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Micropropagação e transformação genética de pinhão-manso (J. curcas L.) 
 
 

RESUMO 
 
Jatropha curcas L. é uma espécie altamente promissora como fonte energética renovável sob 

o ponto de vista econômico e social, porém, ainda não domesticada, o que exige constantes 

pesquisas visando seu melhoramento genético. Algumas ferramentas biotecnológicas podem 

acelerar o desenvolvimento de cultivares, como a técnica de cultura de tecidos vegetais, 

visando à clonagem de genótipos superiores e a transformação genética, que torna factível a 

introdução de genes de interesse agronômico. O objetivo do presente trabalho foi definir 

protocolos de micropropagação via organogênese somática para genótipos selecionados no 

programa de melhoramento genético de pinhão-manso do IAC e o desenvolvimento de 

metodologias de transformação genética via Agrobacterium tumefaciens, com o intuito de 

introduzir o gene da chitinase (ech-42), visando resistência a doenças. No experimento de 

organogênese somática foram estudados três genótipos de pinhão-manso, o L4P49, L5P17 e 

Pmex, os quais atingiram a média geral de 21,6; 12,7 e 7,4 brotos por explante, 

respectivamente, sendo observado efeito de genótipo-dependência com relação as diferentes 

concentrações de fitorreguladores utilizados e oscilação na capacidade regenerativa dos 

genótipos nas diferentes épocas de realização dos experimentos. Para o alongamento das 

brotações, o tratamento mais eficaz foi o que continha 0,3 mg L-1 de 6-benzilaminopurina 

(BAP) e 0,1 mg L-1 de ácido indolil-3-butírico (IBA). Na etapa de enraizamento, optou-se 

pela realização de microenxertia in vitro, obtendo 85% de pegamento. Visando a confirmação 

da estabilidade genética dos brotos regenerados pelo processo in vitro, foram realizadas 

avaliações em citômetro de fluxo, através do qual foram verificados 4% de tetraploidia nas 

plantas do genótipo L4P49 no 2º subcultivo, e ausência de variação nos demais genótipos, e 

análises utilizando marcadores moleculares TRAPs no qual foram encontrados 5% de plantas 

com marcas polimórficas no genótipo L4P49 e total ausência de polimorfismos nos demais 

genótipos. Foram baixas ou nulas as variações moleculares encontradas após a multiplicação 

clonal in vitro, sendo então considerado como um protocolo com boa estabilidade em relação 

à fidelidade clonal. Nos testes preliminares de transformação genética determinou-se 500 mg 

L-1 de cefotaxime, como dose supressora do A. tumefaciens e 100 mg L-1 como dose mínima 

do agente seletivo canamicina. O maior número de eventos de transformação (5 eventos) foi 

obtido quando os explantes permaneceram sete dias sob cultivo in vitro antes da etapa de 

transformação. Nas plantas PCR positivas para o gene quitinase (ech-42), foi verificado o 
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nível de expressão gênica por reação de PCR em tempo real, onde foi observado expressão 

diferenciada do gene introduzido. 

 

Palavras-chave: Jatropha curcas L., Agrobacterium tumefaciens, estabilidade genética, gene 

ech-42, organogênese somática.  
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Micropropagation and genetic transformation of physic nut (J. curcas L.) 
 
 

ABSTRACT 
 
Jatropha curcas L. is a promising species as renewable energy source by economic and social 

views. However it is not a domesticated plant, with a need of research to genetic 

improvement. Biotechnology tools can improve cultivars development such as tissue culture 

technique aiming elite genotype cloning and genetic transformation for introducing 

agronomic interest genes. The aim of this work was to develop efficient methods for 

micropropagation via somatic organogenesis of selected genotypes from IAC Breeding 

program and the development of genetic transformation methods via A. tumefaciens with 

chitinase (ech-42) gene transfer for disease resistance. At somatic organogenesis experiments, 

three physic nut genotypes were studied, L4P49, L5P17 and Pmex, which showed an average 

of 21.6, 12.7 and 7.4 shoots per explant, respectively. Genotype dependency was observed for 

different growth regulators concentrations added to media and genotype regenerative capacity 

oscillation in different studied period. The most efficient treatment for shoot elongation had 

BAP (0.3 mg L-1) and IBA (0.1 mg L-1). For rooting, it was used in vitro micrografting with 

85% of recovery plants. Genetic stability of micropropagated shoots was analysed by flow 

citometry which showed 4% of tetraploids at the second subculture of L4P49 genotype shoots 

and no variation in the others genotypes. By TRAP molecular markers 5% of polymorphic 

plants of L4P49 genotype were obtained and no polymorphism was seen in the others 

genotype. The in vitro multiplication protocol established in this work was considered 

efficient for clonal fidelity. Preliminary genetic transformation tests determined the minimum 

cefotaxime concentration of 500 mg L-1 for A. tumefaciens suppressing and 100 mg L-1 of 

antibiotic (kanamicin) for foliar explants selection. The higher number of transformation 

events (5 events) was obtained when explants were incubated in regeneration media for seven 

days before transformation process. Plants with positive PCR for chitinase gene were assessed 

for gene expression by real time PCR. Differentiated expression of the introduced gene was 

observed into the plants. 

 

Keywords: Jatropha curcas L., Agrobacterium tumefaciens, genetic stability, ech-42 gene, 
somatic organogenesis. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
 
O pinhão-manso (Jatropha curcas L.) pertence à família Euphorbiaceae, a qual inclui 

245 gêneros com aproximadamente 6.300 espécies amplamente distribuídas pelo mundo 

(GOVAERTS et al., 2000). O gênero Jatropha inclui 172 espécies espalhadas por países 

tropicais e subtropicais (HELLER, 1996).  

A espécie J. curcas tem atraído a atenção mundial pela sua alta produtividade (5 

toneladas de sementes/ha/ano) e seu elevado teor de óleo nas sementes (de 30 a 66,4%), 

características estas que a credenciam como fonte promissora de biocombustível 

(ADEBOWALE e ADEDIRE, 2006; CHEN et al., 2006; LI et al., 2007; OPENSHAW, 2000). 

Seu óleo, de excelente qualidade, pode ser facilmente transformado em biodiesel para 

substituir parcial ou totalmente o diesel de petróleo (FORSON, 2004).  

Segundo TAPANES et al. (2008), a utilização do óleo de pinhão-manso para produção 

de biodiesel é considerada como uma importante alternativa, pois este apresenta variações 

pouco significativas de acidez, possuindo melhor estabilidade à oxidação do que os óleos de 

soja e de dendê e apresentando melhor viscosidade, se comparado ao óleo da mamona. No 

entanto, a presença de substâncias tóxicas como curcasina (similar a ricina encontrada na 

mamona), ácido jatrópico e ésteres de forbol tornam o óleo e o resíduo de extração (torta), 

inadequados ao consumo animal e humano. O desenvolvimento de cultivares atóxicos pode 

ser interessante por agregar valor à cultura, possibilitando a utilização do resíduo na ração 

animal (HELLER, 1996). 

Apesar de altamente promissora como fonte energética renovável, o pinhão-manso é 

uma planta ainda não domesticada e não existe, até o momento, cultivares melhorados. Assim, 

pesquisas na área de melhoramento genético da espécie são essenciais para viabilizar a cultura 

como uma importante alternativa aos agricultores. Por isso, atualmente, as instituições de 

pesquisas agropecuárias internacionais e nacionais, dentre estas o IAC, vêm investindo 

esforços para o desenvolvimento de cultivares de J. curcas, objetivando combinar alta 

produtividade; alto teor e qualidade do óleo; porte mais compacto; uniformidade de 

maturação dos frutos; baixo teor ou ausência de substâncias tóxicas no óleo e no resíduo de 

extração; resistência a estresses abióticos (seca e acidez do solo) e bióticos (pragas e doenças). 

No entanto, por se tratar de uma espécie perene, programas convencionais de melhoramento 
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genético desta espécie poderão durar anos até a obtenção de uma cultivar (MARQUES et al., 

2013).  

Para ampliar o trabalho de produção de novos cultivares é necessário o aumento da 

variabilidade genética pré-existente, com busca de genes valiosos em outras espécies do 

gênero Jatropha e mesmo em espécies distantes. Muitos genes de interesse ao melhoramento 

como os de resistência a pragas e doenças, não estão disponíveis, devido às barreiras 

interespecíficas. Barreiras deste tipo podem ser rompidas com o auxílio de técnicas como o 

resgate e cultivo de embriões in vitro, associadas a séries de retrocruzamentos planejados. 

Entretanto, esta estratégia de introgressão de genes é demorada, além de numerosa e limitada 

a algumas espécies congêneres mais próximas (GUIDOLIN, 2003).  

Além destas, outras ferramentas biotecnológicas podem ser desenvolvidas e integradas 

a programas de melhoramento genético, destacando-se a transformação genética, por tornar 

factível a introdução de genes de espécies afins ou mesmo espécies, gêneros e famílias mais 

distantes, além de genes de origem não vegetal, como micro-organismos e animais 

(BRASILEIRO & DUSI, 1999).  

No entanto, o sucesso no emprego de transformação genética em pinhão-manso 

depende do desenvolvimento prévio de metodologias eficientes para regeneração in vitro de 

genótipos agronomicamente superiores além de ajustar metodologias de transformação 

genética para a introdução de genes de interesse agronômico, tais como: genes envolvidos na 

biossíntese de óleos, visando aumento de teor e qualidade; na biossíntese de ésteres de forbol, 

visando à redução da toxidez da torta e genes relacionados com tolerância a estresses 

abióticos (tolerância à seca e ao alumínio, condições do semi-árido brasileiro) e bióticos 

(doenças e pragas); dentre outros.  

A transformação genética constitui-se como alternativa promissora para a obtenção de 

plantas resistentes ou tolerantes a patógenos. A produção de plantas transgênicas resistentes a 

doenças tem sido realizada utilizando-se diversas estratégias, introduzindo genes de origem 

não vegetal que codificam para produção de proteínas peptídicas antimicrobianas tais como a 

atacina (NORELLI et al., 1994) e a sarcotoxina (BESPALHOK et al., 2001) ou genes que 

promovam resistência a patógenos, como, por exemplo, o ech-42, que codifica para a enzima 

quitinase (CARSOLIO et al., 1994). 

Os objetivos deste trabalho foram o desenvolvimento de um protocolo eficiente de 

regeneração in vitro de genótipos superiores de pinhão-manso, selecionados no Programa de 

Melhoramento Genético do IAC, além de transformação genética com uso de Agrobacterium 
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tumefaciens visando a superexpressão do gene quitinase (ech-42) de forma a conferir maior 

resistência a doenças.  

 

2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
 

2.1 Aspectos Gerais do Pinhão-Manso 

 

O pinhão-manso (Jatropha curcas L.) foi primeiramente descrito pelo botânico Carl 

Linnaeus em 1753 (BRITTAINE & LUTALADIO, 2010). É uma oleaginosa perene que 

pertence à família Euphorbiaceae, podendo ser chamada também de purgueira, pinhão-do-

Paraguai, pinhão-de-cerca, medicineira, tapete, pinhão-do-inferno, entre outros (HELLER, 

1996). 

A espécie apresenta plantas diploides contendo 2n=2x=22 cromossomos (HELLER, 

1996). Através de estudos com citometria de fluxo, o conteúdo 2C de DNA foi estimado em 

0,85 pg para plantas desta espécie. O tamanho cromossômico é relativamente pequeno com 

comprimento do bivalente entre 1 e 3,67 µm, sendo que células haploides contêm cinco 

cromossomos metacêntricos e seis  submetacêntricos (CARVALHO et al., 2008).  

A espécie é originária da América Central e do Sul (HELLER, 1996), porém, 

atualmente é encontrada em quase todas as regiões intertropicais, estendendo sua ocorrência 

em países tropicais e subtropicais da América Central, Índia, Filipinas e Timor, e também, em 

menor proporção, nas zonas temperadas (OPENSHAW, 2000). No Brasil é encontrado em 

diversos estados de forma dispersa, tendo uma grande adaptabilidade às variações 

edafoclimáticas (ARRUDA et al., 2004).  

O pinhão-manso tem como limite para seu cultivo 30 °N e 35 °S e cresce em baixas 

altitudes, entre 0 e 500 m acima do nível do mar (HELLER, 1996). O intervalo ótimo de 

precipitação de chuva para produção de sementes é entre 1.000 e 1.500 mm (FACT, 2007). A 

temperatura ideal para seu cultivo é entre 20 °C e 28 °C (GOUR, 2006), já o pH do solo deve 

estar entre 6,0 e 8,0/8,5 (FACT, 2007). 

O plantio do pinhão-manso é geralmente realizado em densidades entorno de 1.100 

plantas/ha (ACHTEN, 2008), com espaçamento baseado no ambiente em que se vai ser 

cultivado. No semi-árido, por exemplo, devem-se usar os seguintes espaçamentos 3,0 x 2,0 m; 

3,0 x 2,5 m ou 3,0 x 3,0 m (BRITTAINE & LUTALADIO, 2010). 

