm, por 20 minutos. Os hormonios e as concentragcdes foram determinados com
base nos resultados obtidos por SIANG, et al (2012).
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Figura 2 - Explantes de J. curcas em meio de cultivo para indugdo de calos
embriogénicos. a) Folhas jovens; b) Peciolos (hibridos F1 e RCF1); c¢) Hipocétilo e d)
cotilédone (Al e A4, J. curcas).

Tabela 5 - Meios de cultura basicos suplementados com diferentes concentragdes de 2,4-
D e Dicamba para inducéo de calos embriogénicos.

24D mg.L'l Dicamba mg.L'1
Meio 0,0 0,3 11 1,6 0,8 15 3,0
NN Tl T2 T3 T4 T5 T6 T7
WPM T8 T9 T10 T11 T12 T13 T4
MS T15 T16 T17 T18 T19 T20 T21
DKW T22 T23 T24 T25 T26 T27 T28
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Experimento I1: Inducdo de embrides a partir de folhas jovens dos genétipos RC1F1 e
F1

Segmentos foliares foram cultivados em meio MS com 100% da concentracéo de
sais minerais de macro e micronutrientes, suplementado com 100 mg.L™ de inositol , 30
g.L™" de sacarose, 6,7 g.L" de agar e diversas concentracdes dos reguladores de
crescimento IBA e Cinetina em diferentes concentracfes e combinagdes, compondo 16
tratamentos, como mostra a Tabela 6. O pH foi ajustado para 5,8 + 0,1, antes da adigédo
do agente geleificante Bacto-agar da Sigma. O meio foi autoclavado a120 °C e 1,2 atm.,
por 20 minutos. Os hormonios e as concentracfes foram determinados com base nos
resultados obtidos por JHA et al- (2007)

Tabela 6 - Combinactes de IBA e Cinetina em meio MS para indugdo de calos

embriogénicos de explantes foliares J. curcas.

IBA mg.L*
Cinetina 00 05 09 20
mg.L
0,0 1T T2 T3 T4
0.2 ™5 T6 7 T8
0.4 T9 TI0 TI11 TI2
0.8 T13 T14 TI5 TI16

Em ambos os experimentos, apos 30 dias, 0 material vegetal foi subcultivado no
mesmo meio de cultura em que se encontravam anteriormente.

As condigdes de cultivo foram: temperatura de 25° + 1°C; intensidade luminosa
de 35 pumol m-2 s-1 e fotoperiodo de 16 h luz por 8 h no escuro. J& nos experimentos
com os explantes de cotilédone e hipocdtilo, as condigdes de cultivo foram: temperatura
de 25° £ 1°C e escuro total.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com arranjo
fatorial 2x4x4, com quatro repeticdes. A parcela experimental foi representada por uma
placa de Petri (10 x 1 cm) com os tratamentos de meios de cultura e cinco explantes por
placa. As avaliacGes foram realizadas 60 dias apds o estabelecimento dos experimentos.

As variaveis avaliadas foram: nimero de explantes oxidados, numero de explantes
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responsivos (com formacdo de calos), numero de calos embriogénicos e

desenvolvimento dos calos (comprimento e largura).
3.6.3. Inducéo de embrides somaticos

Durante a fase de experimentacdo para indug@o do calos embriogénicos (fase I)
foram obtidos diferentes tipos de calos. Para a regeneracdo de embrides somaticos 0s
calos embriogénicos, oriundos dos melhores tratamentos da Fase |, para cada genotipo,
foram transferidos para 0 meio de inducdo de embrifes somaticos. Os calos foram
inoculados em meio MS, com 100 mg.L™ de inositol, 30 g.L™* de sacarose, suplementado
com diferentes concentracdes de Cinetina e AIB (Acido Indol-butirico). (Tabela 7). Foi
utilizado 6,7 g.L™* de 4gar, e o pH foi ajustado para 5,8 + 0,1 e autoclavado a 120 °C e
1,2 atm., por 20 minutos .

Apb6s a inoculagdo, os calos foram mantidos em sala de crescimento a
temperatura de 25° + 1°C; intensidade luminosa de 2000 e fotoperiodo de 16 h luz por 8
h de escuro. Os calos foram subcultivados a cada 30 dias até a formacdo de estruturas
embriogénicas.

O experimento foi estabelecido como delineamento inteiramente casualizado,
com 16 tratamentos e quatro repeticbes. A parcela experimental correspondeu a uma
placa com cinco explantes. No presente trabalho, para esta fase da embriogénese,
unicamente foi avaliado o nimero de calos embriogénicos devido a que nao foi possivel

a obtencdo de embrides em nenhum dos tratamentos testados.

Tabela 7 - Combinacdes de Cinetina e AIB para a inducdo de embriées somaticos de J.

curcas.

Cinetinamg.L™

0,0 0,5 0,7 0,9

IBAmg.L?
0,0 T1 T2 T3 T4
0,2 T5 T6 T7 T8
0,5 T9  T10 Tl  T12
0,9 T13 Ti14 Ti5 T16
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3.6.4 Andlise estatistica

Os dados das variaveis foram submetidos a analise de variancia e regressées polinomiais.
As médias foram comparadas pelos testes de Tukey e Scott & Knott a 5% de
probabilidade. As andlises foram realizadas utilizando o programa estatistico SISVAR
(FERREIRA, 2000).

4 RESULTADO E DISCUSSAO

4.1 Diversidade genética por SSR

Dezesseis dos 21 microssatélites testados produziram bandas com bom perfil de
amplificacdo. Destes, unicamente sete presentaram polimorfismo entre os gendtipos
analisados, permitindo a identificacdo de 29 alelos distintos. O nimero médio de alelos
por loco foi de 3,37, sendo que os mais polimorficos apresentaram 5 e 6 alelos por loco,
locos Jcds6 e mIJCENAL1L, respectivamente (Figura 3). O namero médio de alelos por
locos foi similar ao encontrado por PAMIDIMARRI et al. (2009) e WEN et al (2010),
que usando EST-SSR desenvolvidos a partir do genoma da mandioca, revelaram média
de 3,51 alelos.

Os marcadores SSR utilizados neste trabalho detectaram um nivel de
polimorfismo genético similar ao reportado por BRESAN et al (2012) que, de 40 primers
SSR avaliados em 41 acessos de J. curcas, 9 apresentaram polimorfismo e ROSADO et
al. (2010), que encontraram polimorfismo em dois de seis primers SSR testados. No
entanto, foram superiores ao encontrado por NUCCI (2011), que detectou polimorfismo
em apenas 4 de 48 primers SSRs utilizados para acessar a variabilidade genética em 29

acessos brasileiros de J. curcas.
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b)

oo, ‘- - ;
Figura 3 - a) Padrdo monomorfico de amplificacdo gerado pelo loco jcps9 e b) padréo

polimorfico gerado pelo loco jeps21, visualizados em acrilamida 5%.

Dos 29 alelos SSR identificados, 11 (37,9%) foram encontrados apenas em unico
gendtipo de Jatropha curcas, dos quais 7 (24,1%) foram exclusivos das espécies
“selvagens” de Jatropha, corroborando a transferabilidade dos primer para outras
espécies do género Jatropha. WEN et al (2010) utilizando EST-SSR e G-SSR
desenvolvido em mandioca encontraram uma porcentagem de transferabilidade para J.

curcas de 44.63% e 29,67%, respectivamente.

4.2 Diversidade genética por ISSR e AFLP

O padrdo de amplificacdo de bandas ISSR (Figura 4) releva o grande nimero de
bandas que esse marcador é capaz de gerar com apenas um primer. Foram obtidas
271bandas polimérficas de um total e 274 (98,9%), demostrando alta variabilidade
genética entre 0s genoétipos (Tabela 8).

Quando analisados unicamente os 56 acessos de J. curcas, os 10 primer ISSR
utilizados produziram um total de 168 bandas, das quais 162 (96,4%) foram
polimorficas. O nimero de bandas polimérficas geradas por primer variou de 9 a 28,
com uma média de 16,2 bandas por primer. O primer ISSR5 foi o0 que revelou o maior
numero (27 bandas) e o primer ISSR6 o de menor nimero (11 bandas) (Tabela 8).

Dados semelhantes foram reportados por HE et al. (2007) que avaliaram a
diversidade genética de nove populacfes naturais de J. curcas obtendo polimorfismo
total de 97,04%, utilizando 10 primers ISSR. GUPTA et al. (2008) ao utilizar

marcadores RAPD e ISSR em J. curcas demostraram que os RAPDs foram mais
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eficientes que o ISSRs em relacdo a deteccao de polimorfismo, pois detectou 84,26% em
comparacdo aos 76,54% revelados com ISSR. Valores inferiores de polimorfismo
molecular foram obtidos por BASHA &SUJATHA (2007) e BASHA et al. (2009), que
obtiveram valores de 33.5% e 35.5% de variagdo nos respectivos primers ISSR

utilizados.

Pb W 4 5 6 7 8 9101121213 1415 161718192021 22 23 24 25

500

200

Figura 4 - Padrdo de amplificagdo em 25 amostras de J. curcas gerado por o iniciador
ISSR ISSR1

As similaridades genéticas entre 0s acessos 70 acessos de Jatropha foram
calculadas com base no coeficiente de Jaccard, cujos valores foram de 0,0 entre varios
gendtipos de J. curcas ( L2P5, L2P52, L9P5 e MEXICO-A4) com J. Intergerrima.

Os valores de similaridade genética (Jaccard) unicamente dos acessos de J.
curcas variaram de 0,28 a 0,86, com média de 0,62. A maior similaridade foi observada
entre os acessos L8P29 e L11P7, enquanto que a menor foi registrada entre L6P25 e
L13P46. Os resultados indicam maior diversidade genética quando comparada aos
resultados obtidos por ROSADO et al. (2010) que, analisando 192 acessos de J. curcas
de diferentes regides do Brasil com 96 primer RAPDs, encontraram um coeficiente
médio de similaridade genética de 0,89. No entanto, a diversidade do nosso estudo é
inferior ao reportado por NUCCI (2011) que encontrou 0,30 de similaridade genética

médio em 29 acessos do Brasil, utilizando 14 primers ISSR.
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Com gendtipos da India, BASHA et al. (2009) obtiveram valores de similaridade
de 0,19 a 0,94 utilizando ISSRs e GUPTA et al. (2008) encontraram indices de 0,38 a
0,91 e 0,46 a 0,90 mediante ISSRs e RAPD , respectivamente, ao analisarl3 acessos de
J. curcas. CAMELLIA et al (2012) encontraram baixa diversidade genética (0,72 a
1,00) ao analisar mediante ISSR 16 acessos de J. curcas (12 acessos de Malasia, dois da
india, um da Tailandia e um de Brunei), sugerindo a existéncia de maior diversidade

entre os gendtipos do Brasil.

Tabela 8 - Dados de polimorfismo obtidos na analise de acessos de Jatropha, mediante
ISSRs

70 acessos de Jatropha sp. 56 acessos de J. curcas
No. de No. de
Primerbandas o op gogppr  PAM9SS o pn oqpppT
Polimérfica polimorfica
S S
ISSR 1 36 97,2 13,3 24 96 14,8
ISSR 2 35 100 12,9 13 100 8,02
ISSR 3 29 96,6 10,7 15 93,7 9,2
ISSR 5 37 100 13,7 20 100 12,3
ISSR 6 31 100 10,0 28 100 17,2
ISSR 7 27 100 10,0 9 81,8 55
898 21 100 7,7 15 100 9,2
OMAR 23 95,8 8,5 11 91,6 6,7
MANNY 13 100 4.8 10 90,9 6,1
TERRY 19 100 7,0 17 100 10,4
Média 27,1 16,2
Total 271 162

BP: porcentagem de bandas polimérficas; BP/PT: relacdo do polimorfismo por combinacdo de primers em
relagdo ao polimorfismo total.

Para as analises AFLPs foram excluidos os acessos de J. intergerrima, J,
podagrica, J, multifida e o L13P46 de J. curcas, pois tais gendtipos ndo apresentaram

amplificacédo para a maioria das combinacdes de primers utilizados neste estudo.
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Figura 5 - Padrdo de amplificacdo em 25 amostras de J. curcas gerado por o iniciador
AFLP E2+HM5

Os 66 acessos de J. curcas foram analisados com seis combinagcfes AFLP de
primers-enzima que amplificaram um total de 227 fragmentos AFLP  100%
polimdrficos entre os gendtipos estudados (Tabela 9). A combinagdo primer-enzima
E2+HM®6 foi a que produziu maior numero de bandas, contribuindo com 18,9% do total

de polimorfismo. Todas as combinacBes primers-enzima apresentaram 100% de
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polimorfismo, podendo ser justificada pelo fato desta técnica explorar simultaneamente o
polimorfismo de presenca e auséncia de sitios de restri¢do, associado a ocorréncia ou ndo
de amplificacdo a partir de sequéncias arbitrarias, conseguindo assim maior flexibilidade
na obtencdo de polimorfismos. De maneira geral, o tamanho dos fragmentos
amplificados variou de 200 a 1200 Pb (Figura 5) e o nimero de bandas amplificadas com
cada combinacdo primer-enzima variou de 25 a 43, com valor médio de 37,8 bandas
(Tabela 9).