É uma planta arbórea de crescimento rápido, podendo alcançar uma altura de 3 a 5 m 

e, sob condições favoráveis, entre 8 e 10 m de altura (KUMAR & SHARMA, 2008). O 
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cultivo de pinhão-manso pode ser utilizado como apoio a técnicas de conservação do solo, 

pois o cobre com uma camada de matéria seca, reduzindo a erosão e a perda de água por 

evaporação e enriquecendo o solo com matéria orgânica decomposta. O plantio do pinhão-

manso tem como vantagem, favorecer o consórcio com outras culturas nos primeiros anos, 

pois o espaçamento entre as plantas é grande (ARRUDA et al., 2004; BRITTAINE & 

LUTALADIO, 2010). Apresenta capacidade de resistir a regime de estresse hídrico e ainda 

manter seu potencial produtivo dentro de níveis economicamente viáveis (DRUMOND et al., 

2007). 

As folhas da planta de pinhão-manso são verdes, esparsas e brilhantes, em forma de 

palma com três a cinco lóbulos e pecioladas, com nervuras esbranquiçadas e salientes na face 

inferior (ARRUDA et al., 2004). Elas variam de 6 a 15 cm em comprimento e largura, sendo 

que o tamanho e o formato das folhas podem variar dependendo do genótipo (BRITTAINE & 

LUTALADIO, 2010).  

A planta é monóica e as flores são pequenas, de coloração amarelo-esverdeada e 

unissexuais, o que indica que as plantas possuem flores femininas e masculinas, 

separadamente, mas dispostas numa mesma inflorescência e com relação média variando 

entre  13:1 a 29:1 de flores masculinas e femininas (ACHTHEN et al., 2008). Apesar de ser 

considerada como uma espécie de reprodução alogâmica e apresentar protoginia, suas plantas 

geralmente são auto-compatíveis e apresentam alta heterozigosidade (DIVAKARA et al., 

2010).  A polinização é feita exclusivamente por insetos. Segundo CHANG-WEI et al. 

(2007), a planta de pinhão-manso é inapropriada para polinização pelo vento.  

Após a polinização ocorre a formação do fruto que é elipsóide, trilocular com 

indeiscência, apresenta uma semente em cada cavidade, formado por um pericarpo ou casca 

dura e lenhosa, inicialmente verde, passando a amarelo, castanho e por fim preto, quando 

atinge o estágio de maturação. As sementes são relativamente grandes com coloração preta 

quando secas; medem de 1,5 a 2 cm de comprimento, 1,0 a 1,3 cm de largura e pesam em 

média 0,73 g; com tegumentos rijos, quebradiços e com fratura resinosa (DEHGAN & 

WEBSTER, 1979).  

O crescimento vegetativo das plantas geralmente ocorre durante a estação chuvosa e, 

durante a estação seca, há a queda das folhas. As sementes já são produzidas no primeiro ou 

segundo ano de cultivo. Acredita-se que as árvores de pinhão-manso tenham um tempo de 

vida que varia entre 30 e 50 anos ou mais (BRITTAINE & LUTALADIO, 2010). 

A planta é largamente cultivada nos trópicos como cerca viva nos campos e em 

assentamentos (HELLER, 1996). Atualmente, comunidades rurais a usam devido ao seu valor 
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medicinal e na produção de sabão para uso local. Em Madagascar e Uganda é plantada para 

dar suporte físico às plantas de Vanilla (BRITTAINE e LUTALADIO, 2010). 

O valor medicinal vem do látex que tem efeito cicatrizante, hemostático e também 

purgante. As raízes são consideradas diuréticas e antileucêmicas, enquanto que as folhas são 

utilizadas para combater doenças de pele. São eficazes também contra o reumatismo e por 

possuir poder anti-sifilítico. A solução obtida após a decocção de folhas é usada contra tosse e 

como um anti-séptico em naciturnos. O óleo contido nas sementes tem ação medicinal sendo 

usado no tratamento de doenças de pele (HELLER, 1996). O látex tem propriedades 

antimicrobianas contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, 

Streptococcus pyogenes e Candida albicans (THOMAS, 1989). 

O óleo, os extratos das sementes e os ésteres de forbol do óleo são usados para o 

controle de várias pragas, com resultado positivo em grande parte dos casos (GRAINGE e 

AHMED, 1988). 

Apesar do pinhão-manso ser considerado rústico, a planta sofre o ataque de inúmeras 

pragas e doenças, incluindo os ataques de cigarrinha verde (Empoasca spp.), formigas saúva 

(Atta sexdens rubropilosa) e rapa-rapa (Acromyrmex landolti Balzan), trips (Selenothrips 

rubrosinctus), percevejos (Pachycoris sp.) e ácaro branco (Polyphagotarsonemus latus 

Banks), sendo esta última a principal praga do pinhão-manso (DIAS et al., 2007).   

Entre as principais doenças causadas por fungos que podem causar prejuízos à cultura 

de pinhão-manso estão, o Oidium sp., responsável por formar uma cobertura branca nas 

folhas, caule, flores e frutos e, também, ocasionar a seca do broto terminal da muda; 

Colletotrichum gloeosporioides, que causa a mancha das folhas; Phakopsora jatrophicola, 

agente da ferrugem das folhas; e Alternaria sp., que provoca a queda prematura de folhas 

(DIAS et al., 2007).  

Na literatura internacional, alguns vírus já foram relatados como fitopatogênicos para 

Jatropha: o Jatropha mosaic virus e African cassava mosaic vírus e o Begomovirus 

transmitido por mosca-branca (Bemisia tabaci) (KIM, et al., 1986; RAJ, et al., 2008). 

 

2.2 Pinhão-Manso e Produção de Biodiesel 

 

O biodiesel, combustível de composição química semelhante ao diesel, é obtido a 

partir do processo de transesterificação de óleos vegetais in natura ou residuais de origem 

vegetal ou animal e constitui-se hoje, numa alternativa para minimizar os problemas 

ambientais associados aos combustíveis fósseis (PIRES et al., 2005).  
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O biodiesel, como sucessor do óleo diesel, é um combustível apropriado ao 

abastecimento de caminhões, ônibus, trens, embarcações, tratores, máquinas agrícolas, aviões 

e geradores elétricos. Tem a capacidade de diminuir as poluições localizadas, as emissões de 

poluentes químicos (fuligem, enxofre, vanádio e derivados), causadores de câncer, 

tuberculose e de outras doenças de pele e respiratórias. O biodiesel, portanto, quando 

misturado ao óleo diesel mineral, diminui as emissões de fuligem, chegando a anular 

completamente quando utilizado na proporção superior a 25% (PARENTE, 2008). 

Além do apelo ambiental, a produção de biocombustível deverá constituir-se em fonte 

de emprego e renda, especialmente para a agricultura familiar, pela necessidade de expansão 

da produção dessas culturas para atender a esse novo mercado. Espera-se que o aumento da 

procura proporcione uma realocação de renda, principalmente em regiões mais carentes do 

Norte e Nordeste do país (PIRES et al., 2005). 

A busca por matérias-primas ideais para a produção de biodiesel deveria levar em 

conta aquelas que não fazem parte das cadeias de produção de alimentos e adaptáveis às 

condições regionais de várias localidades (DIAS, 2007). Essas ponderações aproximam-se do 

ambiente em que se insere o pinhão-manso, sendo uma cultura que se mostra promissora por 

ser uma planta rústica, resistente à seca e com baixa exigência de solo e nutrição, portanto 

entendida como ideal para regiões pouco favoráveis ao plantio de oleaginosas tradicionais. O 

pinhão-manso, além de todas as qualidades de seu óleo, apresenta-se ainda como uma planta 

promissora por não demonstrar concorrência entre a indústria de alimentos e a de 

biocombustíveis (MARTINS, 2009).  

O óleo das sementes apresenta 83,9% do poder calorífico do óleo diesel, podendo ser 

usado também para iluminação, fabricação de sabão, produção de tintas e vernizes 

(PURCINO & DRUMMOND, 1986). 

O óleo de pinhão-manso bruto é relativamente viscoso. Apresenta baixa taxa de ácidos 

graxos livres, o que aumenta sua capacidade de armazenamento (BRITTAINE & 

LUTALADIO, 2010). O óleo compreende em maior proporção os ácidos graxos oléico e 

linoléico, sendo a relação entre estes dois ácidos, um indicador da estabilidade do óleo; 

quanto maior a proporção do ácido oléico, maior a estabilidade auto-oxidativa, o que lhe 

confere maior qualidade (O'KEEFE et al.,1993). 

Além da porção lipídica, que é o óleo vegetal, todos os grãos e amêndoas oleaginosas 

possuem uma porção protéica que constitui a base das formulações de rações, podendo ser 

empregada como biofertilizante (PARENTE, 2008). Segundo CASARINI et al. (2009), o 

farelo de pinhão manso apresentou alto teor de potássio, fósforo e cálcio, e baixo teor de 
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contaminantes inorgânicos (cádmio, chumbo, entre outros). Suas análises mostraram também 

um teor de 25,91% de proteína, ou seja, o mesmo pode ser uma boa fonte protéica, com teor 

de aminoácidos próximo ao padrão de referência da FAO (Organização das Nações Unidas 

para Agricultura e Alimentação), portanto, se usado genótipo de pinhão-manso atóxico, sua 

utilização como ingrediente de ração animal se torna favorável. 

As sementes, a torta prensada e o óleo do pinhão-manso, porém, não podem ser usados 

para alimentação humana ou animal, por apresentarem diferentes substâncias tóxicas, dentre 

elas, a lectina (curcina), ésteres de forbol, saponinas, inibidores de tripsina e fitatos. 

(SUJATHA et al., 2005). Sendo os ésteres de forbol os compostos que conferem ao pinhão 

manso a maior toxicidade, pois diferentemente das outras substâncias tóxicas, este não se 

desativa com o tratamento a 100 °C por uma hora (MAKKAR et al., 1998).  

O tamanho das sementes, o peso, o teor de óleo e características do óleo de pinhão-

manso podem ser fortemente influenciados pelo ambiente e pela interação genótipo – 

ambiente.  A maturação dos frutos pode afetar a composição dos ácidos graxos do óleo e o 

processamento e armazenamento, por sua vez, afetar a qualidade do óleo (ACHTEN et al., 

2008). 

 

2.3 Micropropagação de Pinhão-Manso 

 

As técnicas de cultura de tecidos são bastante promissoras para uso no auxílio de 

programas de melhoramento genético de plantas perenes, como o pinhão-manso, 

principalmente na clonagem e multiplicação de materiais genéticos de alta produtividade, com 

alto teor e qualidade de óleo nas sementes e resistentes a pragas e doenças, garantindo 

uniformidade nos plantios e mantendo o ganho genético obtido na seleção (MARQUES et al., 

2008). 

A propagação vegetativa in vitro é uma das aplicações mais práticas da cultura de 

tecidos e aquela de maior impacto. Uma das vias de regeneração in vitro é a organogênese, 

que é o processo pelo qual, células e tecidos vegetais, são induzidos a sofrer mudanças que 

levam à produção de uma estrutura unipolar (primórdio vegetativo ou radicular), podendo 

ocorrer de duas formas: direta ou indireta. A organogênese direta ocorre sem a formação de 

calos. Já a organogênese indireta ocorre quando o processo de regeneração de gemas é 

precedido pela formação de calo (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998). O calo, por sua 

vez, é um grupo ou massa de células com crescimento desordenado que pode apresentar certo 

grau de diferenciação (TORRES et al., 2000). 
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Protocolos de cultura de tecidos para regeneração de brotos via organogênese estão 

disponíveis para espécies de Jatropha (DEORE & JOHNSON, 2008; JHA et al., 2007; 

SARDANA et al., 2002; SUJATHA, 1996; SUJATHA & DHINGRA, 1993; SUJATHA & 

MUKTA, 1996). O trabalho pioneiro de SUJATHA & MUKTA (1996) revelou a eficácia do 

meio básico MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) e da combinação de 6-benzilaminopurina 

(BAP) e ácido indolil-3-butírico (IBA) para alcançar organogênese em J. curcas. Este meio 

com pequenas alterações na composição e concentração tem sido utilizado com sucesso para a 

regeneração de outras espécies de Jatropha (PRABAKARAN & SUJATHA, 1999; 

SUJATHA, 1996; SUJATHA et al., 2005; SUJATHA & PRABAKARAN, 2003) e na 

transformação genética de J. curcas (LI et al., 2008). 

O uso dos fitorreguladores BAP e IBA é uma forma eficiente de se obter a formação 

de calos e regeneração de explantes de Jatropha curcas L. (FRANCO et al., 2010; LI et al., 

2007), porém já foi observado que a adição da citocinina thidiazuron (TDZ) ao meio de 

cultura em combinação com outros fitorreguladores promoveu o aumento das taxas de 

regeneração e da quantidade de brotos e gemas por explante (FRANCO et al., 2010). 