Ao analisar unicamente os acessos de J. curcas com as seis combinagdes de
iniciadores AFLP e respectivas enzimas de restricdo obteve-se um total de 227 bandas,
das quais 181 (79,7%) foram polimorficas, com média de 36,2 bandas polimdrficas por
combinacédo primer-enzima.

Resultados semelhantes foram reportados por PECINA-QUINTERO et al. (2011)
estudando 88 acesos de J. curcas do sul de México com 6 combinacBes AFLPs de
primers-enzima, tendo verificado que de 566 bandas produzidas, 510 (90%) foram
polimorficas. Ja PAMIDIMARRI et al. (2010) encontraram um porcentagem menor de
bandas polimdrficas (60,92%) ao utilizar 58 combinacGes de primers-enzima AFLPs em

materiais de J. curcas da India.

Tabela 9 - Dados de polimorfismo obtidos na analise de acessos de Jatropha, mediante
AFLPs.

70 acessos de Jatropha sp. 56 acessos de J. curcas
No. de No. de
Primer - bandas o oopppr B8 o pn oupppT
polimorfica polimorfica
S S
E1+HM5 38 100 18,1 37 100 204
E1+HMG6 41 100 18,1 39 100 215
E2+HM1 25 100 11,0 23 100 12,7
E2+HM5 42 100 185 41 100 22,6
E2+HM6 43 100 189 41 100 22,6
Média 378 36,2
Total 227 181

BP: porcentagem de bandas polimérficas; BP/PT: relacdo do polimorfismo por combinacéo de primers em

relacdo ao polimorfismo total.
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Com AFLPs, o valor médio de similaridade (0,38) genética observada entre o0s
66 acessos de Jatropha com o indice de Jaccard. A menor similaridade foi de 0,02 entre
0s acessos RC1F1-25 e L8P54, enquanto que os acessos L3P27 e L13P25 apresentaram a
maior similaridade (0,98). Estes valores indicam alta diversidade genética entre 0s
acessos.

Considerando apenas J. curcas, a similaridade média encontrada foi de 0,40
(Jaccard). A maior similaridade foi entre os acessos L3P27 e L13P5 (0,98) e a menor
entre L2P21 e L10P5 (0,03). A diversidade genética encontrada entre os acessos do
BAG-IAC é maior que a reportada em outros estudos. Em acessos da China, SHEN et al.
(2010) citam similaridade genética de 0,86 e 0,97 para 38 genoétipos. Entretanto, SUN
et al. (2008) com 58 acessos de J. curcas, sendo 56 da China e dois da Malasia,
mostraram variacdo de similaridade genética de 0,86 a 0,99 e média de 0,96. Em
acessos da India, PAMIDIMARRI et al. (2010) reportaram similaridade genética média
de 0,88, com um méximo de 0,98 e minimo de 0,71 ao analisarem 28 acessos.
TATIKONDA et al. (2009) obtiveram coeficiente de similaridade de 0,43 a 0,97 em 48
acessos analisados.

Os niveis de polimorfismos detectados mediante ISSR e AFLP indicam a grande
aplicabilidade destes sistemas de marcadores na diferenciacdo de genétipos de J. Curcas
no presente bem como em outros estudos. Embora os AFLPs tenham produzido menor
nimero de bandas, este marcador revelou ser mais informativo para detectar
polimorfismo entre os acessos de Jatropha analisados do que os marcadores ISSR.

A anélise de grupamento ou de classificacdo hierarquica para ambos os sistemas
de marcadores (ISSR e AFLP) produziu um dendrograma que ilustra as relacdes
genéticas entre 0s gendtipos estudados (Figuras 6 e 7). Os dendrogramas derivados tanto
das andlises por ISSR como por AFLP mostram que ambos os sistemas permitiram

separar as diferentes espécie do género Jatropha.
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Figura 6 - Dendrograma (UPGMA) obtido a partir da similaridad genética entre 70
acessos do Banco de Germoplasma de Jatropha spp. mediante ISSRs. A estimativa foi
realizada por meio do método UPGMA empregando o indice de Jaccard. No eixo X,
encontram-se as distancias relativas e, no y, a identificacdo dos acessos.
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O marcador ISSR revelou a formagéo de quatro grupos que separam as diferentes
espécies do género Jatropha, sendo que J. Intergerrima foi a que mais se distanciou
geneticamente dos demais acessos, seguida de J. Gossypifolia (Figura 6). J. multifida e
J. podagrica permaneceram agrupadas com um grau de similaridade de 0,30 enquanto
que J. poliana foi a que menos divergiu geneticamente em relacdo os acessos de J.
curcas. MURTY et al. (2013) mediante 0 uso de ISSRs também conseguiram a
separagdo de diferentes espécies de Jatropha. No entanto, contrariamente aos resultados
do presente trabalho, J. podagrica foi mais distante geneticamente e J. podagrica e J.
Intergerrima mais proximas a J. curcas.

No caso dos 65 acessos de J. curcas restantes e reunidos em um Unico grupo,
estes foram reunidos em grupos menores ndo havendo relacdo com as localidades de
origem, pois observa-se que cada subgrupo inclui individuos de mais de um estado.
Resultados semelhantes obtidos por ROSADO et al. (2010) e ALAKIMIM et al (2013),
utilizando ISSR em gendtipos do Brasil, reportam que os agrupamentos de acessos de J.
curcas do Brasil ndo estao relacionados com a origem geogréafica dos acessos.

BASHA & SUJATHA (2007) relatam auséncia de estruturacdo genética em 42
acessos J. curcas de diferentes regies da india, ao utilizar RAPD e ISSR. BASHA et
al. (2009) ao estudarem acessos de diferentes regides do mundo indicaram a formagéo
de apenas dois grupos, um contendo acessos provenientes de América Central e outro
formado pelos demais acessos. De igual forma, IBRAHIM et al. (2012) relatam ao
analisar a diversidade genética de 48 acessos da Malasia mediante ISSR que 0s acessos
foram separados em 11 grupos sem nenhuma relacdo com o lugar de procedéncia dos
mesmos.

No caso do marcador AFLP, o dendrograma obtido também a partir das
similaridades genéticas entre os acessos (Jaccard) revelou maior discriminacdo dos 66
acessos do estudo, possivelmente em razdo do maior numero de bandas empregadas na
analise (Figura 7). No entanto, mediante o uso de AFLPs ndo foi possivel separar as
espécies J. pholiana e J. gossypifolia dos acessos de J. curcas. Observa-se que 0 acesso
RCIF1-25 é o mais distante geneticamente. Também ha formagao de dois blocos iniciais,
em que J. pholiana e Mexico-A5 compdem o primeiro bloco, enquanto os demais
acessos se distribuem pelo resto do dendrograma. Assim, como para 0s ISSR, o
dendrograma revela a ndo ocorréncia de estruturagdo genética em funcdo da origem

geografica, sugerindo a existéncia de fluxo génico entre 0s acessos em,
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consequentemente, auséncia de grupos genéticos claramente definidos em fungédo da
origem dos acessos (Figura 7).

O fato de ndo apresentar estruturacdo genética mediante analises com marcadores
AFLPs coincide com os resultados de outro trabalhos. SHEN et al. (2010) mostraram
que 38 acessos de J. curcas pelo método de agrupamento UPGMA ndo mostraram um
padrdo de agrupamento em fungéo do lugar de procedéncia.

Em 175 acessos de J. curcas de nove estados do México, PECINA-QUINTERO
et al. (2013) observaram que embora a analise de UPGMA mostrou uma tendéncia de
agrupamento dos acessos de acordo ao origem geografica, existe uma consideravel
sobreposicdo em alguns dos acessos de diferentes procedéncias. Contrario aos resultados
obtidos neste trabalho, SANTOS et al. (2010), ao utilizarem AFLP para analisar a
similaridade genética entre 12 acessos de J. curcas de diferentes estados do Brasil,
indicam que a variabilidade est4d geneticamente estruturada em funcdo da origem
geogréfica.

Como se observa em ambos o0s dendrogramas, 0Ss acessos do Mexico
encontraram-se distribuidos em diferentes subgrupos. A dispersdo destes acessos indica
a existéncia de ampla base genética nesses acessos. Assim, eles podem ser utilizados
para ampliar a base genética do germoplasma do programa de melhoramento do IAC.

O grau de diversidade e a ocorréncia de estrutura genética na da espécie estao
relacionados com a distribuicdo geografica, modo de reproducdo e dispersdo da espécie.
No caso dos resultados do presente trabalho, a falta estruturacdo genética entre 0s
acessos sugere a possibilidade de origem comum dos acessos, assim como ocorréncia de
migracdo dos materiais devido a atividades antropogénicas, resultado do intercAmbio de
material genético entre agricultores, instituicdes publicas e empresas privadas, 0 que
teria impedido que os genotipos acumulassem diferencas genéticas suficientes que
permitissem agrupa-los em funcéo da procedéncia dos mesmos.

As informacdes dos padrdes de agrupamento e as relagdes genéticas apresentadas
entre 0s acessos, que evidenciaram a grande diversidade genética representada no Banco
de Germoplasma de IAC, sdo importantes para atividades de selecdo, formacgdo de
colecdo de trabalho e orientagdo de cruzamentos entre acessos geneticamente mais

distantes com caracteristicas agronémicas de interesse.
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Figura 7 - Dendrograma (UPGMA) obtido a partir da similaridad genética entre 70
acessos do Banco de Germoplasma de Jatropha sp. mediante AFLPs. A estimativa foi
realizada por meio do método UPGMA empregando o indice de Jaccard. No eixo X,

encontram-se as distancias genética, e no eixo y, a identificacdo dos acessos.

47



4.3 Andlises de Diversidade e Estrutura Genética de Jatropha por marcadores
ISSR.

Os 70 acessos do estudo foram divididos em 8 grupos segundo as diferentes
origens geograficas ou por serem derivados de cruzamentos do programa de
melhoramento genético do IAC (Tabela 10).

O numero médio observado e efetivo de alelos do conjunto de 70 acessos foi de
1,98 e 1,23, respectivamente (Tabela 11). GUPTA et al. (2008) verificaram valores de n,
variando de 0,426 a 1,765 e de n de 0,355 a 1,407 estudando a diversidade de J. curcas
baseado em marcadores ISSR e RAPD.

A heterozigosidade ou diversidade genética é a medida mais importante e a mais
utilizada para estimar a variabilidade genética e menos sensivel as variacdes do tamanho
da amostra, quando comparada com outras medidas, como a porcentagem de locos
polimérficos e 0 nimero médio de alelos por locos e possui facil interpretacdo em termos
genéticos (BROWN e WEIR, 1983).

Tabela 10 — Acessos de Jatropha divididos em grupos segundo origem geografica e

utilizacdo em programa de melhoramento genético

ACESSOS DO BANCO ATIVO DE GERMOPLASMA

GRUPO DE JATROPHA ORIGEM
1 J .mteger_rlmtal, J.podagrica, J.multifida, J.pholiana e Niio especificado
J.gossypiifolia.
2 L6P7, L6P25, L6P31 e L12P41 Brasil-Centro oeste
L13P30, PARAG, L8P54, PARAS, L13P20, L13P25, L12P51,
3 L13P4, L9P1, L9P32, L8P29, L2P39-A, L12P57, L13P9e Brasil-Nordeste
L13P46

L9P44, L9P49, L6P11, L12P52, L4P49, L4P19, L2P23, L2P19,
4 L1P7, L10P5, L12P4, L12P2, L11P5, L12P8, L12P9, L4P44, Brasil-Sudeste
L4P50, L13P48, L3P29, L2P21, L3P27, L5P48, L11P7, L12P23,

L12P29, L13P55, L17U8(3), L17U5(2), L14P1 e L9P51

MEXICO-A4, MEXICO-A3, MEXICO-A20, MEXICO-A10 e

MEXICO-AS5 Mexico
6 L2P7-A e L1P40-A China

7 RC1F1-1, RC1F1-91, RC1F1-74, RCIFE-25, RC1F1-9, RC1F1- RetroCIUZAMENtos
64, RC1F1-37, RC1F1 L13P15xL2P33

8 L2P37-2 Hibrido
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Tabela 11 -Pardmetros genéticos populacionais obtidos em 70 acessos de Jatropha
curcas divididos em 8 grupos segundo origem geografica e utilizacdo em programa de

melhoramento genético a partir de 10 iniciadores ISSR.

No. de
Pardmetros . gividuos na ne h I

Grupo 1 5 1,62 1,24 0.16 0,26
Grupo 2 4 1,25 1,17 0,09 0,14
Grupo 3 15 1,44 1,22 0,13 0,20
Grupo 4 30 1,43 1,19 0,11 0,17
Grupo 5 5 1,25 1,15 0,09 0,13
Grupo 6 2 1,10 1,07 0,04 0,06
Grupo 7 8 1,31 1,17 0,09 0,15
Grupo 8 1 1,0 1,00 0,00 0,00

Total 70 1,98 1,23 0,14 0,23

na : nimero observado de alelos
ne: namero efetivo de alelos

h: indice de Nei (1987)

| : indice de Shannon (1972)

A diversidade genética (h ou indice de Nei) e o indice de Shanon (I) foram
estimados com h variando 0,0 a 0,16 e | de 0,0 a 0,26. O valor médio da
heterozigosidade total (Ht) foi de 0,14, valor considerado baixo (Tabela 11). Os valores
de (He) encontrados neste estudo podem ser considerados proximos, quando comparados
com trabalhos de GRATIVOL et al. (2011), que estudando gendtipos brasileiros de J.
curcas, registraram variacao de diversidade (He) de 0,0498 a 0,1699, enquanto KUMAR
et al. (2011) obtiveram uma diversidade genética de 0.083 a 0.172, com uma media de
0,22 em acessos da India.

A partir da estimativa de diversidade de Nei (1987) foi possivel calcular o
coeficiente de diferenciacdo genética (Gst), o qual descreve como a variagdo encontrada
é repartida entre os grupos. O valor médio de Gst para o conjunto dos loci analisados de
0,408 indica que aproximadamente 40,8 % da variacgdo total encontrada nos oito grupos
se deve a diferenciacdo entre eles. Sendo assim, 59,2% da variacdo reside dentro dos
grupos, como comprova o valor médio de diversidade genética dentro das populagdes
(Hs = 0,093). TANYA et al. (2010) avaliaram 6 grupos de Jatropha, sendo 3 de J.

curcas com acessos de México, China e Vientam, um grupo formado por J. integerrima,

49



outro por J. gossypifolia e um grupo de J. podagrica e um de Mamona (Ricinus
communis) usando ISSRs e verificaram qalta variacdo genética entre 0s  grupos
(Gst=0.807). No entanto, foi inferior (Gst=0,129) em outro estudo com acessos
internacionais (Malésia, Indonésia, Filipinas e India) usando o marcador ISSR
(BIABANI et al., 2013).

O fluxo génico é um termo coletivo que inclui todos os mecanismos que resultam
no movimento de alelos de uma populagdo para outra (SLATKIN, 1985). No presente
estudo, as estimativas de fluxo génico foram realizadas a partir da relagéo entre a
divergéncia genética entre as populacdes e a quantidade de migrantes, Nm. Estimativas
de fluxo génico nao sdo de facil interpretacdo. De acordo com WRIGHT (1951) valores
de Nm menores que 1 indicam isolamento genético. O fluxo génico estimado para o
conjunto das populagdes foi Nm= 0,723. De acordo com as estimativas obtidas, o fluxo
génico entre os grupos é considerado baixo, favorecendo a diferenciacéo dos grupos. Em
36 acessos da India, KUMAR et al. (2011), registraram um fluxo génico de Nm = 0,808
entre as populacdes

A matriz das similaridades genéticas (Tabela 12) e das distancias genéticas entre
oito grupos foi calculada segundo o método de NEI (1972). Os grupo 3 e 4 foram os que
apresentaram os maiores valores de similaridade genética (0,989) segundo o marcador
ISSR. J& os grupos 1 e 8 apresentaram os menores valores de identidade genética (0,781)

Tabela 12 - Matriz de Similaridade (acima da diagonal) e distancia genética (abaixo da
diagonal) de NEI (1972) obtida para oito grupos de acessos de Jatropha definidos
segundo origem geogréafica e utilizacdo em programa de melhoramento utilizando

marcadores ISSRs.

Grupo 1 2 3 4 5 6 7 8

1 *Exx0.8730 0.9062 0.8803 0.8769 0.8127 0.8642 0.7812
2 01359 **** 09651 0.9745 0.9409 0.9192 0.9474 0.8780
3 0.0985 0.0355 **** (9898 0.9757 0.9428 0.9803 0.8982
4 0.1275 0.0258 0.0103 **** (9738 0.9448 0.9778 0.8930
5 01313 0.0609 0.0246 0.0266 **** (0.9363 0.9694 0.8896
6
7
8

0.2074 0.0843 0.0589 0.0568 0.0658 **** (.9586 0.8844
0.1459 0.0540 0.0199 0.0224 0.0310 0.0422 **** 09131
0.2469 0.1301 0.1074 0.1132 0.1170 0.1229 0.0909  ****
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Para melhor compresséo da organizacdo da diversidade genética entre 0s grupos
foi construido um dendrograma utilizando o método UPGMA (Figura 8) a partir dos
valores de distancia genética de NEI (1972). A estrutura de agrupamento demonstra a
existéncia de dois clusters principais separando claramente o Grupo 1, representado
pelas espécies de Jatropha ndo cultivadas, dos demais grupos, formados por J. curcas.
Entre os acessos de J. curcas, o Grupo 8 destaca-se dos demais, sendo representado por
apenas um genotipo que é um hibrido entre J. crucas e J. intergérrima. Outro grupo que
também se destaca dos demais (Grupo 6) é formado por dois acessos chineses (L2P7-A e
L1P40-A)

[
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=7 4 +---1
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[
|
|
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Figura 8 - Dendrograma baseado no indice de Nei (1972) mostrando as relacdes
genéticas entre 0s oito grupos de Jatropha, utilizando UPGMA como algoritmo de

agrupamento a partir dos dados de ISSR

O dendograma revela que os grupos 3 e 4 sdo 0s mais proximos geneticamente,
agrupando-se em um mesmo cluster. Os acessos do Grupo 2, embora sendo materiais do
brasil ficaram separados em um grupo independente dos grupos 3 e 4. Os acessos do
México sdo geneticamente mais proximos dos acessos brasileiros do que dos acessos da
China.
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4.4 Analises da Diversidade e Estrutura genética de populacGes de Jatropha por
marcadores AFLPs.

O indice de diversidade genética de Nei (h) foi de 0,22. O alto indice de locos
polimorficos (14,9 a 87,2%) indica que ndo ocorreu ainda um grande isolamento entre
populagdes. As poucas diferencas existentes entre elas sdo provavelmente fruto de deriva
genética em cada populacéo (Tabela 13).

A heterozigosidade total (Hy) estimada foi mediana (0,22) quando comparada
com outros estudos em Jatropha, como valores de 0,35 encontrados por TANYA et al.
(2010). A distribuicdo da variabilidade genética entre populacGes foi caracterizada pela
divergéncia genética de Nei (1987).

Os resultados mostraram que 35,5% da variabilidade genética esta entre (Gst =
0,355) e 64,5% encontra-se dentro de grupos (Hs = 0,147), valores considerados comuns
em espécies arboreas (HARTL-CLARK, 1997). O coeficiente de diferenciacdo genética
observado em outras populacbes de J. curcas, baseado em EST-SSR, mostrou valor
inferior de Gst s (10.1861), segundo WEN et al.(2010).

Tabela 13 - Parametros genéticos populacionais obtidos em 59 acessos de Jatropha
curcas divididos em 8 grupos segundo origem geografica e utilizacdo em programa de

melhoramento genético a partir de 6 combinag6es primers-enzima AFLPs.

Parametros ing:i; gj 0 na ne h |
Grupo 1 2 1,22 1,15 0,09 0,13
Grupo 2 3 141 1,23 0,14 0,21
Grupo 3 12 1,7 1,28 0,18 0,29
Grupo 4 27 1,87 1,36 0,22 0,34
Grupo 5 4 14 1,22 0,13 0,2
Grupo 6 2 1,14 1,1 0,06 0,09
Grupo 7 7 1,71 1,36 0,22 0,34
Grupo 8 8 1,29 1,2 0,12 0,17

Total 59 1,99 1,35 0,22 0,35

na : namero observado de alelos
ne: nimero efetivo de alelos

h: indice de Nei (1987)

| : indice de Shannon (1972)
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A estimativa de fluxo génico entre os grupos de Jatropha foi baixa (0,90),
sugerindo que estd ocorrendo isolamento genético entre os grupos. Em populacdes de
Jatropha da China, TAYNA et al.(2010) mostraram uma estimativa de fluxo génico
entre populacdes de Nm=0,120.

Utilizando esta formula, se supde que se Nm <1, entdo as populacdes tendem a se
diferenciarem e se Nm > 1, as populagdes apresentam pouca diferenciacio entre elas e a
migracdo é mais significativa que a deriva genica, o que significa que a migracao de um
individuo por geracdo impede a diferenciacdo entre as populacGes, independentemente
do tamanho da populacdo (MOYANO et al, 2003 ).

As distancias genéticas de NEI (1972) (Tabela 14) foram pequenas entre as
populacdes estudadas. A maior identidade genética foi entre o grupo 3 e o grupo 4

(0,985), enquanto que a menor foi de 0,787 entre os grupos 1 e 6.

Tabela 14. Matriz de Similaridade (acima da diagonal) e distancia genética (abaixo da
diagonal) de NEI (1972), obtida mediante AFLP.

Grupo 1 2 3 4 5 6 7 8

1 *xk*0,8568 0,8700 0,8682 0,8017 0,7879 0,8644 0,8005
2 01545 **** (,9746 0,9692 0,8867 0,8806 0,9637 0,8866
3 01393 0,0257 **** (,9855 0,8996 0,9022 0,9799 0,9007
4  0,1413 0,0313 0,0146 **** (,9331 0,8966 0,9791 0,9289
5 02210 0,1202 0,1058 0,0692 **** (,8157 0,8936 0,8940
6
7
8

0,2384 0,1272 0,1030 0,1091 0,2038 **** 0,8895 0,8366
0,1458 0,0370 0,0203 0,0212 0,1125 0,1171 **** (,8970
0,2225 0,1204 0,1046 0,0738 0,1121 0,1785 0,1087 ****

A estruturagdo da variabilidade genética entre os grupos, visualizada obtida
através do marcador AFLP e pelo método UPGMA (Figura 9), foi congruente com o
dendrograma obtido com o marcador ISRR (Figura 18). O dendograma obtido pela
analise dos marcadores AFLPs mostrou que os grupos foram subdivididos em cinco
clusteres principais: um constituido pelo Grupo 1 (Jatrophas ndo cultivadas), outro com o
Grupo 6 (acessos da China), um terceiro e quarto representados pelo grupos 5 e 8

(acessos mexicanos e hibridos, respectivamente). Por fim, um quinto cluster reuniu
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acessos brasileiros (grupos 2, 3 e 4) e gendtipos derivados de retrocuzamentos (grupo 7).
Os grupos menos divergentes contém acessos brasileiros do nordeste e sudeste de Brasil,

respectivamente (grupos 2 e 3).

Figura 9 - Dendrograma baseado no indice de Nei (1972) mostrando as relacdes
genéticas entre 0s oito grupos de Jatropha, utilizando UPGMA como algoritmo de

agrupamento a partir dos dados de AFLP

Atualmente, J. curcas é uma cultura de grande potencial industrial e que se
encontra em estagio inicial de domesticacdo. O acesso a diversidade genética da espécie
disponivel na forma de cole¢Bes de germoplasma é ponto de partida para o sucesso do
seu melhoramento genético. Em nosso estudo, esta abordagem foi realizada com auxilio
de dois marcadores moleculares e ambos, ISSR e AFLPs, revelaram importante nivel de
diversidade genética entre 0s acessos. Esta diversidade mostrou-se estar relativamente
estruturada quando os acessos foram categorizados em grupos segundo a origem
geografica ou derivados de cruzamentos do programa de melhoramento genético. Os
resultados sdo inéditos e relevantes para a continuidade dos estudos com a espécie. No
entanto, os resultados gerados no presente trabalho devem ser usados em combinagéo
com informacdes fenotipica que permitam selecionar acessos e/ou populagdes mais
apropriadas a serem utilizados nos programas de melhoramento, seja para orientar a

selecdo de genotipos em futuros cruzamentos e ou a formagéo de uma colegdo nucleo.