KHURANA-KAUL et al. (2010), observaram em seus experimentos de organogênese 

direta de explantes foliares, que a interação entre a citocinina TDZ com a auxina IBA foi mais 

eficiente do que a interação entre BAP e IBA, obtendo 88% de regeneração com 0,90 µM de 

TDZ e 0,98 µM de IBA. Observou também que o uso de concentrações maiores de cobre ao 

meio de cultura resultava em melhor eficiência de regeneração e na diminuição do tempo para 

a diferenciação. 

O genótipo é uma das variáveis que mais afetam o processo de regeneração. KUMAR 

et al. (2010a) utilizaram três genótipos em seus estudos, os quais apresentaram diferentes 

resultados em algumas variáveis como: porcentagem de explantes com brotações regeneradas 

e número de brotações regeneradas por explante. 

De modo geral, a técnica de cultura de tecidos apresenta grandes desafios a serem 

alcançados, principalmente para as espécies do gênero Jatropha. Dentre estes estão: a 

determinação de explantes mais adequados para organogênese somática que resulte em 

elevadas taxas de regeneração de brotações, a indução de desenvolvimento e/ou de 

alongamento das brotações, a indução de enraizamento e/ou microenxertia in vitro das 

brotações e a avaliação do efeito de genótipos de Jatropha (espécie ou variedade) nas técnicas 

de cultura de tecidos.  

Os protocolos de cultura de tecidos poderão ainda servir como ferramentas iniciais 

para o desenvolvimento de pesquisas utilizando as técnicas de transformação genética. 
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2.4 Estabilidade Genética 

 

A cultura de tecidos pode ser empregada para a micropropagação de plantas em escala 

comercial reduzindo o tempo para a obtenção da quantidade de plantas necessárias para a 

comercialização e com economia de espaço em casa de vegetação, além de produzir clones 

livres de patógenos (FERREIRA et al., 1998). 

Apesar de se buscar fidelidade clonal através das técnicas de cultura de tecidos, podem 

ocorrer ao longo do processo in vitro variações genéticas e/ou epigenéticas chamadas de 

variação somaclonal. Portanto, de modo geral, a variação somaclonal pode ser definida como: 

variações genéticas e/ou epigenéticas espontâneas encontradas em plantas regeneradas a partir 

do cultivo in vitro (LARKIN & SCOWCROFT, 1981). 

A variação somaclonal se tornou e ainda permanece sendo um dos maiores problemas 

da micropropagação via cultura de tecidos de plantas. O esperado é a obtenção de clones 

geneticamente uniformes de plantas, portanto, a ocorrência de variações aleatórias 

espontâneas e incontroláveis é um fenômeno altamente indesejável (BAIRU et al., 2011).  

Anormalidades citogenéticas, incluindo mudanças de ploidia e rearranjos 

cromossômicos podem ser encontrados em plantas regeneradas por cultura de tecidos, sendo a 

translocação e as aberrações cromossômicas as variações mais freqüentes. Outros exemplos 

de variação somaclonal são: variações de seqüências e metilações do DNA, além da ativação 

de transposons (KAEPPLER et al., 2000).   

A ocorrência de variação pode ser influenciada pelos métodos utilizados durante o 

processo de propagação, como a regeneração via indireta (através de calos ou suspensão 

celular), genótipo, origem do explante (folhas, raízes, meristemas, etc), tipo e concentração 

dos reguladores de crescimento, além da quantidade e duração dos subcultivos (BAIRU, et al., 

2011). 

A duração do processo in vitro pode ter grande influência na ocorrência de variações. 

Um estudo realizado com plantas micropropagadas de Olea europaeae L. mostrou que com o 

aumento do número de subcultivos, houve o aumento da taxa de polimorfismo genotípico, 

além do aumento da distância genética entre a planta “mãe” e as plantas micropropagadas 

através de análise de cluster UPGMA (PEYVANDI et al., 2009).  

SANTOS & RODRIGUES (2004) em um estudo com mudas micropropagadas de 

bananeira avaliaram a influência do número de subcultivos in vitro na taxa de variação 

somaclonal, obtendo como resultado, a não ocorrência de variantes até o quinto subcultivo, e 

4,8% de variantes a partir do sexto, atingindo o máximo de 5,8% em nove subcultivos. 
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As técnicas utilizadas para detectar variações somaclonais são: técnicas morfológicas, 

fisiológicas/bioquímicas, moleculares e citogenéticas, onde cada uma delas apresentam seus 

pontos fortes e limitações (BAIRU et al., 2011). 

KAEWPOO & TE-CHATO (2010) avaliaram a uniformidade de plântulas 

provenientes de cultivo in vitro de pinhão-manso utilizando citometria de fluxo. Foram 

utilizados como explantes para o processo de regeneração, epicótilos e hipocótilos de 

plântulas zigóticas cultivadas in vitro por 15 dias. Para a análise de citometria de fluxo foram 

utilizadas folhas de plantas do campo, folhas e caules derivadas da cultura de tecidos e calos. 

Como resultados, obtiveram o mesmo nível de ploidia entre as amostras, o que revelou a não 

ocorrência de variação pelo processo de cultivo in vitro pelo protocolo utilizado.  

Em 2011 foi realizado, segundo os autores, o primeiro trabalho contendo a avaliação 

de variação somaclonal de plântulas micropropagadas in vitro de pinhão-manso de plantas 

selecionadas para alto rendimento. Como explante do processo in vitro os autores utilizaram 

segmentos nodais para a indução de gemas laterais. Foram analisadas plântulas 

micropropagadas do 2º, 8º e 16º subcultivo (de um mesmo genótipo) e a freqüência de 

variação somaclonal entre três diferentes genótipos. Os níveis de polimorfismo no DNA das 

amostras foram determinados com o uso de marcadores moleculares RAPD e AFLP. Os 

resultados obtidos por RAPD mostraram 2,25% de polimorfismo nas plântulas analisadas no 

2º subcultivo e 0% no 8º e 16º subcultivos. No experimento utilizando os três diferentes 

genótipos, não houve diferença no perfil molecular entre as regenerantes de um mesmo 

genótipo, sendo distinto, porém, o perfil molecular entre os genótipos, não sendo detectado 

polimorfismo. Já na análise AFLP foram detectados 0,63% de polimorfismo no 2º subcultivo 

e 0% nos demais, já na análise com os 3 genótipos, 0% de polimorfismo foi encontrado no 

primeiro genótipo, 0,31% no segundo e 0,47% no terceiro. A ocorrência de polimorfismo no 

2º subcultivo se deve ao alto nível de regulador utilizado para o início da indução de gemas, 

mostrando posteriormente fidelidade clonal. Esses resultados sugerem, portanto, que gemas 

axilares podem ser utilizadas como explantes para a micropropagação de J. curcas 

(SHARMA et al., 2011b). 

No mesmo ano LEELA et al. (2011), também realizaram um estudo com explantes 

nodais in vitro para o processo de micropropagação de pinhão-manso e realizou um teste de 

RAPD que confirmou a similaridade genética entre os regenerantes e dos regenerantes com 

suas respectivas mães, portanto não foi observado ocorrência de variação somaclonal. 
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2.5 TRAP (Target Region Amplification Polymorphism) 

 

O TRAP é um marcador molecular de fácil uso e eficiente, baseado nas técnicas de 

PCR que utiliza dois primers (um fixo e outro aleatório) de 18 nucleotídeos para amplificar 

fragmentos de DNA a partir de DNA molde. Devido as suas características, ele tem a 

capacidade de identificar fragmentos amplificados de DNA contendo polimorfismos, em 

regiões próximas de genes-alvo. Cada reação de PCR, dependendo da espécie, pode resultar 

em torno de 50 fragmentos com tamanhos de 50 a 900 pb quando separados em gel de 

poliacrilamida a 6,5% (HU & VICK, 2003).  

O marcador TRAP é vantajoso em relação aos outros marcadores por usar partes de 

seqüências conhecidas de genes de interesse como primer fixo e um primer aleatório que 

amplifica as regiões adjacentes a este gene. Esta técnica pode ser útil na genotipagem de 

bancos de germoplasma e na marcação de genes que governam caracteres agronômicos de 

interesse nas culturas, pela grande quantidade de informações que são geradas (HU & VICK, 

2003).  

O primer aleatório deve conter em torno de 40-50% de GC em sua construção e seguir 

as regras de não formarem dímeros de DNA ou outras estruturas secundárias (LI & QUIROS, 

2001). 

O marcador TRAP tem sido aplicado em diversas culturas, incluindo alface (HU et al., 

2005), cana-de-açúcar (ALWALA et al., 2006; SUMAN et al., 2012), gerânio (PALUMBO et 

al., 2007), girassol (YUE et al., 2009), fava (KWON et al., 2010) e trigo duro (AL-DOSS et 

al., 2011). 

KWON et al. (2010), em um estudo de diversidade genética de 151 acessos de um 

banco de germoplasma de fava (Vicia faba L.), obtiveram com 12 pares de primers do TRAP, 

um total de 221 marcas amplificadas, das quais 55,2% eram polimórficas, conseguindo 

discriminar todos os seus 151 acessos, além de conseguir também revelar diversidade genética 

dentro dos acessos do banco de germoplasma estudado. 

SONG et al. (2012) conseguiram, utilizando os marcadores moleculares TRAP, SCAR 

e CAPS, marcas amplificadas possivelmente relacionadas à resistência de gérbera ao fungo 

oídio. Os marcadores foram utilizados em duas linhagens de gérbera, sendo uma delas 

resistente e outra suscetível à doença. Os primers utilizados vieram de seqüências de genes 

candidatos à resistência. Ao final, foram encontradas 141 marcas presentes na linhagem 

resistente, mas ausentes na linhagem suscetível. Demonstrando que o TRAP pode vir a ser 

utilizado na seleção assistida de características de interesse. 
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Em um trabalho semelhante, CHEN et al. (2012), identificaram três pares de primers 

que amplificaram fragmentos de DNA polimórficos em plantas de trigo resistentes e 

suscetíveis à ferrugem. SUMAN et al. (2012), por sua vez, verificaram diversidade molecular 

em genótipos do complexo Saccharum, utilizando primers TRAPs relacionados a genes de 

lignina, uma importante ferramenta de auxílio ao melhoramento genético de cana-de-açúcar. 

Outra importante aplicação do marcador molecular TRAP é no uso de suas marcas 

como fingerprinting. ZHANG et al. (2012), utilizaram os marcadores TRAP para 

identificação de cultivares de peônia (Paeonia suffruticosa Andrews) Dezenove pares de 

primers do marcador TRAP foram testados nos 56 acessos de peônia. Foram obtidas 276 

bandas, dentre elas, 99,3% polimóficas, sendo assim através dos padrões diferenciados de 

bandamento, os 56 acessos puderam ser identificados. No estudo apresentado, foi atestado que 

a identificação de acessos de peônia através do marcador molecular TRAP é mais eficiente e 

seguro do que através de marcadores morfológicos, método pelo qual, as identificações eram 

realizadas anteriormente. 

O TRAP apresenta, portanto, nas culturas já estudadas, grande capacidade de 

identificar polimorfismos no DNA, sendo assim, este será utilizado no presente trabalho para 

atestar a fidelidade clonal, consequentemente, a ausência de variações genéticas em brotos de 

pinhão-manso provenientes do cultivo in vitro.   

 

2.6 Transformação Genética 

 

A transformação genética vem mostrando ter grande potencial como ferramenta 

auxiliar em programas de melhoramento genético por tornar possível a introdução de genes de 

interesse agronômico, mantendo-se as características genéticas originais da variedade e 

evitando-se a transferência de características deletérias ligadas (BARBOSA, 2002; PEÑA et 

al., 1995) permitindo, assim, o encurtamento do tempo para a obtenção de uma nova 

variedade.  

 A introdução de genes exógenos em plantas via transformação genética pode ser 

efetuada por métodos indiretos (via Agrobacterium tumefaciens ou Agrobacterium 

rhizogenes) ou direto, como a biobalística (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998; 

PURKAYASTHA et al., 2010). O Agrobacterium tumefaciens é uma espécie de bactéria do 

solo que se associa às plantas causando-lhes tumores. Este tem sido o método mais utilizado 

para transformar espécies dicotiledôneas, como o pinhão-manso, pela utilização de diversos 
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tipos de explantes e testando vários fatores que afetam o processo (KUMAR et al., 2010b; LI 

et al., 2008; MAZUMDAR et al., 2010). 

Além de um protocolo de cultura de tecidos eficiente, diversos fatores podem afetar a 

eficiência da transformação via Agrobacterium. Dentre estes fatores podemos destacar: o 

cultivo e a estirpe do Agrobacterium, o tipo de explante utilizado (segmento internodal, 

células em suspensão, protoplastos, segmentos de epicótilos e folhas), o genótipo da planta, 

condições de incubação no co-cultivo e no pós-cultivo (BARBOSA, 2002). 

Estudos preliminares demonstraram o potencial de diferentes explantes usados em 

métodos de transformação via Agrobacterium tumefaciens (LI et al., 2006). A sensibilidade 

dos tecidos de J. curcas a cefotaxime (agente bacteriostático) e aos agentes de seleção 

(canamicina, higromicina e fosfinotricina) foi testada e os calos testados em ensaios com gene 

repórter uidA (LI et al., 2008). LI et al., (2007) realizaram o primeiro procedimento de 

transformação em J. curcas que foi estabelecido por infecção dos discos cotiledonares com A. 

tumefaciens. Os autores utilizaram duas linhagens e dois agentes seletivos diferentes e, 

obtiveram maior eficiência de transformação (13%) usando a linhagem LBA4404 e o 

herbicida fosfinotricina para seleção, em comparação com a linhagem EHA105 e o antibiótico 

higromicina (5%). Após quatro semanas, cerca de 55% dos explantes produziram calos 

resistentes a fosfinotricina e destes, 33% se diferenciaram em brotos. PAN et al., (2010) 

também realizaram experimentos de transformação genética em pinhão-manso utilizando 

cotilédones como explante e a linhagem LBA4404, porém com 20 mg L-1 de canamicina 

como agente seletivo, conseguindo 37 plantas transformadas (PCR e GUS positivas), de um 

total de 120 regeneradas.  

KUMAR et al. (2010b) desenvolveram um protocolo de transformação genética via 

Agrobacterium tumefaciens a partir de explantes foliares (folhas in vitro) de pinhão-manso. 

Foi utilizada a linhagem LBA 4404 com o vetor binário pCambia 1304, utilizando como 

agente seletivo a higromicina. Foram testados diversos fatores que afetam a transformação 

genética e obtiveram a eficiência de transformação de 29%. 

 

2.7 Gene quitinase ech-42 

 

O gene ech-42 é encontrado num isolado de Trichoderma viride e a sua expressão 

resulta na produção da enzima quitinase. Fungos do gênero Trichoderma são fungos de solo 

que podem ser encontrados em todo o mundo (SCHUSTER & SCHMOLL, 2010). São 

oportunistas, não virulentos às plantas e atuam como parasitas e antagonistas a vários fungos 
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patogênicos (VINALE et al., 2008). Seu sistema de defesa compreende tanto mecanismos 

químicos quanto enzimáticos o que o torna um agente de biocontrole (SCHUSTER & 

SCHMOLL, 2010). Os agentes de biocontrole mais comuns entre o gênero Trichoderma são 

linhagens de T. harzianum, T. virens e T. viride (KUMARI et al., 2011). 

Diversos elicitores de defesa das plantas têm sido identificados em espécies e 

linhagens de Trichoderma, como metabólitos secundários, antibióticos e enzimas hidrolíticas 

(quitinases, xilanases, proteases e 1,3-β-glucanases) (AIDEMARK et al., 2010; CARSOLIO 

et al., 1994; LIECKFELDT, 1999). Estes elicitores são capazes de controlar diversos 

organismos como os ascomicetos, basidiomicetos, oomicetos e nematóides (SCHUSTER & 

SCHMOLL, 2010). 

A enzima quitinase é uma molécula de interesse primordial na fitopatologia. Esta 

enzima ataca as moléculas de quitina, que é um componente estrutural principal da parede 

celular dos fungos e do esqueleto dos insetos. Há, portanto, um alto interesse em aumentar o 

nível basal da produção de quitinase através da engenharia genética com o intuito das plantas 

transgênicas adquirirem resistência aos patógenos (SHARMA et al., 2011a). 

LORITO et al. (1998) obtiveram sucesso na utilização do gene endoquitinase clonado 

de uma linhagem de T. harzianum para o controle de doenças. As plantas transformadas de 

tabaco e batata com este gene adquiriram uma resistência à Rhizoctonia solani, Botrytis 

cinerea, Alternaria alternata e A. solani completa ou quase completa, sendo esta resistência 

geneticamente estável e transmissível às progênies. 

NOËL et al. (2005) obtiveram plantas de Picea mariana e híbridos de Populus nigra X 

Populus maximowiczii transformados com o gene ech-42. As plantas transgênicas 

apresentaram atividade elevada da enzima quitinase em comparação com as plantas controle, 

o que refletiu na redução dos sintomas de Melampsora medusae nos híbridos e as plântulas de 

Picea mariana demonstraram um aumento na resistência contra o patógeno Cylindrocladium 

floridanum nos testes in vitro. 

No estudo de EMANI et al. (2003) com algodão, as plantas foram transformadas com 

o gene endoquitinase proveniente do T. virens, o que resultou em significativa resistência ao 

patógeno de solo R. solani e ao patógeno foliar A. alternata. Já nas plantas de algodão 

transformadas com o gene Chi II (gene da quitinase proveniente do arroz), estas apresentaram 

resistência a dois fungos patogênicos: Fusarium oxysporum e Alternaria macrospora 

(GANESAN et al., 2009).  

Em um estudo com maçã (BOLAR et al., 2001), os autores observaram uma 

correlação positiva e elevada entre o aumento da expressão do gene endoquitinase (de T. 
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harzianum) em plantas transformadas e a resistência das plantas ao patógeno Venturia 

inaequalis, porém foi visto correlação negativa (R2 = 0,77) entre o nível de expressão da 

endoquitinase e o crescimento das plantas. A perda de vigor em plantas transformadas com o 

gene endoquitinase já havia sido relatada em maçã por BOLAR et al. (2000). 

Como já foi dito anteriormente, algumas doenças causadas por fungos podem causar 

prejuízos à cultura de pinhão-manso, dentre elas o Oidium sp., Phakopsora jatrophicola e 

Colletotrichum gloeosporioides (DIAS et al., 2007), além de Fusarium sp. (KOBAYASTI et 

al., 2011; NEVES et al., 2009) Sendo assim, um dos objetivos do presente trabalho foi 

estabelecer protocolo de transformação genética via Agrobacterium tumefaciens com 

introdução do gene ech-42 para um dos genótipos selecionados visando a indução de 

resistência a essas doenças.  

 

3 MATERIAL E MÉTODOS 
 

3.1 Local dos Experimentos 

 

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratório de Cultura de Tecidos Vegetais 

e Transformação Genética do Centro de Pesquisa e Desenvolvimento em Recursos Genéticos 

Vegetais, localizado no Centro Experimental Fazenda Santa Elisa, do Instituto Agronômico, 

Campinas, SP. 

 

3.2 Material Vegetal 

 

Os genótipos utilizados no presente estudo foram selecionados pelo programa de 

melhoramento genético de pinhão-manso do IAC. Os genótipos L4P49 e L5P17 se encontram 

no campo e estão sob os mesmos tratos culturais (solo, adubação, aplicação de defensivos, 

etc), diferentemente do genótipo Pmex que se encontra plantado em vaso. As condições 

climáticas e de irrigação (chuva) foram os mesmos para os três genótipos. 

As características morfológicas e fitoquímicas que nortearam a escolha dos genótipos 

L4P49 e L5P17 para este estudo são mostradas nas tabelas 1 e 2, respectivamente. O genótipo 

Pmex foi escolhido por ser um genótipo atóxico, ou seja, não apresenta ésteres de forbol 

(segundo informações provenientes do México, local de origem do genótipo). 

As análises fitoquímicas foram realizadas pela Dra. Roseli Aparecida Ferrari, 

pesquisadora do Centro de Ciência e Qualidade de Alimentos do Instituto de Tecnologia dos 
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Tabela 2 - Características fitoquímicas dos genótipos L4P49 e L5P17 de 
pinhão-manso. 

Alimentos (ITAL), segundo metodologia descrita por FERRARI et al. (2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

3.3 Micropropagação de Pinhão-Manso  

 

Para este estudo, folhas jovens extraídas de estacas dos três genótipos indicados 

(L4P49, L5P17 e Pmex) foram mantidas em temperatura ambiente em condições de escuro 

por 20 horas, para posterior processo de assepsia que constituiu de: lavagem em água corrente 

e detergente neutro, seguido de imersão em solução de hipoclorito de sódio (2,5% de cloro 

ativo) durante 15 minutos e tríplice lavagem com água destilada e autoclavada. 

 Características Morfológicas 

Genótipos 
Número de 

cachos 

Relação 

cacho/ramo 

Número de frutos 

do melhor cacho 
Origem 

L4P49 14 2,8 15 Brasil 

L5P17 10 1,4 24 Brasil 

Características Fitoquímicas 

Ácido Graxo L4P49 L5P17 

C 18:1 w9 (Ác. Oléico) 42,2 33,4 

C 18:2 w6 (Ác. Linoléico) 37,3 48,7 

   

 L4P49 L5P17 

Lipídios (g/100g) 31,8 23,5 

Ésteres de forbol (mg/g) 0,59 1,13 

Tabela 1 - Características morfológicas e origem das plantas dos genótipos L4P49 e L5P17 
de pinhão-manso. 
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Em câmara de fluxo laminar, segmentos de folhas assépticas com tamanho 

aproximado de 0,7 x 0,7 cm, foram distribuídos em meio de cultura composto por sais de MS 

(MURASHIGE e SKOOG, 1962) (Anexo 1) com 30 g L-1 de sacarose, e mantidos a 25 ºC ±1 

°C sob escuro total por seis dias, visando a identificação de explantes contaminados. Após 

este período, os explantes livres de contaminação foram utilizados nos experimentos de 

avaliação de meios de cultura indutores de organogênese somática. 

Em todos os experimentos realizados neste estudo, os explantes permaneceram em 

meios de cultivos específicos, sob fotoperíodo de 16horas/luz e temperatura de 25 ºC ±1 °C, 

com subcultivo a cada três semanas. 

O arranjo experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com delineamento 

fatorial. As análises estatísticas foram realizadas através do programa SANEST (MACHADO 

& ZONTA, 1995), com o uso de análise de variância seguindo modelos matemáticos 

específicos conforme descrito para cada experimento. Foram realizados também testes de 

Tukey a 5% de probabilidade para comparação das médias dos tratamentos. 

 

3.3.1 Indução de brotações in vitro a partir de segmentos de folhas 

 

Os meios de cultura testados foram compostos por sais do meio MS, suplementados 

com 100 mg L-1 de inositol, 10 mg L-1 de cisteína, 25 mg L-1 de glutationa, 30 g L-1 de 

sacarose, 500 mg L-1 de caseína hidrolizada, 6 mg L-1 de sulfato de cobre e os fitorreguladores 

BAP, IBA e TDZ em diferentes concentrações e combinações (Tabela 3), compondo nove 

tratamentos. Os meios de cultivo foram solidificados com 2,4 g L-1 de phytagel e tiveram o 

pH ajustado para 5,8 ± 0,1, antes de serem autoclavados a 120 ºC e 1,2 atm, por 20 minutos. 

Ao meio básico foi adicionado sulfato de cobre, pois, segundo KHURANA-KAUL et 

al. (2010), o seu uso em seu trabalho resultou em melhor eficiência de regeneração e 

diminuição do tempo para a diferenciação de explantes foliares de pinhão-manso. 

Cada tratamento foi composto por cinco placas contendo três explantes cada. As 

repetições foram representadas pela média dos explantes de cada placa. O experimento foi 

repetido três vezes seguindo os mesmos procedimentos em épocas distintas: maio de 2011, 

novembro de 2011 e setembro de 2012. 

Após seis semanas de cultivo dos explantes nos meios mencionados, foram realizadas 

as avaliações das seguintes variáveis: porcentagem de explantes com formação de calo, 

porcentagem de explantes oxidados e número médio de brotações regeneradas por explante. 
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Para este experimento foi realizado o quadro de análise de variância com o seguinte 

modelo matemático: yijk = m + ai + bj + abij + eijk, em que: 

yijk: observação referente ao i-ésimo genótipo e j-ésimo meio de cultura; 

m: média geral; 

ai: efeito do fator A (genótipo);  

bj: efeito do fator B (meio de cultura); 

abij: interação genótipo X meio de cultura; 

eijk: erro experimental, sendo eijk ~N (0, σ2). 

 

3.3.2 Alongamento de brotações 

 

Brotações de 2 a 5 mm de comprimento obtidas nos experimentos de organogênese 

foliar foram utilizadas como explantes iniciais em dois experimentos diferentes visando o 

alongamento dos brotos, no qual  foram utilizados explantes dos genótipos L4P49 e L5P17. 

Em ambos os experimentos, utilizou-se o meio MS, suplementado com 10 mg L-1 de 

cisteína, 25 mg L-1 de glutationa, 30 g L-1 de sacarose, 500 mg L-1 de caseína hidrolizada, 6 

mg L-1 de sulfato de cobre, 50 mg L-1 de sulfato de adenina e diferentes tipos, combinações e 

concentrações de fitorreguladores, como citado abaixo. Os meios de cultivo foram 

Tratamentos BAP (mg L-1) IBA (mg L-1) TDZ (mg L-1) 

1 0 0 0 

2 0 0 1,5 

3 0 0 3,0 

4 0 0,2 0,5 

5 0 0,2 1,0 

6 0 0,2 2,0 

7 0,5 0,1 0,5 

8 0,5 0,1 1,0 

9 0,5 0,1 2,0 

Tabela 3 - Concentrações dos fitorreguladores BAP, IBA e TDZ utilizadas nos diferentes 
meios de indução de organogênese somática a partir de explantes foliares de pinhão-
manso. 
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solidificados com 6,8 g L-1 de ágar e tiveram o pH ajustado para 5,8 ± 0,1, antes da 

autoclavagem (sob as mesmas condições descritas anteriormente). 