54



4.5 Inducéo de calos

Experimento I: Avaliacdo da interacdo entre sais de meios basicos e tipo e
concentracdo de auxinas na inducdo de calos a partir de diferentes explantes de quatro
genotipos elites

Os resultados do presente experimento destacam a importancia de se considerar a
influéncia do tipo de explante, dos sais dos meios de cultivo e do suplemento de auxinas
na producédo de calos visando otimizar um processo de embriogénese somética indireta
para genotipos especificos de J. curcas..

Para muitas espécies e gendtipos, a inducdo de calos € uma etapa necessaria e
determinante na embriogénese influenciando de forma decisiva a obtencdo de embrides
somaticos e a posterior regeneracdo das plantas. Nossos resultados indicam que este é 0
caso dos genotipos de J. curcas ora estudados , sendo a embriogénese indireta a via mais
provavel para o sucesso na obtencdo de embrides somaticos.

Nesta fase preparatdria ocorre a ativacdo do metabolismo, que culmina com a
divisdo celular. Vérios sdo os fatores que afetam neste processo, como a fonte de
explante, composicdo do meio bésico, balanco hormonal estabelecido, além do gendtipo
da planta matriz (JIMENEZ, 2001). O tipo e concentracdo dos sais suplementadas no
meio podem influenciar o desenvolvimento e a proliferacdo de embrifes somaticos
(FISICHELLA et al., 2000). Segundo NUNES (2007), o adequado meio basico para
embriogénese somatica devem ser adaptados para cada espécie. Embora, o0 MS seja o
meio mais utilizado nesta etapa para a maioria das espécies, para J. curcas ainda nédo
existem estudos que comprovem o melhor meio bésico para a etapa de inducdo de calos
embriogénicos. e/ou indugéo direta de embrides somaticos

A anélise de variancia (ANOVA) revelou efeito significativo da interacdo dos
fatores gendtipos x sais dos meios de cultura x tipo e concentragcdes de auxinas X tipo de
explante para a variavel de nimero de explantes responsivos.

No teste de comparacdo de medias, observa-se que no gendtipo RC1F1, ao se
utilizar como explantes segmento de folhas jovens, todos os tratamentos foram
estatisticamente semelhantes. No entanto, quando se utilizou peciolo, o tratamento WPM
foi o melhor, resultando em um maior nimero de explantes responsivos. Para genotipo

F1, a maior média para explantes responsivos foi obtida utilizando explantes de folhas
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cultivada em meio WPM. Ja utilizando peciolos como explantes, os meios WPM e MS

apresentaram-se estatisticamente superiores aos demais (Figura 10).
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Figura 10 - Efeito do meio béasico dentro do tipo de explante na inducdo de calos.
Médias com letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Também pudemos verificar que o cultivo de segmentos de peciolos do RC1F1
resultou em maiores médias de explantes responsivos com formacédo de calos do que os
explantes de segmentos de folhas. Tais resultados sdo similares aos reportados por
LOPEZ et al. (2007), os quais relatam que a formacdo de calos em uma variedade
cubana de J. curcas foi muito alta (100%) em explantes de peciolos e baixa (36-50%) em
explantes foliares.

No caso dos genotipos Al e A4 de J. curcas, se observou diferencas estatisticas
para a variavel numero de explantes responsivos apenas quando se utilizou segmentos de
hipocotilos como explantes. Neste caso, os valores mais altos de explantes responsivos
foram obtidos quando cultivados no meio WPM, com médias de 4,5 para o genotipo Al
e 4,96 para 0 genotipo A4 e no meio MS, com médias de 4,64 para 0 Al e 4,57 para o
A4 (Figura 11). Os explantes de segmentos de folhas cotiledonares ndo apresentaram

diferencas significativas entre os meios de cultivo avaliados.
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Figura 11 — Efeito do meio bésico dentro do tipo de explante para a variavel de nimero
de explantes responsivos. Médias com letras distintas diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Nossos resultados podem ser considerados inéditos, pois ndo ha relatos na
literatura de avaliacdo do efeito de diferentes meios de cultura basicos na indugdo de
calos em pinhdo manso. Alguns autores tém considerarado o meio MS satisfatorio e
adequado para obtencdo de calos embriogénicos a partir de varios explantes: segmentos
de folhas de J. curcas (SIANG et al.,2012, SOLIS-RAMOS et al., 2012, SOOMRO et
al., 2007 e JHA et al., 2007), explantes cotiledonares (SAXENA et al., 2011; SIANG et
al., 2012) e segmentos de hipocétilo (SOOMRO et al., 2007; SOLIS-RAMOS et al.,
2012). Entretanto, nenhum dos autores mencionados testaram outros meios basicos para
efeito de comparacdo na eficiéncia de obtencdo de calos em diferentes genotipos de J.
curcas. O meio MS tem surtido efeito também em outras espécies tais como algodéo
para a inducdo de calos e regeneracdo de plantas em cultivares indianos (TRIPATHY &
REDDY, 2002) e formacdo de calos usando embrides imaturos em milho (Zea mays L.)
(RAKSHIT et al., 2010). Segundo os autores, a formulacdo de sais do meio basico pode
influenciar a qualidade dos calos com relacdo a capacidade de regeneracdo de plantas.
Apesar dos esfor¢os focados na comparacao do potencial embriogénico ou organogénico
de calos produzidos em diferentes meios de cultura a partir de diferentes explantes, néo
existe um padrdo geral de resposta para todas as espécies vegetais. Por exemplo,
avaliando meios nutritivos diferente em culturas de calos a partir de segmentos de folhas

de Morus indica L. SAHOO et al., (1997) verificou-se que 0 meio de cultura MS néo
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produziu calogénese. No entanto, em estudos com folhas adultas de Paulownia elongata
S. se obtiveram maior proporg¢do de calos com resposta morfogénica no meio MS do que
no meio WPM (CASTELLANOS et al., 2006).

E conhecido que diferentes espécies e mesmo diferentes gendtipos de uma
mesma espécie respondem diferentemente as condi¢cdes ambientais de cultivo e a
composicao nutricional e de fitorreguladores do meio de cultura. Segundo EVANS et al.
(2003), as concentragdes dos reguladores de crescimento estabelecidas para uma espécie
no que se refere a inducdo de calos, ndo produzirdo o mesmo efeito em outra espécie
vegetal ou mesmo em outro tecido da mesma planta, uma vez que os tecidos possuem
diferentes concentracbes de horménios enddgenas que se somam aos efeitos da
suplementacéo de fitorreguladores.

Os resultados da analise de variancia para interacdo de auxinas (2,4 D e Dicamba)
dentro do tipo de explante indicaram diferengas estatisticamente significativas entre os
tratamentos para a variavel nimero de explantes responsivos, a um nivel de significancia
P =0,05 (5%).

Tanto no gendtipo RC1F1 como no F1, pelo teste de Tukey ao nivel de
significancia 5%, identificam-se grupos estatisticamente diferentes. Quando foram
utilizados segmentos foliares como explantes, a adicdo de 1,1 mg.L™" de 2,4-D ao meio
de cultura se diferenciou estatisticamente dos demais tratamentos apresentando resposta
superior com relacdo ao numero de explantes responsivos. Ja quando a fonte de
explantes foram peciolos, ndo foram observadas diferencas estatisticas entre 0s
tratamentos, muito embora todas as concentracdes de ambas as auxinas utilizadas tenham
superado o efeito do tratamento controle (livre de reguladores de crescimento) para a
inducdo de calos, como mostra a figura 12. Observa-se ainda que, independentemente do
gendtipo e mediante a suplementacdo de qualquer concentracdo de ambas as auxinas
(mesmo as mais baixas), foi possivel a indugdo de calos tanto a partir de segmentos de
folhas como de peciolos. Resultados semelhantes foram obtidos por SOOMRO et al.
(2007), os quais obtiveram calos a partir de explantes de folhas de J, curcas usando
concentracdes muito mais baixas de 2,4-D (0,5 mg.L™). J4 SOLIS-RAMOS et al. (2013)
obtiveram 100% de inducdo de calos em meio suplementado com a auxina IBA (0,5 a 2
mg.L?) em combinacdo com a citocinina BAP (05 a 2,5 mg.L™)..Os autores
mencionados acima também observaram a necessidade da suplementacdo do meio com

reguladores de crescimento, principalmente da classe das auxinas, para o
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estabelecimento de calos, ndo havendo formacéo de calos nos tratamentos controles (sem
fitorreguladores).

O genotipo A4 ndo apresentou diferencas estatisticas entre as concentragdes das
auxinas 2,4 D e Dicamba para nenhum dos tipos de explante avaliados (cotilédone e
hipoc6tilo), embora as maiores médias para nimero de explantes responsivos (3,81 e
4,97 para cotilédone e hipocétilo, respectivamente) tenham sido obtidas no tratamento
contendo 3,0 mg.L™ de Dicamba.

Ja para o gendtipo Al, o maior nimero de explantes responsivos foi encontrado
nas concentragdes de 3 mg.L™” da auxina Dicamba, em ambos tipos de explantes.
Semelhante aos resultados encontrados para os hibridos interespecificos (RC1F1 e F1),
também para os gendtipos Al e A4 de J. curcas verificou-se o tratamento controle (sem
adicdo de fitorreguladores exdgenos) foi inferior ao resto dos tratamentos. No entanto,
embora inferior, houve a formacdo de calos em ambos os explantes (cotilédones e
hipocdtilos). Isso poderia indicar que o balango endégeno de horménios encontrados
naturalmente nestes explantes foi suficiente para a inducdo de calogénese, o que néo se
evidencia nos explantes foliares e peciolares dos hibridos estudados (Figura 12).

SIANG et al. (2012) obtiveram resultados semelhantes quando testaram
diferentes hormonios entre eles 2,4-D e Dicamba. Indicaram o Dicamba como 0 mais
efetivo na inducdo de calos a partir de cotilédones. SOLIS- RAMOS et al. (2013),
utilizando o mesmo tipo de explante (cotiledonares), obtiveram 100% de explantes
responsivos & formacdo de calos quando usaram 2,4 D em concentracdes de 0,5 a 2,5
mg.L™". J& SOOMRO et al. (2007) verificaram a mesma eficiéncia (100%) quando
utilizaram explantes de hipocétilo cultivados na presenca de 0,5 mg.L™ de 2,4-D.

Para ambos 0s tipos de explante testados no gendtipo Al, observa-se que quanto
maior a concentracdo das auxinas (2,4 D e Dicamba) no meio de cultura, maior a
formacdo de calos embriogénicos (Figura 12). O contrario pode ser observado por
SIANG et al, (2012), os quais evidenciaram que com 0 aumento das concentragdes de
Dicamba e baixas concentracfes de 2,4-D, havia a diminuic¢do da formacao de calos. Os
autores obtiveram os melhores resultados quando utilizaram ambas as auxinas em
concentracdo de 0,8 mg.L™. Além disso, os autores concluiram que nenhum calo foi
induzido no médio contendo ANA e AlA, o que norteou a nossa escolha neste trabalho
com relagdo ao tipo de auxina a utilizar no experimento de inducdo de calos
potencialmente embriogénicos em J. curcas. Ademais, a importancia da presenca da

auxina 2,4 D na inducdo da embriogénese somatica tem sido intensamente estudada e
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descrita na literatura (ALMEIDA et al. 2008; DUDITS et al., 1995,). Segundo DUDITS
et al. (1995), esta auxina usada em altas concentragdes leva as células dos explantes a
uma condicdo de estresse que altera seu metabolismo e resulta na formacdo de calos

embriogénicos, para grande parte das espécies.
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Figura 12 - Efeito de tipos de explantes e concentracdes de auxinas (2,4-D e Dicamba)
na resposta dos explantes a inducdo de calos nos genotipos RC1F1, F1, Al e A4. Médias

com letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A oxidacdo de diferentes componentes celulares, tal como os compostos
fenolicos € um processo que promove 0 escurecimento dos tecidos com liberagdo de
radicais livres, evoluindo as vezes para danos irreversiveis e até morte celular. Tal
processo € normalmente prejudicial para o desenvolvimento dos explantes in vitro. No

entanto, alguns autores tém associado efeitos positivos da oxidacdo no processo de
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embriogénese soméatica (AZOFEIFA et al., 2009). Na embriogénese somética de Coffea,
por exemplo, verifica-se que, em geral, a formagdo de embrides ocorre apds o inicio da
oxidacdo dos calos (ALMEIDA et al., (2008). A coloracdo escura em calos de Coffea
estd associada ao metabolismo de fenois, que é caracteristico dessa espécie, e que se
encontra em concentracdo elevada (MONACO et al., 1977). No caso de J. curcas, ainda
n&o existem estudos sobre o efeito da oxidacdo na morfogéneses in vitro.