No primeiro experimento foram utilizadas diferentes concentrações de ácido 

giberélico (GA3), totalizando quatro tratamentos, sendo um deles denominado “controle”, 

devido à ausência do fitorregulador. 

 

• A1 - Controle 

• A2 - 1,5 mg L-1 de GA3 

• A3 - 3,0 mg L-1 de GA3 

• A4 - 4,5 mg L-1 de GA3 

 

No segundo experimento foi avaliada a interação entre dois fitorreguladores, uma 

citocinina (BAP) e uma auxina (IBA), totalizando quatro tratamentos: 

 

• B1 – Controle 

• B2 - 0,15 mg L-1 BAP + 0,05 mg L-1 IBA  

• B3 - 0,3 mg L-1 BAP + 0,1 mg L-1 IBA 

• B4 - 0,5 mg L-1 BAP + 0,2 mg L-1 IBA 

 

Cada tratamento foi composto por 10 frascos por genótipo com três brotos por frasco. 

Cada repetição, portanto, foi composta pela média dos três brotos de cada frasco. 

Após seis semanas de cultivo foram realizadas avaliações das seguintes variáveis: 

porcentagem de brotos alongados, porcentagem de brotos oxidados, porcentagem de brotos 

com formação de calo, comprimento dos brotos e número médio de folhas por broto. 

Foi realizada a análise de variância dos resultados, seguindo o modelo matemático: yij 

= m + ai + eij, em que: 

yij: observação referente ao i-ésimo meio de cultura; 

m: média geral; 

ai: efeito do fator A (meio de cultura);  

eij: erro experimental, sendo eij ~N (0, σ2). 

 

3.3.3 Microenxertia e aclimatização de brotos de pinhão-manso 

 

Visando contornar o problema da dificuldade de enraizamento dos brotos regenerados 
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de pinhão-manso, foi utilizada a técnica de microenxertia in vitro.  

Para obtenção dos porta-enxertos, sementes assépticas de um mesmo acesso de plantas 

de pinhão-manso do BAG-IAC foram germinadas em frascos contendo meio MS mantidos 

sob fotoperíodo de 16 horas/luz e temperatura de 25 ºC ±1 °C por 40 dias. O processo de 

assepsia consistiu em: retirada dos tegumentos, lavagem das amêndoas em detergente neutro e 

água corrente, imersão das amêndoas em hipoclorito de sódio (2,5% de cloro ativo) por 20 

minutos e finalmente lavagem em água destilada e autoclavada. Após a germinação foi 

realizada a decapitação da parte superior do hipocótilo das plântulas para remoção dos 

cotilédones e ápice caulinar. Para a microenxertia foram utilizados ápices caulinares (5 mm 

comprimento) dos brotos regenerados in vitro do genótipo L4P49. Após a retirada das folhas, 

estes ápices foram enxertados na região terminal do porta-enxerto cortado no formato de 

bisel, utilizando-se o método de garfagem em fenda cheia. As plantas microenxertadas 

permaneceram sob fotoperíodo de 16 horas/luz e temperatura de 25 ºC ±1 °C em meio MS 

líquido suplementado com 30 g L-1 de sacarose, 0,15 mg L-1 de BAP e 0,05 mg L-1 de IBA 

por 20 dias e depois por mais 10 dias em tubos de ensaio contendo apenas água autoclavada. 

O experimento foi realizado em duas repetições, sendo cada uma delas composta por 

10 tubos de ensaio com uma planta microenxertada cada. As avaliações foram realizadas após 

30 dias, com a determinação da taxa de pegamento, contagem do número de folhas por 

microenxerto e determinação do tamanho médio de folha (cm).  

As plântulas microenxertadas bem desenvolvidas foram transferidas para frascos 

contendo vermiculita autoclavada, e mantidas sob alta umidade (cobertura plástica), 

fotoperíodo de 16 horas/luz e temperatura de 27 °C ±1 °C. A cobertura plástica foi aos poucos 

sendo retirada para a diminuição da umidade. As plântulas permaneceram nestas condições 

por 40 dias. Após este período, estas foram passadas para vasos contendo substrato comercial 

(Plantimax TM/Eucatex), e levadas para casa-de-vegetação. 

 

3.3.4 Análise de ploidia das brotações regeneradas  

 

A ploidia das brotações regeneradas in vitro foi avaliada por meio da técnica de 

citometria de fluxo, utilizando-se o equipamento Partec CyFlow Ploidy Analyzer DAPI 

(Partec Gmbh., Alemanha), que usa lâmpada UV-LED (emissão com comprimento de onda 

de 365 nm) e um parâmetro ótico para detecção de fluorescência. 

Cada amostra foi composta por suspensões nucleares isoladas a partir de segmentos de 

folha (lamina foliar) com tamanho aproximado de 0,25 cm2 (0,5 x 0,5 cm). Os núcleos das 
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células foram expostos com auxílio de lâmina de aço afiada (bisturi) e na presença de 0,1 mL 

do tampão de extração (kit de coloração CyStain UV precise T-DAPI, Partec Gmbh.). A 

seguir, as suspensões foram coradas com 0,4 mL da solução corante do mesmo kit, que usa o 

4-6-diamidino-2-fenilindole (DAPI) como fluorocromo e adicionou-se 0,6 mL de água 

destilada. A solução contendo os núcleos foi filtrada com filtros CellTrics (Partec Gmbh.) 

com 30µm  de poro e analisadas imediatamente. 

Em cada amostra avaliou-se no mínimo 1.000 núcleos intactos com uso do software 

CyView (Partec Gmbh.) e a seguinte calibração: Gain = 597 e Low Level (LL) = 0,64, 

resultando em histogramas com picos representando o tamanho médio relativo do núcleo das 

células da amostra. As amostras cujos coeficientes de variação (CV) situaram acima de 10% 

foram descartadas.  

Duas populações de brotos in vitro foram utilizadas neste experimento, sendo a 

primeira população avaliada no 2º subcultivo (25 brotos do genótipo L4P49 e 20 brotos do 

L5P17) e no 12º subcultivo (30 brotos do genótipo L4P49). E a segunda população avaliada 

no 7º subcultivo (10 brotos por genótipo, L4P49, L5P17 e Pmex). 

Os brotos avaliados foram os provenientes dos tratamentos mais responsivos para 

indução de organogênese somática nos diferentes genótipos testados. Todos os brotos foram 

subcultivados posteriormente no meio de alongamento B3 (0,3 mg L-1 BAP + 0,1 mg L-1 

IBA).  

O tamanho relativo médio do núcleo de cada brotação regenerada foi comparado com 

o da respectiva planta-controle (diploide) para a determinação da ploidia da amostra. 

 

3.3.5 Análises de polimorfismo de DNA em brotações regeneradas, utilizando a técnica 

de marcadores moleculares TRAPs  

 
Para a escolha dos primers foi realizada uma triagem testando-se a combinação de 20 

primers fixos com três primers aleatórios, totalizando 60 pares de primers. Os primers fixos 

foram desenhados a partir dos genes diferencialmente expressos detectados nos trabalhos de 

CRISTOFANI-YALI et al. (2007) por análises de ESTs de citros e hibridização in silico, 

enquanto que os primers aleatórios foram citados por LI & QUIROS (2001). Dentre os 

primers testados foram escolhidos os 12 pares que amplificaram maior número de bandas e 

fragmentos de DNA com maior nitidez, a descrição dos primers utilizados pode ser vista na 

tabela 4. 
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A extração de DNA de folhas foi realizada pelo método de CTAB, onde folhas jovens 

dos genótipos matrizes e de seus brotos regenerados in vitro foram maceradas em 800 µL de 

tampão de extração (Anexo 2) pré-aquecido a 65ºC. Os tubos com as amostras foram levados 

ao banho-maria (65 ºC) por 60 minutos. Após este período, com as amostras à temperatura 

ambiente, foi adicionado 700 µL de clorofórmio : álcool isoamílico (24:1). Os tubos foram 

agitados por inversão por 5 minutos para posterior centrifugação por 12.000 rpm durante 5 

minutos. O sobrenadante foi transferido para novos tubos, onde foi adicionado isopropanol 

(70% do volume do sobrenadante). As amostras foram então mantidas por 30 minutos a -20 

ºC. Os tubos foram centrifugados por 10 minutos a 12.000 rpm e descartado o sobrenadante, 

deixando apenas o pellet. Foi adicionado 500 µL de etanol 70% (v/v) para lavar o precipitado, 

deixando-o imerso durante 5 minutos, invertendo-o. Foi realizada uma centrifugação por 5 

minutos a 12.000 rpm e o etanol descartado. Adicionou-se 500 µL de etanol 95% (v/v) para 

uma segunda lavagem do precipitado, seguido de nova centrifugação. Foi retirado o máximo 

de etanol e o pellet deixado para secar in air. O pellet foi ressuspendido em 100 µL de solução 

TE (10mM Tris-HCl, 1mM de EDTA, pH 8,0). Em seguida, as amostras de DNA passaram 

por um tratamento com RNAse, adicionando-se 2 µL desta enzima (na concentração de 1 

mg/mL) em cada tubo contendo as amostras de DNA. Os tubos foram mantidos por 30 

minutos a 35 ºC em banho-maria, 5 minutos a 65 ºC e 2 minutos em gelo. Posteriormente, as 

soluções de DNA foram todas quantificadas no equipamento Nanodrop e diluídas até a 

concentração de 50 ng/µL, para uso nas reações de PCR.  

As reações de PCR foram realizadas utilizando um volume final de 13 µL contendo: 

1,3 µL do tampão de reação (10x), 1,4 µL de solução MgCl2 a 25 mM, 0,6 µL de mix de 

dNTP a 2,5 mM cada, 0,8 µL do primer fixo a 10 µM, 0,8 µL do primer aleatório a 10 µM, 

0,12 µL de TAQ DNA polimerase e 2,0 µL de cada amostra de DNA a 50 ng/µL. 

O programa de amplificação dos fragmentos de DNA utilizado foi composto por 

vários ciclos, citados a seguir: um ciclo inicial, a 94 ºC, por 2 minutos; seguido de 5 ciclos a 

94 ºC, por 45 segundos; 35 ºC, por 45 segundos e 72 ºC, por 1 minuto, seguido de 35 ciclos, a 

94 ºC, por 45 segundos; 50 ºC, por 45 segundos e 72 ºC, por 1 minuto e por fim, um ciclo 

final, a 72 ºC, por 7 minutos. Foi adicionado ao produto da amplificação, 13 µL do tampão 

formamida para etapa posterior de desnaturação, a 94 ºC, por 3 minutos. 

As amostras foram submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida a 5%, 

desnaturante, contendo 7M de ureia e tampão TBE (Tris-ácido bórico-EDTA). Os parâmetros 

de eletroforese foram: potência fixa de 75 W, durante 2 horas, seguido de revelação pelo 

método de coloração com nitrato de prata a 0,2% (CRESTE et al., 2001). 
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Identificação Gene Tipo Seqüência: 5’ ���� 3’ 

01F ACC Synthase Fixo TCCCCGAGGCACAGCATC 

02F 
Caffeic acid O-

methyltransferase 
Fixo ACAGGGCCAAAGGTAAAC 

05F 

NADP-dependent 

glyceraldehyde 3-

phosphate dehydrogenase 

Fixo ACGCGTCCGCCACTCTCA 

06F 
Chlorophyll a/b- binding 

protein 
Fixo TGGCAGCATCGTCAACT 

07F SRG1 Fixo GGCACCGCACTCACCATC 

08F Miraculin- like protein 2 Fixo GTGGCGAATTTTGACTGT 

10F Ein3-like Fixo CAGTTTCTTGTTGCTACG 

02R 
Caffeic acid O-

methyltransferase 
Fixo AGCGCGTCCTGGTGATGC 

03R Sucrose Synthase Fixo ATATACCCCAGCCAATGT 

06R 
Chlorophyll a/b- binding 

protein 
Fixo GGAGACGGCGGGCTTAGA 

07R SRG1 Fixo TGCTCTGGTTTCGGACAA 

09R DNAJ Fixo CGCATCCTCGCCGTATTG 

P2 - Aleatório GACTGCGTACGAATTTGC 

P4 - Aleatório GACTGCGTACGAATTTGA 

 

 

Os marcadores foram utilizados em 10 brotos do genótipo L4P49 da primeira 

população, também avaliados no teste de ploidia, e 10 brotos por genótipo (L4P49, L5P17 e 

Pmex), sendo estes os mesmos brotos da segunda população avaliada no teste de ploidia. 