As avaliacOes referentes a porcentagem de explantes oxidados nos meios de
cultura foram realizadas apdés 60 dias de inoculacdo nos diferentes tratamentos do
experimento |. Na maioria dos tratamentos avaliados, os explantes dos quatro gendtipos
apresentaram oxidacdo dos explantes. Essa oxidagdo se iniciou na abaxial do explante,
em contato com o meio de cultura e, em alguns casos, continuou até a necrose completa
dos explantes.

A tabela 15 mostra diferenca estatistica entre os meios basicos nos genétipos dos
hibridos interespecificos avaliados quando se utilizou segmentos foliares como
explantes. Observa-se que 0 meio DKW apresentou menor numero de explantes foliares
oxidados tanto no genétipo RC1F1 (0,71) como no genotipo F1 (0,21). Quando se
utilizou peciolos ndo houve diferenca estatistica entres 0s meios testados para nenhum
dos genotipos.

J& para o gendtipo de J. curcas Al, nota-se diferencas estatisticas entre 0s meios
basicos apenas para os explantes de hipocétilo, sendo que a maior oxidacdo foi
observada no meio MS. J& o gen6tipo A4 apresentou diferencas entre 0os meios avaliados
para os dois explantes avaliados (cotilédones e hipocétilos), sendo que a maior oxidacao
foi observada nos meios NN e MS para cotilédone e hipocétilo, respetivamente (Tabela
15).

Segundo AZOFEIA et al. (2007), a oxidacdo geralmente € maior em meios com
altos niveis de sais minerais. UTINO et al., (2001) relatam que certos micronutrientes do
meio de cultura como o ferro, cobre e zinco, em determinadas concentracfes, podem
ocasionar o processo de oxidacdo. No meio MS as concentragdes desses micronutrientes
é elevada, se comparada com outros meios de cultura, como o WPM, DKW e NN
(NUNES et al., 2002). Nossos resultados mostram que o meio MS foi 0 que promoveu
maior oxidacdo em todos 0s gendtipos e explantes avaliados, com excecéo do cotilédone
no genotipo A4.

Os dois tipos de explantes provenientes dos gendtipos Al e A4 apresentaram

médias mais baixas de oxida¢do na maioria dos meios em comparagdo com os explantes
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dos gendtipos RC1F1 e F1. A resposta diferencial entre os gendtipos pode ser atribuida
ao controle genético especifico para cada espécie e genotipo. Sabe-se que em arroz, um
unico gene regula o processo de oxidacdo dos explantes (ZHONG et al., 2007), entanto
que em Arabidopsis sdo estimados cerca de 152 genes no controle do nivel de
sustancias reativas ao oxigénio (MITTLER et al., 2004). O tipo de explante utilizado
também tem alta influéncia no processo de oxidacdo fendlica. TEIXEIRA (2005).
Segundo os autores, explantes jovens (como cotilédones, hipocotilos e epicdtilos), em
geral oxidam menos que os mais velhos (tecidos adultos).

Tabela 15 - Efeito do meio basico na oxidacdo explantes de quatro genotipos de J.

curcas.
RC1F1 F1 Al Ad
MEIO
FOLHA PECIOLO FOLHA PECIOLO  COTILEDONE HIPOCOTILO COTILEDONE HIPOCOTILO

WPM 321a 0,57 a 2,32a 0,50a 0,36a 0,21b 0,28 ab 0,71b

NN 2,54 a 0,79 a 1,00 b 0,39 a 0,61 a 0,29b 0,82 a 0,71b

MS 271a 1,32a 2,61la 1,25a 0,50 a 1,54 a 0,03b 1,14 a
DKW 0,71b 0,57 a 0,21c 0,64 a 0,25 a 0,54 Db 0,7b 0,96 ab

Médias com letras distintas nas colunas diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade,

Adicionalmente, os reguladores de crescimento adicionados ao meio também
exercem influéncia sobre a producdo de fenois. Entretanto, o efeito e a relacdo dos
fitorreguladores com o processo de oxidacdo dos explantes ainda é inconsistente e
influenciada pelas diferengas genéticas entre os genotipos estudados (VAN STADEN et
al., 2006).

A Tabela 16 mostra as analises referentes a interagdo da concentracdo de auxinas
(2,4 D e Dicamba) e o tipo de explante para o nivel de oxidacdo dos explantes. Observa-
se diferencas estatisticas apenas para o explantes foliares do genétipo RC1F1 e
segmentos de hipocotilo para o gendtipo A4. Segmentos foliares de RC1F1 apresentaram
altos niveis de oxidacdo (3,5) mesmo quando cultivados em meio de cultura sem adigéo
de auxinas. A maior oxidacdo para o A4 ocorreu nos explantes de hipocotilo, utilizando-
se 1,6 mgL' de 24-D no meio. Verificou-se que os explantes foliares,
independentemente da concentragdo de fitorreguladores, foram o0s que apresentaram

maior oxidacao.
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Segundo AZOFEIFA (2007) as auxinas sdo o grupo de reguladores de
crescimento mais relacionados com a oxidacdo dos explantes na cultura de tecidos,
principalmente o 2,4-D. BAKER & WETZSTEIN (1994) cultivaram in vitro cotiledones
de Arachis hypogaea em niveis crescentes da auxina acido naftalen-acético (ANA) e 2,4-
D. Estes autores encontraram que conforme aumentaram os niveis de auxinas no meio
houve maior frequéncia de oxidagdo dos explantes, especialmente quando utilizaram o
2,4-D.

Tabela 16 - Efeito do meio béasico na oxidacdo explantes de quatro genotipos de J.

curcas,

RC1F1 F1 Al A4

FOLHA PECIOLO FOLHA PECIOLO COTILEDONE HIPOCOTILO COTILEDONE HIPOCOTILO
HORMONIO CONCENTRAGAO

Sim Hormonio 35a 05a 218a 0312a 03la 043a 0,06 a 1,37 ab

0,3 mg,|_'l 318a 037a 156a 0/75a 025a 037a 043a 043c

2,4-D 1,1 mg.L? 262ab 137a 175a 112a 087a 093a 0,56 a 175a
1,6 mg.L? 268ab 062a 18l1a 093a 0,68 a 0,75a 0,25a 0,87 abc

0,8 mg.|_’l 162b 106a 125a 056a 043a 05a 043a 0,50 hc
Dicamba 15 mg.|_'l 125bc 08la 112a 062a 0,18 a 0,68 a 0,18a 0,87 abc
3,0 mg'|_’l 118c 093a 106a 056a 025a 08la 018a 0,93 abc

Médias com letras distintas nas colunas diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

4.6 Tipos de calos obtidos

A avaliacdo dos calos obtidos apds 60 dias da inoculacdo nos diferentes
tratamentos revelou a formacdo de diversos tipos de calos (Figura 13) classificados
quanto as suas caracteristicas (1-consiténcia: compacto/friavel; 2- coloracdo: verde,
branco, bege/amarelado; 3- textura: arenosa, cremosa, aquosa).

Calos embriogénicos sdo massas ou agregados celulares que sdo capazes de
induzir a formagdo de embrides somaticos. Ja os calos organogénicos, sdo aptos a formar
gemas adventicias e brotos. O tipo de calo obtido depende altamente do genétipo, do tipo
e idade do explante, do meio de cultivo, do tipo e concentracdo de reguladores de
crescimento, das condi¢Ges ambientais e microambientais de cultivo.

Os aspectos morfologicos e histologicos podem dar uma indicacédo do tipo de calo
obtido. Segundo APPEZZATO-DA-GLORIA et al. (2003), calos embriogénicos s&o

compostos em sua maioria por células meristeméticas, arredondadas, com dimenséo
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relativamente pequena e com citoplasma denso. J& os aspectos morfologicos externos
variam de espécie para espécie (ou mesmo de gendétipo para genotipo, dentro de uma
mesma espécie), podendo apresentar-se compacto ou friavel; cremoso, arenoso/granular
ou aquoso, coloracdo verde, amarelo, branco, translicido. Em café, por exemplo, os
calos embriogénicos se apresentam friaveis e coloracdo castanho-escuro.

Para J. curcas, os calos embriogénicos descritos na restrita literatura recente, se

apresentaram friaveis, cremosos, de cor amarela pélida e capaz de ser multiplicado por

subcultura, a intervalos de um més e posteriormente formarem estruturas globulares
correspondentes a embrides somaticos (SIANG et al. 2012; JHA et al., 2007) (Figura
13).

Figura 13 - Calos embriogénicos obtidos por a) SIANG et al. 2012, e b) JHA, et al
2007)

Ja MOREIRA et al (2013), obtiveram uma grande diversidade de tipos de calos
com relacdo a cor, consisténcia, textura quando os explantes (embrides zigoticos
imaturos de hibridos interespecificos J. curcas/J. podagrica) foram cultivados em meio
DKW. Os calos que induziram a produgdo de embrides sométicos eram de dois tipos: (a)
friaveis, de cor bege/amarelada e (b) friaveis, translicidos e brilhantes. Apds 90 dias de
incubacdo em meio DKW no escuro, foi possivel discernir unidades globulares de
tecidos de calos branco cremoso sobre a superficie de ambos os tipos de calos
embriogénicos. Tais calos ainda estdo sendo multiplicados e subcultivados no laboratério
de cultura de tecidos do IAC e dao origem a embrides somaticos que sdo convertidos em
hibridos raros. Ja segundo FRANCO (2013) os calos compactos e verdes sdo, em geral,
organogeénicos.
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Por comparacdo das caracteristicas morfologicas dos calos embriogénicos
(MOREIRA et al. 2013) e organogénico (FRANCO et al. 2010) obtidos pela nossa
equipe do IAC, nos avaliamos a influéncia do genotipo, meios de cultura e tipo de

explante na inducéo de calos potencialmente embriogénicos (Figura 14).

Figura 14 - Tipos de calos obtidos nos experimentos | e Il, a) calos de consisténcia
compacta, textura granular, e coloracdo verde; b) Calo friavel, aquoso, verde; c) Calo
compacto, granular, branco; d) Calo misto: friavel e coloracdo bege e friavel translicido
e) Calos friaveis translucidos e f) Calo friavel de cor bege-amarelo com algumas

estruturas de tecidos de calo branco cremoso (seta). Barra de escala = 5mm
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Para o gendtipo RC1F1 os meios WPM e NN foram os mais eficientes para a
inducdo de calos potencialmente embriogénicos a partir de explantes foliares. Quando se
utilizou peciolos do mesmo gendtipo, o WPM e DKW foram superiores. Ja para o
gendtipo F1 usando como explantes segmentos foliares, os melhores meios foram o NN
e 0 MS. O DKW foi superior no caso de explantes de peciolos (Figura 15).

De modo geral, as maiores médias para inducdo de calos potencialmente
embriogénicos ocorreu com o cultivo de hipocotilo e as menores médias, quando se usou
folhas.

Na inducdo de calos de aspecto embriogénico o meio DKW foi igualmente
eficiente nos explantes de cotilédone, em ambos 0s genétipos Al e A4. No entanto, para
hipocétilo o0 meio MS foi o mais eficiente. J& para o gendtipo Al, o meio inferior para
inducdo de calo embriogénico tanto utilizando folha como peciolo, foi o WPM (Figura
15).

Na literatura podemos constatar que o meio MS é o Unico que tem sido utilizado
para a inducdo de calos embriogénicos em J. curcas, provenientes de diferentes
explantes como folha (JHA et al., 2007; SOLIS-RAMOS et al., 2013; SOOMRO &
MEMON, 2007), cotilédone (SAXENA et al., 2011; SIANG, et al., 2012) hipocétilo
(SOLIS-RAMOS et al., 2013).

Sabe-se que a producdo de calos e suas propriedades embriogénicas variam
também em funcdo da composicdo de sais no meio de cultura. A interacdo do meio
basico e 0 gendtipo também é bem evidente. Por exemplo, avaliando meios nutritivos
diferente em culturas de calos a partir de segmentos de folhas de Morus indica L.
SAHOO et al., (1997) verificou-se que o meio de cultura MS néo produz calogénese. No
entanto, em estudos com folhas adultas de Paulownia elongata S. se obtiveram maior
proporcdo de calo com resposta morfogénica no meio MS do que no meio WPM
(CASTELLANOS et al.,, 2006). Para J. curcas, nenhum estudo foi realizado
comparando-se o efeito dos sais do meio de cultura basico na calogénese, sendo o

presente estudo o pioneiro.
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Figura 15 - Efeito do meio basico dentro do tipo de explante para variavel de calos
embriogénicos. Médias com letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade

Além do meio béasico e gendtipo, outras variaveis influenciam no potencial
embrionario ou organogénico de calos produzidos, tais como tipo e concentracdo de
fitorreguladores, suplementacdo de outros aditivos organicos, condigdes de cultivo (luz e
temperatura).

Para 0 analise de variancia da interacdo dos fitorreguladores (2,4 D e Dicamba) e
tipo de explante, os quatro gendtipos mostraram diferencas significativas. Em todos os
gendtipos e os tipos de explante avaliados, os tratamentos livres de fitorreguladores no
meio foram estatisticamente inferiores aos demais tratamentos. No entanto, verificou-se
que até mesmo sem adicdo de fitorreguladores, todos os gendtipos estudados (menos o
RC1F1) foram capazes de induzir a formacdo de calos com aspecto embriogénico nos

quatro tipos de explantes.
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Para o RC1F1 os valores mais altos para inducdo de calos embriogénicos
correspondem, aos tratamentos com 1,1 mg.L*de 2,4-D e 3 mg.L" de Dicamba em
explantes de folha e tratamentos com 1,1 e 1,6 mg.L ™ de 2,4-D e 1,5 mg.L™* de Dicamba
em peciolo. Ao avaliar esta mesma variavel no genétipo F1, ambos os explantes (folhas e
peciolos) foi verificado que a utilizacdo de 2,4-D com 1,1 e 1,6 mg.L e 3 mg.L™ de
Dicamba apresentaram os melhores resultados (Figura 16).

Nossos resultados séo similares aos encontrados por outros autores, 0s quais
relataram a inducdo de calos embriogénicos em J. curcas com a utilizacdo de 2,4-D em
diferentes concentra¢fes (SOOMRO & MEMON, 2007), (SOLIS-RAMOS et al., 2013).
Apenas, JHA et al., (2007) obtiveram calos embriogénicos e embriGes somaticos a partir
de explantes foliares utilizando unicamente cinetina no meio de cultura, em concentracédo
de 2,0 mg.L™.

SOLIS-RAMOS et al. (2013), utilizando hipocétilo de J. curcas como explantes,
mencionaram a formacdo de calogénese em todos os tratamentos que incluiam 2,4-D,
embora somente na presenca de 1,5 mg.L™” de 2,4-D, os calos obtidos apresentaram
caracteristicas de calos embriogénicos.

Nos genétipos de J. curcas (Al e A2), o Dicamba em concentracéo de 1,5 mg.L™
foi estatisticamente superior aos demais tratamentos na inducéo de calos embriogénicos
a partir de folhas cotiledonares. Entretanto, quando se utilizou explantes de hipocétilo, o
gendtipo A1 mostrou melhor resposta para inducdo de calos embriogénicos em meio
com altas concentracdes de 2,4-D (1,1 e 1,6 mg.L™) e Dicamba (1,5 e 3 mg.LY) e o
gendtipo A4 mostrou melhor resposta no tratamento com 1,6 mg.L™ de 2,4-D (Figura
16).

SIANG et al, (2012) utilizando explantes foliares, verificaram que embora a
utilizacdo de 2,4-D também tenha promovido a formacdo de calos embriogénicos, o
Dicamba na concentragdo de 0,8 mg.L™ se mostrou superior na indugéo de calogénese e
todos os calos obtidos nessa concentra¢do eram embriogénicos. Ja SOLIS-RAMOS et al.
(2013) obtiveram calos verde-amarelos, com textura fridvel quando explantes de
hipocétilo foram cultivados em meio com 1,5 mg.L™ de 2,4-D.

Comparando-se as mesmas concentracfes e 0s mesmos reguladores de
crescimento dentro de cada genotipo, pdde-se observar que o tipo de explante utilizado
influencia na inducdo de calos embriogénicos. Nota-se que quando cultivados explantes
de peciolo e hipocotilo, as médias para indugdo de calos embriogénicos foram maiores
gue as médias dos explantes de folha e cotilédone (Figura 15). Estes resultados condizem
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como os resultados obtidos por SOOMRO & MEMON (2007), os quais reportaram
100% de inducéo de calos fridveis a partir de hipocétilo de J. curcas e calos ndo fridveis
quando utilizaram tecido foliar como explante. Os autores comentam que tecidos mais
jovens (hipocotilos, cotilédones, epicétilos) tendem a ser mais responsivos do que
tecidos adultos (folhas e peciolos), pois normalmente apresentam maior quantidade de
células meristematicas. No entanto, nds conseguimos melhores respostas tanto em tecido

adulto (peciolos) quanto em tecidos jovens (hipocétilos) dependendo do genotipo

utilizado.
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Figura 16 - Efeito de 2,4-D e Dicamba dentro do tipo de explante para variavel de calos
embriogénicos. Médias com letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.
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4.7 Desenvolvimento dos calos (tamanho: comprimento e largura):

Para a avaliacdo do desenvolvimento dos calos, optou-se por utilizar 0 método
indireto de dimensionamento do seu comprimento e da sua largura, por ser este um
método ndo destrutivo, ao contrario da avaliacdo por peso fresco e seco (método
destrutivo).

A andlise de variancia da variavel comprimento do calo mostrou um efeito
significativo na interacdo entre o tipo de explante e 0 meio de cultura para os quatro
gendtipos.

Observando-se as tabelas 10, 11, 12 e 13, podemos verificar que os explantes de
peciolos (nos gendtipos RC1F1 e F1) e hipocétilos (nos gendtipos Al e A4) foram os
que resultaram em um maior desenvolvimento dos calos, tanto em comprimento quanto
em largura.

Os sais do meio de cultura influenciaram o desenvolvimento dos calos em todos
0s gendtipos estudados. Nos gendtipos hibridos (RC1F1 e F1), os explantes de peciolos
responderam melhor do que explantes foliares em todos os meios basicos (WPM, NN,
MS, DKW). Ja nos gendtipos de J. curcas (Al e A4), os explantes de hipocotilo foram
0s que melhor responderam a este parametro (desenvolvimento de calos) do que
explantes de folhas cotiledonares.

Para o gendtipo RC1F1, utilizando como explante segmentos de peciolos, 0 meio
de cultura que proporcionou maior comprimento médio (1,29 cm) e largura (0,70 cm) foi
no WPM, porém ndo diferindo estatisticamente dos demais meios. Ja para o F1, também
foi observado maior comprimento e largura dos calos nos explantes de peciolos, sendo 0s
melhores meios 0 MS e WPM (Tabela 17).

Explantes foliares tiveram um pior desempenho (quanto ao desenvolvimento de
calos) quando foram cultivados em meio DKW, em ambos os gendtipos. Nota-se que
houve diferenga estatistica entre o meio WPM e o0s demais apenas para a variavel
comprimento do calo (Tabela 17). A largura dos calos ndo apresentou diferencas entre os

meios de cultura.
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Tabela 17 - Efeito de quatro meios de cultura basico dentro do tipo de explante, para as
variaveis de comprimento e largura de calos nos genotipos RC1F1 e F1 de J. curcas.

RCIFL Fl
FOLHA PECIOLO FOLHA PECIOLO

COMPRIMENTO  LARGURA  COMPRIMENTO LAGURA ~ COMPRIMENTO LARGURA  COMPRIMENTO LAGURADO

MEIO DOCALO  DOCALO DOCALO  DOCALO DOCALO  DOCALO DO CALO CALO
WPM 066a 045a 129a 0,79ab 048a 0,35 1,04b 069b
NN 059a 041a 099b 066b 04lab 029ab 088h 061b
MS 069a 053a 115ah 0,78ab 047a 0322 127a 085a
DKW 024b 018a 123ah 087a 019h 015h 104a 0,73ah

Médias com letras distintas nas colunas diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Para explantes de hipocétilo do gendtipo Al, o DKW foi 0 melhor meio para o
comprimento (1,26 cm) e largura (0,86 cm), embora ndo tenha havido diferencas
estatisticas com relacdo aos demais meios. Para explantes de segmentos de folhas
cotiledonares do mesmo gendtipo, as melhores médias para comprimento (0,76 cm) e
largura (0,59 cm) também foram obtidas no meio DKW, embora sem diferencas
estatisticas significativas. Ja para o genotipo A4, o meio MS se mostrou superior ao
DKW tanto no comprimento quanto na largura de calos provenientes de explantes
cotiledonares, porém também ndo houve diferencas significativas entre os meios. Ja para
explantes de hipocétilos do mesmo genéotipo, os meios WPM e MS foram

estatisticamente superiores aos demais com relacdo ao comprimento do calo (Tabela 18).

Tabela 18 - Efeito de quatro meios de cultura basico dentro do tipo de explante, para as

variaveis de comprimento e largura de calos nos genotipos Al e A4 de J. curcas.

Al A
COTILEDONE HIPOCOTILO COTILEDONE HIPOCOTILO

MEIO COMPRIMENTO  LARGURA  COMPRIMENTO LAGURA  COMPRIMENTO LARGURA  COMPRIMENTO LAGURADO
DOCALO  DOCALO DOCALO  DOCALO DOCALO  DOCALO DOCALO CALO
WPM 0574 04lc 1208 0754 0514 039a 1353 086 ab
NN 0,66 ab 043 be 106D 0764 064 ab 0434 108 079ab
MS 072 b 0550 133a 0874 069a 0514 134a 091a
DKW 0764 0594 126a 0864 064ab 0434 112b 074b

Médias com letras distintas nas colunas diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Os contrastes de médias para as variaveis de comprimento e largura dos calos, no
desdobramento do fator tipo e concentracdo de auxinas dentro do tipo de explante,
apresentaram diferencas significativas tanto no genétipo RC1F1 como no F1. Mais uma
vez € possivel notar superioridade no desenvolvimento de calos provenientes de
explantes de peciolos quando comparado a segmentos foliares, independentemente do
genotipo e do tipo e concentracdo de auxinas usadas.

No gendtipo RC1F1, calos provenientes de explantes foliares tiveram melhor
resposta quanto ao comprimento e largura na concentracdo de 3 mg.L™ de Dicamba.
Embora este tratamento se diferencie estatisticamente apenas da testemunha (sem
fitorreguladores) e do tratamento com 0,3 mg.L™" de 2,4 D (Tabela 19). Na mesma
tabela, nota-se que para explantes de peciolos, houve diferenca significativa apenas entre
o0 controle (sem adicdo de hormdnios) e os demais tratamentos.

Explantes de folhas do gendétipo F1, com adigdo das concentragcGes mais elevadas
de 2,4-D (1,1 e 1,6 mg.L™) e de Dicamba (1,5 e 3 mg.L™), mostram-se mais eficientes no
tamanho do calo, tanto para o comprimento como para a largura. J& explantes de peciolo
do mesmo genotipo, embora ndo diferindo entre si, todas as doses de 2,4-D e Dicamba
foram superiores no comprimento e largura quando comparados ao controle (sem

fitorreguladores) (Tabela 19).

Tabela 19 - Efeito dos horménios 2,4-D e Dicamba dentro do tipo de explante, para as

variaveis de comprimento e largura de calos, nos genétipos RC1F1 e F1 de J. curcas.

RCIFL Fl
FOLHA PECIOLO FOLHA PECIOLO
MEIO COMPRIMENTO LARGURA  COMPRIMENTO LAGURA  COMPRIMENTO LARGURA  COMPRIMENTO LAGURADO
DOCALO  DOCALO  DOCALO  DOCALO DOCALO  DOCALO  DOCALO CALO
Sin hormbnios 015¢ 01lc 033b 022¢ 0c Oc 032b 02h
03 mg.L'l 0,28 he 0.19hc 1,182 078ab 037ab 025ab 1122 080a
24D 11 mg.L'1 0,63 ab 0464 1,344 099a 0642 049a 120a 089a

16mgL 060ab  042ab 1322 089ab 0584 039a 120a 0,764
08myL 0,63 ab 0474 112a 069D 006bc 0,05k 101a 0,692
Dicamba 1,5 mg L 0,68 b 0484 13%a  097a 0444 033a 132a 0884
30mgL? 085a 0,61a 151a  090ab 0,62a 043a 1222 082a

Médias com letras distintas nas colunas diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Embora as médias superiores para comprimento e largura de calos dos explantes
de cotilédone, dos genotipos Al e A4 tenham sido aquelas com adi¢do de auxinas, estas
ndo diferiram estatisticamente entre si (Tabela 20).

Nossos resultados mostram que o uso de auxinas € essencial para o
desenvolvimento dos calos, j& que no tratamento controle houve pouco ou nenhum
desenvolvimento de calos provenientes dos quatro tipos de explantes. No entanto, para
0s genotipos estudados, foi possivel obter um desenvolvimento similar usando 2,4 D (a
partir de 0,3 mg.L™ ) ou Dicamba (ambas as concentracdes testadas), na maioria dos
explantes. Portanto, por uma questdo de economia de custos recomenda-se a utilizacdo
de 0,3 mg.L* de 2,4 D.