Como controle foram utilizadas as plantas matrizes de cada genótipo doadoras de explantes 

para os experimentos de organogênese somática. Os polimorfismos foram determinados pelo 

Tabela 4 - Descrição dos primers fixos e aleatórios utilizados na técnica de marcadores 
moleculares TRAPs. 
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padrão diferenciado de fragmentos amplificados (bandas presentes ou ausentes) das amostras 

testadas e do controle. Os dados foram avaliados no software PopGene, onde foi gerado o 

número total de loci estudados, número de loci polimórficos e análise de distância genética 

entre genótipos segundo NEI (1972). 

 

3.4 Transformação Genética de Pinhão-Manso 

 

3.4.1 Material Vegetal 

 

Todos os experimentos de transformação genética foram conduzidos com o genótipo 

L4P49, considerado o mais responsivo com relação à regeneração in vitro, segundo os 

experimentos anteriormente conduzidos. 

 

3.4.2 Descrição do vetor e da linhagem de A. tumefaciens utilizados 

 

Os experimentos de transformação genética de pinhão-manso foram realizados pelo 

método de co-cultivo com A. tumefaciens, linhagem EHA 105, que contêm o plasmídeo 

(vetor) com o gene quitinase (ech-42), amplificado a partir de um isolado de Trichoderma 

viride, cedido pelo Dr. Ricardo Harakava do Instituto Biológico/SP. 

O vetor, além de conter o gene ech-42, possui também o gene seletivo da neomicina 

fosfotransferase II (nptII), que induz resistência aos antibióticos canamicina e/ou neomicina. 

Ambos os genes tem sua expressão controlada pelo promotor constitutivo 35S, como mostra a 

figura 1. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1 – Estrutura do plasmídeo utilizado nos experimentos de 
transformação genética de pinhão-manso. 
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3.4.3 Manutenção e cultivo de A. tumefaciens 

 

A cultura permanente do A. tumefaciens contendo o plasmídeo foi mantida em glicerol 

50% e armazenada em freezer -80 ºC. Para o processo de transformação genética, uma placa 

de Petri contendo meio LB (MILLER, 1972) (Anexo 3) acrescido de canamicina (100 mg L-1) 

e rifampicina (100 mg L-1) foi inoculada com a agrobactéria e mantida por 72 horas a 28 ºC. 

Após este período, uma colônia isolada foi transferida para meio LB líquido contendo 

canamicina (100 mg L-1) e mantida sob agitação de 200 rpm, a 28 °C por 16 horas. A 

suspensão bacteriana foi então centrifugada a 28 ºC e 3.000 rpm por 15 minutos e o pellet, 

ressuspendido em água destilada autoclavada, para posterior utilização nos experimentos. 

 

3.4.4 Determinação de dose inibitória mínima para o A. tumefaciens 

 

Com o intuito de verificar a dose inibitória mínima do antibiótico ao crescimento do A. 

tumefaciens, foi realizado um teste com quatro concentrações do antibiótico cefotaxime. 

Foram utilizadas placas de Petri contendo meio de cultivo LB com a adição das seguintes 

concentrações do cefotaxime: 

 

• 0 mg L-1 de cefotaxime; 

• 300 mg L-1 de cefotaxime; 

• 400 mg L-1 de cefotaxime; 

• 500 mg L-1 de cefotaxime; 

 
As placas foram inoculadas com a linhagem de Agrobacterium EHA 105 contendo o 

vetor pCambia 2301 e permaneceram em BOD a 28 °C por 4 a 6 dias. Foi realizada uma 

análise visual, cujo parâmetro avaliado foi o crescimento da agrobactéria. 

 

3.4.5 Determinação de dose inibitória mínima do agente seletivo canamicina 

 

O antibiótico utilizado como agente seletivo nos experimentos de transformação 

genética foi a canamicina. Para averiguar a concentração ideal do agente seletivo foi 

necessária uma prévia avaliação da menor concentração do antibiótico que inibia totalmente a 

regeneração de brotações de pinhão-manso. Para isso, explantes foliares de pinhão-manso 

(folhas de brotações in vitro e folhas obtidas de estacas desenvolvidas e enraizadas em casa de 
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vegetação, denominadas in vivo) foram inoculados em meio de cultivo contendo diferentes 

concentrações de canamicina. 

O meio de cultivo básico utilizado foi composto por sais e vitaminas de meio MS, 

acrescido de 100 mg L-1 de inositol, 10 mg L-1 de cisteína, 25 mg L-1 de glutationa, 30 g L-1 

de sacarose, 500 mg L-1 de caseína hidrolizada, 6 mg L-1 de sulfato de cobre, 2,4 g L-1 de 

phytagel e IBA (0,2 mg L-1) e TDZ (1,0 mg L-1), com a presença do antibiótico cefotaxime. 

Os tratamentos foram dispostos da seguinte maneira: 

• Controle: sem antibióticos; 

• T1: 0 mg L-1 de canamicina + 500 mg L-1 de cefotaxime; 

• T2: 25 mg L-1 de canamicina + 500 mg L-1 de cefotaxime; 

• T3: 50 mg L-1 de canamicina + 500 mg L-1 de cefotaxime; 

• T4: 75 mg L-1 de canamicina + 500 mg L-1 de cefotaxime; 

• T5: 100 mg L-1 de canamicina + 500 mg L-1 de cefotaxime. 

 

O arranjo experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com cinco placas por 

tratamento e seis explantes por placa. A parcela experimental foi representada pela média dos 

explantes de cada placa. Foram realizadas três repetições do experimento. 

Após seis semanas de cultivo foram avaliados os seguintes parâmetros: porcentagem 

de explantes com perda de coloração (clareamento), porcentagem de explantes com formação 

de calo, porcentagem de explantes com formação de brotos, nota para clareamento, nota para 

calo e número médio de brotos por explante. 

As notas para clareamento foram de zero a quatro, em que zero representou ausência 

de clareamento, e quatro, clareamento total do explante. Já as notas de calo foram de zero a 

três, em que zero representou ausência de calos, e três, calo por todo o explante. 

Foi realizada a análise de variância dos experimentos através do programa SANEST 

(MACHADO & ZONTA, 1995). O teste de Tukey a 5% de probabilidade foi utilizado na 

comparação de médias. Em seguida foi realizada a análise por regressão polinomial dos 

dados. A equação adotada foi aquela que apresentou maior valor do coeficiente de 

determinação R2.  

 

3.4.6 Experimento de transformação de pinhão-manso: efeito de tempo de cultivo in 

vitro dos explantes antes da transformação 

 

Segmentos foliares das brotações in vitro do genótipo L4P49 foram utilizados como 
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explantes para o experimento de transformação.  

Para este experimento diferentes períodos de cultivo dos explantes em meio de 

regeneração (meio T5 citado anteriormente no item 3.3.1) antes do processo de transformação 

foram avaliados, sendo eles de 1 a 7 dias e de 13 a 15 dias.  

Um total de 30 explantes cultivados durante cada período avaliado foi incubado por 

vinte minutos na solução de bactéria com DO600 de 0,8 (verificado em espectrofotômetro). A 

DO foi definida segundo testes preliminares realizados, nos quais foram testados diferentes 

DOs, sendo o de 0,8 o que promoveu o maior número de brotos canamicina resistentes e 

ausência total de oxidação dos explantes. 

Após o co-cultivo, os explantes foram secos com papel filtro estéril e em seguida co-

cultivados em meio MS solidificado com 6,8 g L-1 de ágar sem a adição de antibióticos, onde 

permaneceram durante três dias sob condição de escuro total e à temperatura de 24 °C. Após 

este período, os explantes foram transferidos novamente para o mesmo meio de regeneração, 

mas suplementado com cefotaxime (500 mg L-1) e canamicina (100 mg L-1), onde 

permaneceram sob fotoperíodo de 16h/luz durante seis semanas para a obtenção das 

brotações. Ao final deste período o número de brotações por explante foi avaliado. 

As brotações obtidas foram alongadas em meio MS, suplementado com 10 mg L-1 de 

cisteína, 25 mg L-1 de glutationa, 30 g L-1 de sacarose, 500 mg L-1 de caseína hidrolizada, 6 

mg L-1 de sulfato de cobre, 50 mg L-1 de sulfato de adenina, 0,3 mg L-1 BAP, 0,1 mg L-1 IBA 

e 500 mg L-1 de cefotaxime, para posterior confirmação dos transformantes. 

 

3.5 Confirmação da Inserção do Gene ech-42 nas Plantas Transformadas 

 

3.5.1 Amplificação do gene a partir do DNA genômico utilizando a técnica de PCR 

 

A confirmação dos transformantes foi realizada através da técnica de PCR utilizando-

se primers que amplificam um fragmento de 1,3 Kb do gene ech-42. Estes primers foram 

descritos por LIECKFELDT et al. (1999) e possuem a seguinte sequência: Forward - 5’ 

CAC.TTC. ACC.ATG.TTG.GGC.TTC.CTC 3’ e Reverse - 5’ 

GAT.CTC.TAG.TTG.AGA.CCG. CTT.CGG 3’.  

Os DNAs de 39 amostras de brotações regeneradas foram extraídos através do método 

CTAB (descrito no item 3.3.5). A reação de PCR foi composta por 4,0 µL do tampão de 

reação (5x), 1,2 µL de MgCl2 a 25 mM, 0,4 µL de mix de dNTP a 2,5 mM cada, 0,5 µL do 

primer forward a 10 µM, 0,5 µL do primer reverse a 10 µM, 0,25 µL de TAQ DNA 
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polimerase e 5 µL de cada amostra de DNA a 10 ng/µL. O programa de amplificação 

utilizado foi composto por um ciclo inicial a 95 °C por 4 minutos; seguido de 30 ciclos a 95 

°C por 30 segundos, 62 °C por 30 segundos e 72 ºC por 2 minutos e um ciclo final a 72 °C 

por 7 minutos. 

Os produtos da reação de PCR foram submetidos à eletroforese em gel de agarose 1%, 

com a voltagem constante, 110 V, por 1h30min e visualização no equipamento AlphaImager 

HP (Cell Biosciences) com uso de GelRed. 

 

3.6 Ensaios de Expressão Gênica por PCR em Tempo Real - qRT(PCR) 

 

3.6.1 Extração de RNA dos brotos transformados e quantificação  

 

A extração de RNA das plantas PCR positivas foi realizada através do mini Kit 

PureLink™ RNA (Ambion). Os RNAs foram quantificados no equipamento NanoVue plus 

(GE) e sua integridade verificada em gel de agarose 1%. 

 

3.6.2 Desenho de primers gene-específicos 

 

Os primers foram desenhados a partir da seqüência total do gene ech-42 com o auxílio 

do programa Primer 3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/). Outros parâmetros também foram 

definidos, tais como o produto final entre 80 e 130 pb, temperatura de anelamento do primer 

entre 58 e 62˚C e GC ótimo em 50%. 

Os três pares de primers (pr1, pr2 e pr3) desenhados para os experimentos de 

expressão gênica são mostrados na Tabela 5. 

 

3.6.3 Validação dos primers a serem utilizados na reação de PCR em tempo real 

 

Visando verificar a eficiência de amplificação dos primers e a qualidade do produto de 

amplificação, foi realizada uma reação de PCR com DNA de uma planta PCR positiva para o 

gene ech-42, antes da realização da reação de PCR em tempo real (qRT-PCR). Para tanto, 

utilizou-se o volume total de reação de 20 µL, sendo composta por 4,0 µL do tampão de 

reação (5x), 1,2 µL de MgCl2 a 25 mM, 0,4 µL de mix de dNTP a 2,5 mM cada, 0,5 µL do 

primer forward a 10 µM, 0,5 µL do primer reverse a 10 µM, 0,25 µL de TAQ DNA 

polimerase e 5 µL de DNA a 10 ng/µL. O programa de amplificação utilizado foi o mesmo do 
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item 3.5.1. O nível de expressão do gene ech-42 foi comparado com a do gene endógeno 

actina, proveniente da espécie Ricinus communis L., pertencente à mesma família do pinhão-

manso, usada, portanto, como controle (Tabela 5). 

 

 

 

 

Sequências (5' - 3') 
Primers 

Forward Reverse 
pr1 TGCCTACGCCGATTATCAGAA TGCTTCACACAGCCGTATGC 
pr2 AGAACGGTATCTGGGACTACAAGGT GTAGTACGCCTGTGCGACAGAGT 
pr3 AACGCATACGGCTGTGTGAAG GCCACCGATAGAGAGCATAACCT 

Actina GAACTGGAATGGTGAAGGCT ACATAGGCATCCTTCTGACC 
 

 

3.6.4 Síntese da 1ª fita de cDNA 

 

A síntese da primeira fita de cDNA foi realizada segundo o protocolo da Super Scrip 

III First Strand synthesis (Invitrogen) e quantificado em NanoVue plus (GE). Em seguida uma 

reação de PCR para confirmação da síntese foi realizada utilizando o par de primers pr1. A 

reação de PCR foi composta por 2,0 µL do tampão de reação (10x), 1,5 µL de MgCl2 a 25 

mM, 0,4 µL de mix de dNTP a 2,5 mM cada, 0,5 µL do primer forward a 10 µM, 0,5 µL do 

primer reverse a 10 µM, 0,2 µL de TAQ DNA polimerase e 2 µL de cDNA, o volume total de 

reação foi de 20 µL. O programa de amplificação utilizado foi composto por um ciclo inicial a 

95 °C por 4 minutos; seguido de 30 ciclos a 95 °C por 30 segundos, 55 °C por 30 segundos e 

72 ºC por 2 minutos e um ciclo final a 72 °C por 7 minutos. O produto da amplificação foi 

submetido a gel de agarose 1%. Foi realizada uma corrida com voltagem constante: 110 V, 

por 1h30min e visualização no equipamento AlphaImager HP (Cell Biosciences). 