ESPINOZA et al. (2012) relataram o aumento no desenvolvimento de calos de
Morus alba, com incremento das concentragbes de 2,4-D (1 e 2 mg.L-* ) tanto em
explantes de folhas como de peciolos. Ja para os explantes de segmentos de caule,
utilizando as mesmas concentracdes de 2,4-D o desenvolvimento do calo foi menor
mesmo quando os autores utilizaram as mesmas concentracGes de 2,4-D. Resultados
similares foram encontrados por GARCIA et al. (2006), os quais relataram que os calos
provenientes de explantes cotiledonares de feijdo apresentaram maior crescimento na
medida em que se incrementavam as concentrac@es de 2,4-D no meio de cultura. Porém ,
quando utilizaram AIA no meio, os calos apresentaram uma diminui¢do no tamanho em

relacdo aos obtido com 2,4-D.

Tabela 20 - Efeito dos horménios 2,4-D e Dicamba dentro do tipo de explante, para as
variaveis de comprimento e largura de calos nos gen6tipos Al e A4 de J. curcas.

Al A

COTILEDONE HIPOCOTILO COTILEDONE HIPOCOTILO

MEIO COMPRIMENTO  LARGURA  COMPRIMENTO LAGURA  COMPRIMENTO LARGURA  COMPRIMENTO LAGURADO
DOCALO  DOCALO DOCALO  DOCALO DOCALO  DOCALO DOCALO CALO

Sinhormdnios 018D 013b 028d  0l7¢ 015b 01b 027¢ 018d
03mgL? 062a 0494 116¢ 077D 064 0474 128ah  082bc

24D 11 mL-1 084a 059a 144ab 1,03a 062a 044a 1,14h 08¢
1,6myL” 079a  054a 152a  0%ah 07a  049a 15la 10ab
08mgL? 0%a  054a  127bc  085a 089a  05a 1458 094ahc

Dicamba 1 5mgL* 0.76a 0564 1434 100a 08a 0554 151a 110a
30myLt 0,784 0622 138ab 0924 0,774 0532 142a  098ab

Médias com letras distintas nas colunas diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Experimento 11: Efeitos da interagcdo de IBA e Cinetina na indugdo de calos

potencialmente embriogénicos em J. curcas.

A interacdo de auxinas e citocinas tém um papel vital na divisdo celular,
crescimento, desenvolvimento, diferenciacdo e formacdo de érgdos em planta (ZHONG
et al., 2012). Segundo SHRIVASTAVA & BANERJEE (2008) J. curcas é altamente
sensivel as auxina para estimulacdo da divisdo celular. No entanto, o uso de outros
reguladores de crescimento isolados ou em combinagdo com auxinas, também tem sido
reportado como eficiente para a inducdo de calos embriogénicos como relatou
KALIMUTHU et al. (2007).

Partes vegetativas, especialmente folhas, sdo explantes desejaveis para clonagem
in vitro, pois a regeneracdo de plantas a partir destes explantes contribui para a
preservacdo da identidade genética do gendtipo das plantas matrizes. Com esta
finalidade, visando a manutencéo de caracteristicas de interesse agronémico dos hibridos
RC1F1 e F1 gerados pelo PMG do IAC, optou-se pelo uso exclusivo de explantes
oriundos de tecidos adultos tanto no experimento 1 (segmentos de folhas e de peciolos)
como no segundo experimento (somente segmentos de folhas jovens). Este experimento
teve como objetivo complementar os estudos de inducdo de calos embriogénicos e/ou
embribes somaticos verificando-se o efeito da adicdo de uma citocina (cinetina) e uma
auxina (IBA) em meio basico MS.

Os resultados da andlise de variancia indicam que ha uma diferenca
estatisticamente significativa entre os tratamentos. O teste de Scott Knott evidenciou que
o0 tratamento T1 (controle, sem horménios) ndo induziu a formacdo de calos em nenhum
dos gendtipos utilizados.

Para o gen6tipo RC1F1, os tratamentos com as concentracdes mais elevadas de
cinetina ,independentemente da concentragdo de IBA, promoveram a maior formacéo de
calos, sendo os tratamentos T14 (0,5 mg.L™ de IBA e 0,8 mg.L™ de Cinetina) e T16 (2
mg.L™" de IBA e 0,8 mg.L™" de Cinetina), os que se destacaram com as melhor médias
para explantes responsivos. Na presenca unicamente de cinetina 0,9 mg.L™" (T13),
também houve alta formacdo de calos (Tabela 21). Estes resultados concordam com
ATTAYA et al, (2012) que indicaram que J. curcas responde a concentragdes altas de

auxinas e citocininas, estimulando a divisao celular e a calogéneses.
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Difentemente, no gendtipo F1 ndo se observou uma tendéncia clara entre o
namero de explantes responsivos e a concentracdo dos horménios, porém os tratamentos
estatisticamente inferiores para esta variavel (T1, T2, T4 e T10) foram aqueles com
concentracdes baixas de ambos os fitorreguladores: IBA e cinetina (Tabela 21). Para este
gendtipo F1, esta variavel foi, portanto, de baixa discriminagéo para escolha de meios de
cultura, devido as maltiplas variacdes estabelecidas.

Em ambos os gendtipos, se observou uma relacdo negativa entre oxidagdo e
ndmero de explantes responsivos, uma vez que tratamentos que proporcionaram baixa
oxidacdo dos explantes (T14) foram também os que apresentaram as maiores médias
para explantes responsivos. Engquanto que nos tratamentos com maiores médias de
oxidacdo (T1) ndo houve resposta dos explantes a formacéo de calos.

No presente estudo, para a formagdo de calos com aspecto embriogénico, 0s
tratamentos com a maior concentracao de cinetina, T14 (0,5 mg.L™" de IBA e 0,8 mg.L™
de Cinetina) e T16 (2,0 mg.L™ de IBA e 0,8 mg.L™ de cinetina), se mostraram os mais
eficientes para o genétipo RC1F1. J& para o gendtipo F1, embora varios tratamentos
tenham favorecido a formacdo de calos com aspecto embriogénico, o tratamento T10
(0,5 mg.L™" de IBA e 0,4 mg.L™ de cinetina) apresentou a maior média para esta variavel
(Tabela 21).

Semelhantemente aos nossos resultados, MACHADO et al. (2010) também
observaram melhores respostas para a obtencdo de calos embriogénicos em J. curcas
com a interacdo entre citocinina e auxina. Os autores obtiveram formacdo de calos
embriogénicos quando combinaram os fitoreguladores ANA e BAP em meio MS, sendo
os melhores resultados encontrados quando combinaram 0,5 mg.L™ de ANA e 1 mg.L™
de BAP ou 2 mg.L" de ANA e 1 mg.L™" de BAP. Diferentemente, JHA et al. (2007)
obtiveram calos embriogénicos de explantes foliares em meio MS suplementado
unicamente com cinetina (2,0 mg.L™).

Em explantes de embribes zigdticos imaturos foi possivel a inducdo de calos
embriogénicos em meio MS suplementado com ANA (1,25 mg.L™) e zeatina (60 pg L™)
(ASTHA et al., 2006). Moreira et al. (2013) também obtiveram calos embriogénicos e
embrides somaticos a partir de embrides zigoticos imaturos de hibridos interespecificos
(J. curcas/J. integerrima). Tais explantes foram cultivados em meio DKW suplementado

com 40 mg.L™ de sulfato de adenina, um precursor de citocininas.
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Tabela 21 - Efeito da interacdo de IBA e Cinetina na inducdo de calos em dois genotipos

de J. curcas.
HORMONIOS RCIF1 F1
TRATAMIENTO EXPLANTES CALOS LARGURA  EXPLANTES CALOS LARGURA
IBA  CINETINA  RESPONSIVO BXPLANTES EMBRIOGENICO COMPRIMENT DOS RESPONSIVO EXPLANTES EMBRIOGENICO COMPRIMENTO DOS
4 1 OXIDADOS 0 DOS CALOS OXIDADOS DOS CALOS
(mg.LY)  (mgL?) S S CALOS S S CALOS

Tl 0 0 000¢c 2,75 000¢c 0,00d 0,00d 000b 350a 0,00b 000b 000D
T 05 0 125¢ 300a 000¢c 013d 011d 150h 100D 125b 050b 048D
T3 09 0 075¢ 1,00b 000¢ 012d 010d 2758 250a 050b 069b 048D
T4 20 0 1,00¢ 2,004 000¢c 031d 021d 350a 1,00b 150b 099b 046D
T 0 02 125¢ 125h 025¢ 06lc 051¢c 300a 075D 175b 102b  079a
T6 05 02 3,00b 0,75h 000¢c 101h 071c L75h 050D 0,00b 043b 033D
i 09 02 425a 150b 000¢c 1,28b 092b 475a  200a 400a 187a  138a

T8 20 02 325D 1,50 075¢ 1,30 094b 3,00a 2,75a 1,25h 1223 098b
T 0 04 325D 125h 050¢ 124b 1,02h 2000 000D 1,00b 054b 034D
T10 05 04 375D 300a 000¢c 110b 039¢ 500a 025h 4252 171a  139a
Ti1 09 04 425a 125b 050¢ 156a 1,14b 375a 0,00b 3254 1378 135a
T12 20 04 450a 0,75 2,50 189a 146a 4252 050b 350a 16la 127a
T3 0 08 4662 033D 033¢c 1674 141a 400a 050b 0,00¢h 056b  031b
T4 05 08 5004 0,00h 350a 189a 1554 450a 0,00b 350a 177a  128a
T15 09 08 4752 1,00b 1,75b 188a 139a 340a 080b 1,80b 118a  088a
T16 20 08 500a 1,00b 4002 1%a 149a 4502 1502 3,00a 174a  13la

Médias com letras distintas nas colunas diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade.

Com relacéo ao tamanho dos calos, verificou-se para ambos os gen6tipos (RC1F1
e F1), que as concentragdes de 0,4 mg.L™ e 0,8 mg.L™ de cinetina usadas isoladamente
ou combinadas com IBA (tratamentos de T9 a T16) proporcionaram 0S maiores
comprimentos e larguras dos calos. com exce¢do do tratamento T13, para o gendtipo F1,
no qual 0,8 mg.L™ apresentou resultado estatisticamente inferior aos demais tratamentos
(Tabela 20). Os resultados de MAHALAKSHMI et al. (2014) mostraram que a
combinagdo de BAP, AIA e cinetina no meio de cultura proporcionou a maior
porcentagem de inducdo de calos embriogénicos em explantes de peciolos de J. curcas,
embora, 0 maior crescimento dos calos tenha sido obtido em meio contendo 0,2 mg.L™
de cinetina em combinacéo com 1 mg.L™ de ANA.

De forma geral, no experimento para avaliar a interagcéo do IBA e cinetina, para o
gendtipo RC1F1, o tratamento T16 foi o que apresentou baixa oxidacdo dos explantes,
maior numero calos responsivos, alta formacdo de calos com aspecto embriogénico e
bom desenvolvimento dos calos tanto em comprimento quanto em largura. Ja para o
genotipo F1, embora sem diferenca estatistica com relacdo a outros tratamentos, 0s
tratamentos T14 e T16 foram os que apresentaram maior nimero de calos. No entanto, o
T14 foi 0 que apresentou maior nimero de calos friaveis e com melhor desenvolvimento

dos calos, em comprimento e largura.
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4.8 Inducéo de embriogénese somatica

Para a inducdo de embrides somaticos nos gendtipos RC1F1 e F1, foram
utilizados calos embriogénicos originados de explantes folhas jovens no meio de cultura
MS acrescentado com de 0,7 mg.L™ de IBA e 0,9 mg.L™ de Cinetina, determinado como
o melhor meio para indugdo de calos embriogénicos. Da mesma maneira, calos
originados a partir de explantes de hipocétilo do genédtipo Al e cultivados em meio MS
contendo 0,8 mg.L™ de Dicamba foram os selecionados para este experimento, assim
como os calos formados a partir de segmentos de hipocétilo do genoétipo A4 quando
cultivados em meio WPM com 1,6 mg.L ™ de 2,4-D.

Para esta fase, no presente trabalho apenas os resultados da variavel de calos que
mantiveram as caracteristicas embriogénicas (figura 17) sdo apresentados devido que ndo

foram obtidos embriGes somaticos nenhum dos tratamentos avaliados.