 

3.6.5 Reação qRT(PCR) 

 

Para a reação de PCR em tempo real utilizou-se o seguinte mix: 10 µL de Sybr, 4 µL 

do mix de primers (forward e reverse, concentração final de 200 nM cada), 4 µL de cDNA (10 

ng/µL) e 2 µL de água Milli-Q.   

Tabela 5 - Seqüências dos primers utilizados na reação de PCR em tempo real para 
confirmação da expressão gênica das plantas transformadas. 
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Foi utilizado o equipamento Real Time System 7300 PCR (Applied Biosystems), com 

o seguinte programa de amplificação: 55 °C por 2 minutos, 95 °C por 10 minutos, 40 ciclos 

de 95 °C por 15 segundos e 60 °C 1 minuto, além de um passo de dissociação para 

averiguação da qualidade da amplificação (95 °C – 15 segundos, 60 °C – 30 segundos e 95 °C 

– 15 segundos). 

Na reação foram utilizadas duas amostras de plantas PCR positivas (plantas 12 e 23) 

amplificadas em quadruplicatas e um controle negativo, sem cDNA (NTC), utilizado para 

verificar ocorrência de eventual contaminação. 

As análises dos níveis de expressão foram realizadas de acordo com o método-2∆∆Ct 

(BOOKOUT & MANGELSDORF, 2003). 

 

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
 

4.1 Micropropagação de Pinhão-Manso 

 

4.1.1 Indução de brotações in vitro a partir de segmentos de folhas 

 

Após as avaliações dos experimentos conduzidos para indução de brotos a partir de 

segmentos de folhas retiradas da planta matriz em três épocas distintas, verificou-se diferença 

estatística tanto no desempenho dos genótipos comparados entre si quanto no desempenho de 

cada genótipo nas diferentes épocas avaliadas.  

No experimento realizado em maio de 2011 (Época I), o genótipo L4P49 foi o que 

melhor respondeu aos tratamentos, obtendo uma média geral de 10,2 brotos por explante 

(Figura 2a). O mesmo não ocorreu na segunda repetição do experimento (Época II - 

novembro de 2011) (Figura 2b) quando o desempenho deste genótipo foi de apenas 1,4 broto 

por explante. Já em setembro de 2012 (Época III) (Figura 2c) a média atingiu 24,8. Similar 

oscilação pode ser observada no genótipo L5P17, o qual obteve sua melhor média (20,0 

brotos por explante) quando os explantes foram retirados em setembro de 2012 e a mais baixa 

média (2,8 brotos por explante) na Época I. O genótipo Pmex também apresentou oscilação 

semelhante, porém sua média máxima foi de 4,9 brotos por explante no experimento de 

setembro de 2012. Este foi o que demonstrou menor capacidade regenerativa, independente 

da época do ano em que se procedeu a coleta dos explantes (folhas). 

Segundo dados levantados pela CIIAGRO com relação à temperatura e precipitação 
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médias para a Fazenda Santa Elisa (Campinas, SP), local em que as plantas doadoras de 

explantes eram cultivadas, pôde-se identificar que nos 15 dias que precederam a coleta dos 

explantes para a realização da terceira repetição dos experimentos (Época III), a temperatura 

máxima média foi de 29,9 °C e a mínima de 15,0 °C. Para precipitação percebeu-se um índice 

de 0 mm de chuva. Nota-se que estas temperaturas são superiores às encontradas no período 

de coleta dos explantes das duas primeiras épocas avaliadas (Tabela 6). Na segunda época, na 

qual os três genótipos obtiveram baixo desempenho, pode-se verificar uma incidência maior 

de chuva. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 
 

O clima e a idade de cada uma das plantas matrizes provavelmente interferiram na sua 

fisiologia e consequentemente nos resultados do processo organogênico in vitro. SANTANA 

et al. (2004) observaram diferenças na resposta in vitro de café (Coffea canephora) para 

indução de embriogênese somática, dependendo da época de coleta dos explantes foliares, 

sendo os explantes coletados entre os meses abril e julho os que apresentaram melhores 

Figura 2 - Desempenho geral na capacidade regenerativa dos genótipos de pinhão-manso 
L4P49, L5P17 e Pmex nas diferentes épocas. a) Época I (maio de 2011), b) Época II (novembro 
de 2011) e c) Época III (setembro de 2012). Médias com letras distintas diferem entre si pelo 
teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
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resultados. BOGGETTI et al. (1999), trabalhando com indução de brotação de gemas in vitro 

a partir de explantes nodais de cajuzeiro, observaram uma grande queda na resposta in vitro 

com o aumento da idade da planta doadora de explantes.  

No presente trabalho, os três genótipos estudados obtiveram sua máxima capacidade 

regenerativa quando os explantes foram retirados em setembro de 2012 (Época III).  

 

 

 
 
 

 
 
 

Estes resultados demonstraram, portanto, a diferença na capacidade regenerativa dos 

explantes de pinhão-manso, dependendo do estado fisiológico da planta matriz.  Além das 

diferenças relacionadas à idade da planta e à época da coleta dos explantes, observou-se 

também, diferença nas respostas entre os genótipos estudados. 

Diferenças no desempenho entre genótipos de pinhão-manso in vitro foram relatadas 

anteriormente por KUMAR et al. (2010a), na indução de organogênese direta em explantes 

cotiledonares e por KUMAR & REDDY (2010), na indução direta de brotos a partir de 

pecíolos. Resultados semelhantes também foram obtidos em outras espécies como soja 

(PARROT et al., 1989), cevada (BREGITZER, 1992), algodão americano (COLEMAN & 

ERNST, 1989), prímula (SCHWEEN & SCHWENKEL, 2003) e amoreira (CHITRA & 

PADMAJA, 2005). 

Segundo KUMAR & REDDY (2010), o efeito de genótipo observado nas etapas 

iniciais da micropropagação pode ser explicado, em parte, pela diferença nos níveis dos 

hormônios endógenos de cada planta matriz (fonte de explantes), principalmente com relação 

às citocininas. GRATTAPAGLIA & MACHADO (1998), afirmaram que além do genótipo, 

 Temperatura (°C)   

Intervalo Máxima 
(média) 

Mínima 
(mínima) 

Dias de 
chuva 

Pluviosidade média 
(mm de chuva/dias 

com chuva) 
04/05/2011 – 
19/05/2011 

25 13,9 1 9 

20/10/2011 – 
03/11/2011 

27,3 15,5 2 26 

29/08/2012 – 
12/09/2012 

29,9 15 0 - 

Tabela 6 - Dados climatológicos da Fazenda Santa Elisa, Campinas, SP, na quinzena 
anterior à coleta de explantes de cada repetição do experimento de indução de organogênese 
somática de pinhão-manso. Fonte: CIIAGRO. 
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diversos outros parâmetros podem interferir no processo de morfogênese in vitro, tais como: a 

idade da planta matriz, o seu estádio fisiológico, nutricional e fitossanitário e as condições 

climáticas e de solo em que são cultivadas. 

Em todos os experimentos (diferentes épocas) a interação genótipo X meio de cultura 

foi significativa estatisticamente, indicando forte dependência do genótipo, ou seja, cada 

genótipo respondeu de maneira diferente com relação às combinações de fitorreguladores 

utilizadas. Assim foi possível definir um meio de cultivo mais apropriado para cada genótipo 

estudado. 

Diferenças entre genótipos e tratamentos também foram observados em outras culturas 

como tomate (RODRÍGUES et al., 2003), arroz (KHANNA & RAINA, 1998), soja 

(KOMATSUDA et al., 1991) e cevada (HANZEL et al., 1985). Diferentemente do que foi 

observado por LEELA et al. (2011) que não observou genótipo-dependência na indução de 

brotos em explantes nodais de pinhão-manso. 

Em todos os experimentos, houve diferenças estatísticas entre os meios de cultura, 

independentemente da época de coleta dos explantes e da capacidade regenerativa dos 

genótipos (Tabela 7).  Nota-se ainda que estas diferenças entre os meios seguem uma mesma 

tendência e podem ser analisados como um todo. 

O tratamento controle (ausência de fitorreguladores, tratamento 1) não induziu a 

regeneração de brotos em nenhum dos explantes inoculados. Dentre os tratamentos com a 

adição de fitorreguladores, aqueles que continham apenas a citocinina TDZ (tratamentos 2 e 

3) obtiveram os piores resultados em termos de indução de brotos. Os melhores tratamentos, 

portanto, foram aqueles com a presença da auxina IBA, além de TDZ, o que demonstra a 

importância da interação citocinina X auxina para a formação de brotos em pinhão-manso. 

SHRIVASTAVA & BANERJEE (2008) também observaram em seu trabalho, melhores 

respostas para regeneração de explantes nodais em pinhão-manso com a interação entre uma 

citocinina (BAP) e auxina (IBA).  Diferentemente do resultado encontrado por KUMAR et al. 

(2011), que ao induzir brotos via organogênese direta em pinhão-manso, verificou que a 

formação de brotos diminuía com a adição de auxina. 

De modo geral, os tratamentos com a adição da citocinina BAP (7, 8 e 9) não 

diferiram estatisticamente daqueles em que havia apenas TDZ e IBA (4, 5 e 6). Assim, se 

considera dispensável a suplementação de BAP no meio de cultura para indução de brotos, 

sendo suficiente a suplementação com TDZ e IBA nas concentrações utilizadas no presente 

estudo. KUMAR et al. (2010a) observaram melhor resposta para indução de organogênese 

direta em explantes cotiledonares de pinhão-manso quando TDZ era adicionado ao meio de 
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cultura em comparação aos meios que continham apenas BAP. KHURANA-KAUL et al. 

(2010) verificaram em seu experimento que a interação entre os fitorreguladores TDZ e IBA 

foi mais eficiente na indução de brotos de pinhão-manso a partir de explantes foliares do que 

a interação entre BAP e IBA, indicando a importância e eficiência do TDZ, principalmente 

em combinação com o IBA, no processo de organogênese de pinhão manso. 

 

 

 

 

 

 Média geral de brotos por explante 
Tratamentos (Meios de Cultura) Época I Época II Época III 

1 (Controle) 0,0b 0,0d 0,0d 
2 (1,5 mg L-1 TDZ) 0,1b 0,0d 14,4bc 
3 (3,0 mg L-1 TDZ) 0,4b 0,1cd 10,6cd 

4 (0,2 mg L-1 IBA e 0,5 mg L-1 TDZ) 5,1a 5,3a 18,1abc 
5 (0,2 mg L-1 IBA e 1,0 mg L-1 TDZ) 10,5a 2,4b 28,4a 
6 (0,2 mg L-1 IBA e 2,0 mg L-1 TDZ) 6,5a 4,0ab 22,7ab 

7 (0,5 mg L-1 BAP + 0,1 mg L-1 IBA e 0,5 
mg L-1 TDZ) 

7,0a 2,1b 19,5abc 

8 (0,5 mg L-1 BAP + 0,1 mg L-1 IBA e 1,0 
mg L-1 TDZ) 

8,0a 2,6b 19,2abc 

9 (0,5 mg L-1 BAP + 0,1 mg L-1 IBA e 2,0 
mg L-1 TDZ) 

7,8a 1,5bc 16,1bc 

C.V. 89,0% 61,70% 56,16% 
Médias com letras distintas em cada coluna diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de 
probabilidade. 

 

 

Nas análises individuais por genótipo, verificou-se que o genótipo L4P49, apresentou 

diferenças estatísticas no número médio de brotos por explante, sendo o tratamento 5 (0,2 mg 

L-1 de IBA e 1,0 mg L-1 de TDZ), o que se destacou com a melhor média (21,6) e o que 

apresentou maior porcentagem de explantes inoculados que regeneraram brotos (79,4%) 

(Tabela 8). 

Para o genótipo L5P17 também foi verificada a existência de diferenças estatísticas 

entre os tratamentos para a variável número médio de brotos por explante, porém essas 

diferenças ocorreram somente entre os tratamentos com interação auxina X citocinina e o 

tratamento controle (Tabela 9). O tratamento 7, que apresentou a média de 12,3 brotos por 

explante, foi o que obteve a maior taxa de explantes que regeneraram brotos (74,2%).  