Figura 17 — Calos com estruturas embriogénicas (seta). Barra de escala = 5mm

Nas tendéncias dos dados observados como equacgdes quadraticas, os valores de
R? variaram entre 41% a 99% para a variavel de niimero de calos fridveis para o genétipo
RC1F1 e entre 60% a 99% para o gen6tipo F1. Os resultados evidenciaram que para o
genotipo RC1F1, os efeitos da concentracdo de IBA nos desvios da linha de tendéncia da
equacdo quadratica sdo predominantes em relagdo aos efeitos de cinetina, donde a
cinetina em concentracdes de 0,9 mg.L?em combinacdo com o IBA, em qualquer
concentracdo, promoveu a manutencdo das caracteristicas embriogénicas dos calos
(friaveis e de cor amarelo). O Tratamento que favoreceu a manutencdo de maior numero
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de calos com caracteristicas embriogénicas no meio com concentragdo de 0,2 mg.L™ de
IBA de 0,9 mg.L™ de cinetina e (Figura 18). No entanto os calos inoculados nos
tratamentos com uso de 0,5 mg.L-1 de IBA em qualquer concentracdo de cinetina
também mantiveram caracteristicas embriogénicas. A auséncia de IBA no meio
promoveu a perda das caracteristicas embriogénicas nos calos, transformando-os em

calos compactos de cor branco (Figura 20).

—&—IBA 0.0 mg.L-1
RC1F1 h

6.00 - ——1BA 0,2 mg.L-1

IBA 0.5mg.L-1

5.00 A
—n —»—IBA 0.9 mg.L-1

2.00 W

2.00

CALOS EMBRIOGGENICOS

1.00 -

0.00

0 0,5 0,7 0,9
CINETINA (mg.L)

TIBA 0,0 mg.L::= 0.15-0.79+3.73 R2=0.99
TIBAO2mgL = 0.09-0.38+4.53 R2=041
YIBAOSmgL =-006+044+4.00 R2 =099
YIBAOSmgl = 0.16-075+4.51 R2=0.94

Figura 18 - Efeito da interacdo de IBA e Cinetina na manutencdo de calos com
caracteristicas embriogénicas no gen6tipo RC1F1.

J& no genotipo F1, os efeitos da cinetina foram determinantes na manutencéo das
caracteristicas de calos embriogénicos, verificando que o aumento nas concentragdes de
cinetina provocou uma diminuicdo na manutencao de calos friaveis. Os melhor
tratamento para a manutencao das carateristicas de calos embriogenicos foi nas
concentracdes de 0,9 mg.L™ de IBA em auséncia de cinetina (Figura 19). O tratamento
com a concentragdo mais elevada de cinetina (0,9 mg.L™) e auséncia de IBA todos os
calos perdieram as caracteristicas de embrigenicos. Neste tratamento, os calos se
tornaram de cor branco e compactos. Por outro lado, calos mantidos no tratamento com

0,9 mg."! de IBA e combinacao com qualquer das concentracoes de cinetina, assim
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como o tratamento com 0,2 mg.L ™" de IBA e 0,5 mg.L™ de cinetina, foram os que melhor

se desenvolveram e mantiveram caracteristicas embriogenicas.

F1 —+—IBA 00 mgL-1
6.0 - —®=1BA 02mgL-1
—4—TBA 05 mgL-1

—»—IBA 09 mgL-1

a

CALOS FEMBRIOGGENICOS

° Ué?N ETINA (mg. Lgf >
TIBA 00 mg.L:i = 0,0740,30+4,24 R2=0,99
TIBAODZ mg.L_1 = 0,03-0,16+4,99 R2=1060
YIBA DS mg.L_1 = (049-1,54+1 47 E2=1038
YIBAOImgL = 0124014042 E2=1043

Figura 19 - Efeito da interacdo de IBA e Cinetina na manutencdo de calos com

caracteristicas embriogénicas no genotipo F1.

Figura 20 — Calos ndo embriogénicos. Barra de escala = 5mm
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Para 0s acessos Al, através da andlise de regressdo, observou-se que as
concentraces mais elevadas de IBA (0,9 mg.L™) em na auséncia desta foi o melhor
tratamento para o maior numero de calos que mantiveram caracteristicas embriogénicas.
No entanto, pode se observar que a concentracdo mais elevada de IBA (0,9 mg.L™) em
combinacdo com qualquer das concentragdes de cinetina também favorece a manutencéo
das caracteristicas embriogénicas nos calos.

O aumento das concentragdes de cinetina provocou uma diminuigdo na
manutencdo das caracteristicas embriogénicas dos calos. Na auséncia de IBA, verificou-
se que esse decréscimo foi linear em funcdo do aumento de cinetina (Figura 21).

Pode-se observar que o meio de cultura desprovido de IBA com qualquer
combinacdo de cinetina, resultou no menor numero de calos que mantiveram
caracteristicas embriogénicas para os genotipos Al (Figura 20).

Al ——IBA 0.0 mgL-1
6.0 ——1BA 0,2 mg.L-1
IBA 0,5 mg.L-1
5.0
——IBA 0,9 mg.L-1
—
§ 4.0 - < —x
‘E .\'\l\
5 3.0 e |
g o0
E .
& 10 |
2
o
UU T T 1
0 0,5 0,7 0,9
CINETINA (mg.L1)
1
¥ IBA QD mgL 1= 0040,21+2,28 BZ =036
¥ IBA DL mg.L1 = 000-02043,77 Bd =07
¥ IBA DS mg.L1 =010+, 16+ 4002 Ed =057
¥ IBA DY mgl = 0,00-0,09+4,29 B2 =007

Figura 21 - Efeito da interacdo de IBA e Cinetina na manutencdo de calos com
caracteristicas embriogénicas no genotipo Al.

Para o genétipo A4 o tratamento com 0,9mg.L™ de IBA, em auséncia de cinetina
foi o melhor para a manutengao das caracteristicas embriogénicas nos calos. Observou-se
que aumento na concentracdo de IBA em combinacdo como a cinetina ou ainda na

auséncia dela, contribuem para o mantimento de calos com caracteristicas
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embriogénicas. O IBA em concentracdes de 0,5 e 0,7 mg.L™" quando combinado com
cinetina 0,2 mg.L™, também apresentou boa resposta para a manutencdo de calos
embriogénicos (Figura 22). J4 o aumento das concentracfes de cinetina em combinagéo
com qualquer concentracdo de IBA promoveu a perda das caracteristicas embriogénicas
nos calos, transformando os calos em calos duros, compactos e de cor branco e marrao

obscuro.

Ad —4—IBA 0.0 mgL-1
6.0 —8—IBA 02mgL-1
1BA 0,5 mgL-1
5.0 -
- —#—IBA 0.9 mgL-1
S 40  —
® 3.0
S T
& 20
=
3 10 4»——0\,\’
2
0.0
0 0,5 0,7 0,9
CINETINA (mg.L1)
-l
T IBA 00 mgl =004+H),00+1,03 Ri=10735
-1
T IBA 02 mg.L1 = 0,03+, 50+] 48 Rl=1059
YIBA DS mgl =010+, 16+4,02 B2 =027
B
YIBADY mgl = 0,00-0,09+4.29 B2 =007

Figura 22 - Efeito da interacdo de IBA e Cinetina na manutencdo de calos com
caracteristicas embriogénicas no gendtipo A4.

Os resultados de este experimento revelaram que o uso unicamente de IBA (0,9
mg.L™) no meio de cultura pode ser apontado como um 6timo tratamento para a
manutencdo de calos embriogénicos nos quatro genotipos, sendo que o uso de Cinetina,
principalmente em concentragdes elevadas leva a ocorréncia da formagéo de calos néo
embriogénicos, o que pode impedir o desenvolvimento posterior de embrides somaticos.
Em todos os gendtipos, a auséncia de IBA no meio resultou no menor numero de calos
gue mantiveram as caracteristicas embriogénicas, independentemente da concentracdo de

Cinetina.
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Ao contrario dos resultados obtidos até 0 momento neste trabalho, outros autores
relatam a inducdo de embrides soméaticos em J. curcas mediante a adicdo de auxinas e
citocinas no meio de cultura. ASHTA, et al. (2006), utilizando embrides zigoticos como
explantes, induziram embriGes somaticos em meio MS suplementado com diferentes
concentracdes de cinetina em combinacdo como IBA. SAXENA et al. (2011) afirmaram
que embrides somaticos foram formados quando explantes de cotilédone foram
cultivados em meio MS contendo AIA (0,2 mg.L?) e BAP (1,5 mg.L™"). Em
contrapartida, SIANG et al. (2012) induziram o desenvolvimento de embrides sométicos
a partir de segmentos cotiledonares cultivados em meio WPM livre de fitoreguladores.
Embriogénese direta também foi relatada a partir de segmentos de cotilédones
inoculados em meio MS suplementado com 2 mg.L™* de BAP (KALIMUTHU et al.,
2007).

A maioria dos autores acima mencionados partiu de explantes compostos por
tecidos muito jovens (embrionério, cotiledonares ou de hipocétilo), os quais, em geral,
apresentam maior competéncia morfogénica. A Unica excec¢do foi JHA et al. (2007), os
quais usaram explantes de folhas adultas cultivadas também em MS com diversas
concentracdes de cinetina e IBA. Tecidos da planta matriz sdo mais indicados quando o
objetivo é a clonagem in vitro, uma vez que as plantas resultantes deverdo ser idénticas a
planta doadora de explantes.

A exemplo do que ocorre em outras espécies, a resposta a embriogénese somatica
parece estar estreitamente relacionada ao gendtipo, uma vez que condi¢bes semelhantes
as estabelecidas por JHA et al (2007) foram aplicadas neste trabalho ndo resultando, até

0 momento, em formacdo de embriGes somaticos em nenhum genétipos estudado.
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5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem concluir que:

Em relacdo as analises moleculares, foi comprovada a eficiéncia dos marcadores
ISSR e AFLP para caracterizacdo genética de acessos de Jatropha, mostrando-se
sensiveis para a deteccdo de alto polimorfismo entre os acessos. Estes marcadores
podem ser indicados como poderosa ferramenta para analises moleculares na

espécie.

Os resultados obtidos neste trabalho, evidenciam a alta diversidade genética de

Jatropha contida no Banco Ativo de Germoplasma do IAC,

Os resultados de agrupamento mediante UPGMA a partir de ambos o0s
marcadores (ISSR e AFLP), ndo revelaram estruturagdo genética entre 0s acessos
em funcgdo da origem geogréafica.

O Marcador ISSR foi mais informativo em comparacdo com o0s marcadores
AFLP e SSR

Quando os acessos foram analisados ap6s a diferenciacdo dos mesmos em
grupos, foi observada estruturacdo genética entre eles, o que pode ser explicada
pelo baixo fluxo alélico entre eles, podendo estar associado ao sistema de

propagacdo vegetativa da espécie.

Os resultados das andlises de diversidade genetica podem contribuir de forma

efetiva para a exploracdo de heterose no programas de melhoramento de Jatropha

Referente ao desenvolvimento de protocolos via embriogénese somatica, todos os
gendtipos responderam positivamente a calogénese. No entanto, esta resposta foi
gendtipo dependiente.

Explantes de peciolos responderam melhor do que explantes de segmentos
foliares com relagdo ao desenvolvimento dos calos.

Explantes de hipocotilo responderam melhor ao desenvolvimento de calos

(tamanho) do que explantes de folhas cotiledonares.
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e Observou-se superioridade no desenvolvimento de calos usando peciolos quando
comparado a folhas, independentemente do genotipo e do tipo e concentracao de
auxinas usadas.

e O uso de 0,9 mg.L-1 de IBA foi o tratamento que favoreceu a manutencdo das
caracteristicas embriogénicas nos calos no experimento.

e Os resultados do presente trabalho servirdo de referéncia para investigacdes

futuras sobre a propagacéo de J. curcas via embriogénese somatica.
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6 PERSPETIVAS

Estudos de analises histologicas e da embriogénese em nivel molecular,
analisando a expressdo de genes relacionados ao desenvolvimento embrionario, sdo
importantes ferramentas para a confirmacdo do processo embriogénico em tecidos
cultivados in vitro.

Neste sentido, como atividades futuras inerentes ao programa de melhoramento
de Jatropha do IAC e em continuidade a os resultados obtidos neste estudo, os calos
inoculados nos 16 tratamentos do experimento para inducdo de embrides, seréo
utilizados para realizar analises mediante técnicas histologicas com objetivo de
identificar o melhor tratamento para a inducdo de células meristematicas potencialmente
competentes para a formacdo de embribes somaticos. Assim, estudara-se mediante
técnicas moleculares a expressdo do gene Somatic Embryogenesis Receptor Kinase
(SERK) para distinguir células competentes e ndo competentes para emrbiogeneses.

Assim, € necessario o estabelecimento de novos experimentos afim de se alcancar
a definicdo de protocolos eficientes para a clonagem via embriogénese somatica dos

gendtipos elites selecionados no programa de melhoramento genético do IAC.
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