Tabela 7 - Média geral do número de brotos regenerados por explante, considerando-se a 
soma dos três genótipos, em cada tratamento (meio de cultura) utilizado para a indução de 
organogênese somática de pinhão-manso, nas diferentes épocas do ano (Época I - maio 
2011; Época II - novembro 2011 e época III - setembro 2012).  
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Tratamentos (Meios 
de Cultura) 

Número médio 
de brotos por 

explante 

Porcentagem 
de formação 

de calos 

Porcentagem 
de oxidação 

Porcentagem de 
explantes que 
regeneraram 

brotos 
1 0,0C 0,0% 100,0% 0,0% 
2  4,2BC 55,6% 75,6% 34,4% 
3  4,7BC 38,0% 80,6% 37,5% 
4  14,5AB 97,9% 26,1% 67,5% 
5  21,6A 100,0% 9,4% 79,4% 
6 12,4AB 100,0% 34,7% 71,7% 
7  16,1AB 100,0% 8,3% 66,7% 
8 18,9A 90,7% 28,7% 61,9% 
9  16,7AB 87,3% 38,9% 57,8% 
 C.V. = 72,53%    

Médias com letras distintas em cada coluna diferem entre si pelo teste de Tukey a 1% de 
probabilidade. 

 

 

 

 

 
 

 
 
 

Tratamentos 
Número médio de 

brotos por 
explante 

Porcentagem 
de formação 

de calos 

Porcentagem 
de oxidação 

Porcentagem de 
explantes que 

regeneraram brotos 
1 0,0b 0,0% 100,0% 0,0% 
2 7,6ab 46,1% 62,1% 36,7% 
3 5,8ab 39,6% 74,4% 28,3% 
4 12,7a 88,3% 16,7% 70,0% 
5 11,8a 95,0% 15,8% 65,0% 
6 9,6a 95,5% 17,0% 67,3% 
7 12,3a 87,6% 31,7% 74,2% 
8 9,7a 83,0% 29,1% 62,7% 
9 8,1a 90,9% 31,4% 58,1% 
 C.V. = 68,89%    

Médias com letras distintas em cada coluna diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de 
probabilidade. 

Tabela 8 - Desempenho geral do genótipo L4P49 (nas três épocas) no experimento de 
indução de organogênese somática, apresentando o número médio de brotos por explante, 
porcentagem de explantes que formaram calos, porcentagem de explantes que oxidaram e 
porcentagem de explantes que regeneraram brotos. 

Tabela 9 - Desempenho geral do genótipo L5P17 (nas três épocas) no experimento de indução 
de organogênese somática, apresentando o número médio de brotos por explante, porcentagem 
de explantes que formaram calos, porcentagem de explantes que oxidaram e porcentagem de 
explantes que regeneraram brotos. 
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No genótipo Pmex, o tratamento 6 foi o que regenerou o maior número de brotos por 

explante, com a média de 7,4, não diferindo estatisticamente, porém, dos tratamentos 5 e 8 

(Tabela 10). O tratamento 6 também foi o que apresentou a segunda maior taxa de explantes 

com formação de brotos (76,7%) e a menor porcentagem de explantes oxidados (21,1%). O 

tratamento com a maior porcentagem de formação de calos (95,8%) foi o tratamento 4. 

Para todos os genótipos e em todos os tratamentos que houve formação de brotos, a 

organogênese ocorreu de forma indireta, ou seja, houve a formação de calos (Figura 3a-c). 

 

 

 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 

 

 
 

 

Tratamentos 
Número médio 
de brotos por 

explante 

Porcentagem de 
formação de 

calos 

Porcentagem 
de oxidação 

Porcentagem de 
explantes que 

regeneraram brotos 
1 0,0d 0,0% 100,0% 0,0% 
2 0,8cd 13,6% 39,2% 6,7% 
3 0,0d 9,7% 72,2% 2,8% 
4 3,1bc 95,8% 25,0% 79,2% 
5 5,1ab 87,5% 33,3% 57,8% 
6 7,4a 81,1% 21,1% 76,7% 
7 1,7cd 68,1% 27,8% 25,0% 
8 3,7ab 81,1% 28,1% 60,0% 
9 3,1bc 65,3% 29,2% 34,7% 
 C.V = 44,50%    

Médias com letras distintas em cada coluna diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de 
probabilidade. 

Tabela 10 - Desempenho geral do genótipo Pmex (nas três épocas) no experimento de indução 
de organogênese somática, apresentando o número médio de brotos por explante, porcentagem 
de explantes que formaram calos, porcentagem de explantes que oxidaram e porcentagem de 
explantes que regeneraram brotos.  

Figura 3 - Formação de calos e brotações do processo de organogênese somática em 
explantes foliares de pinhão-manso dos genótipos: a) L4P49, b) L5P17 e c) Pmex, após 
6 semanas de cultivo. Barra = 1 cm. 

a) b) c) 
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4.1.2 Alongamento de brotações 

 

No primeiro experimento de alongamento de brotações foram utilizadas diferentes 

concentrações de GA3. Como resultados foram obtidas altas taxas de oxidação nos brotos. No 

genótipo L4P49 a porcentagem de brotos oxidados variou de 67,7 a 100% e no genótipo 

L5P17 a oxidação variou de 83,3 a 95,2% (Figura 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Além da alta oxidação, foi baixa a porcentagem de brotos que responderam aos 

tratamentos, ou seja, que alongaram. No genótipo L4P49, o tratamento A4 foi o que 

promoveu a maior porcentagem de brotos alongados (10,3%), com tamanho médio de 0,97 

cm. Para o genótipo L5P17, o tratamento controle foi o que promoveu a maior porcentagem 

de alongamento com 16,6% (Figura 5) e tamanho médio de 0,50 cm.  

PURKAYASTHA et al. (2010), também avaliaram o efeito do GA3 no alongamento 

de brotos provenientes da multiplicação de ápices caulinares de pinhão-manso. Os autores 

verificaram eficiência no alongamento dos brotos quando estes eram mantidos por 10 dias em 

meio contendo 0,5 µM de GA3. No entanto, o uso de doses mais elevadas de GA3 foram 

ineficientes. Além disso, o seu uso por períodos de tempo prolongados induzia a formação de 

brotos finos e inadequados para a etapa de enraizamento. DEORE & JOHNSON (2008), 

Figura 4 - Porcentagem de brotos oxidados nos tratamentos do experimento de 
alongamento de brotações de pinhão-manso com o uso do fitorregulador GA3. 
Tratamentos: A1 (Controle), A2 (1,5 mg L-1 de GA3), A3 (3,0 mg L-1 de GA3) e 
A4 (4,5 mg L-1 de GA3). 
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obtiveram brotos alongados de pinhão-manso usando GA3, porém, em associação com altas 

concentrações de citocinina e auxina. KHURANA-KAUL et al. (2010), também utilizaram o 

GA3 em associação com uma citocinina para o alongamento de brotos de pinhão-manso. 

No presente estudo, o uso isolado do fitorregulador GA3 não se mostrou eficiente no 

alongamento dos brotos. De acordo com a literatura, a combinação deste fitorregulador com 

auxinas e/ou citocininas é que podem surtir efeito positivo nesta etapa. Pode ser considerada 

baixa, portanto, a eficiência do GA3 no alongamento de brotações de pinhão-manso, não 

sendo indicado o seu uso nesta etapa do processo de micropropagação. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

No segundo experimento visando à indução de alongamento de brotos foram utilizadas 

diferentes concentrações de BAP e IBA. Para o genótipo L4P49 se observou que o tratamento 

B3 (0,3 mg L-1 BAP e 0,1 mg L-1 IBA), foi o que promoveu o maior alongamento dos brotos 

(1,4 cm em média) e o maior número de folhas por broto (4,5), não diferindo, porém, 

estatisticamente dos outros tratamentos (Tabela 11) (Figura 6a). Verificou-se que com o 

aumento das concentrações dos fitorreguladores, houve o aumento da porcentagem de brotos 

alongados, que variou de 30% (tratamento controle) a 68,2% (tratamento B4) e a diminuição 

da porcentagem de oxidação que variou de 65% no controle a 9,1% no tratamento B4. Foi 

observado, porém, nos tratamentos com as maiores concentrações de fitorreguladores, a 

Figura 5 - Porcentagem de brotos que responderam aos tratamentos do 
experimento de alongamento de brotações de pinhão-manso com o uso do 
fitorregulador GA3. Tratamentos: A1 (Controle), A2 (1,5 mg L-1 de GA3), A3 
(3,0 mg L-1 de GA3) e A4 (4,5 mg L-1 de GA3). 
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formação de calo por todo o broto, o que impede o seu desenvolvimento. Em 59,1% dos 

brotos mantidos no tratamento B4 foi observado formação de calos basais (Figura 6b). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tratamentos 
Tamanho 
do broto 

(cm) 

Número 
de Folhas 

Porcentagem 
de explantes 
responsivos 

Porcentagem 
de Oxidação 

Formação 
de calo 

por todo 
o broto 

Calo 
Basal 

B1 (Controle) 0,6a 3,1a 30,0% 65,0% 0,0% 0,0% 
B2 (0,15 mg L-1 

BAP + 0,05 mg L-1 
IBA) 

0,9a 3,8a 50,0% 45,0% 0,0% 0,0% 

B3 (0,3 mg L-1 

BAP + 0,1 mg L-1 
IBA) 

1,4a 4,5a 58,2% 23,6% 18,2% 0,0% 

B4 (0,5 mg L-1 

BAP + 0,2 mg L-1 
IBA) 

0,6a 2,5a 68,2% 9,1% 18,2% 59,1% 

C.V. 31,2% 28,5%     
Médias com letras distintas nas colunas diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de 
probabilidade. 

Tabela 11 - Resultados do experimento de alongamento de brotações de pinhão-manso do 
genótipo L4P49 nos tratamentos com diferentes concentrações dos fitorreguladores BAP e 
IBA.  

Figura 6 - Alongamento in vitro de brotos de pinhão-manso em 
meio de cultivo com diferentes concentrações de BAP e IBA. a) 
Broto alongado do genótipo L4P49; b) Formação de calo basal em 
brotos do tratamento B4. Barra = 1 cm. 

a) b) 



 40 

Para o genótipo L5P17, também se notou aumento da ocorrência de formação de calos 

e queda na porcentagem de brotos oxidados quando se utilizou doses crescentes dos 

fitorreguladores BAP e IBA. O tratamento que promoveu o maior tamanho de brotos foi o B3, 

não diferindo, porém, dos outros tratamentos e os tratamentos B1, B3 e B4 promoveram os 

maiores números de folhas (Tabela 12). KUMAR et al. (2010a) obtiveram resultados 

eficientes no alongamento de brotos com o uso da interação entre uma citocinina e auxina, 

BA e IAA, respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

Os resultados demonstraram, de maneira geral, que a utilização da interação entre 

BAP e IBA foi mais eficiente no alongamento das brotações dos genótipos estudados do que 

o uso da giberelina isoladamente. Neste caso, o tratamento B3 (0,3 mg L-1 BAP e 0,1 mg L-1 

IBA) pode ser apontado como o ótimo para o alongamento de ambos os genótipos, sendo que 

o uso de concentrações maiores leva à ocorrência da formação de calos, o que pode impedir o 

desenvolvimento normal e posterior enraizamento das brotações. 

 

Tratamentos 
Tamanho 
do broto 

(cm) 

Número 
de 

Folhas 

Porcentagem 
de explantes 
responsivos 

Porcentagem 
de Oxidação 

Formação 
de calo 

por todo o 
broto 

Calo 
Basal 

B1 (Controle) 0,6a 2,3ab 75,9% 10,3% 3,5% 0,0% 
B2 (0,15 mg L-1 

BAP + 0,05 mg L-

1 IBA) 
0,7a 1,6b 57,7% 19,2% 11,5% 0,0% 

B3 (0,3 mg L-1 

BAP + 0,1 mg L-1 
IBA) 

1,0a 3,5a 57,9% 12,3% 26,3% 16,1% 

B4 (0,5 mg L-1 

BAP + 0,2 mg L-1 
IBA) 

0,7a 3,6a 62,5% 8,3% 25,0% 25,0% 

C.V. 31,7% 35,1%     
Médias com letras distintas nas colunas diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de 
probabilidade. 

Tabela 12 - Resultados do experimento de alongamento de brotações de pinhão-manso do 
genótipo L5P17 nos tratamentos com diferentes concentrações dos fitorreguladores BAP e 
IBA. 
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a) b) 

4.1.3 Microenxertia in vitro de brotos de pinhão-manso 

 

As gemas induzidas por organogênese somática são estruturas monopolares, 

apresentando apenas ápices meristemáticos caulinares. Assim, o protocolo de 

micropropagação in vitro via organogênese somática envolve necessariamente a etapa de 

enraizamento. Para o pinhão-manso, esta etapa foi a que apresentou maiores dificuldades. 

Nos trabalhos de micropropagação a partir de explantes foliares e cotiledonares de 

pinhão-manso encontrados na literatura, as taxas de enraizamento geralmente são baixas: 

21,71% (KUMAR, et al., 2011) a 49.8–51.9% (KUMAR et al., 2010a), e salvo raras 

exceções, chegou a 86% (LI et al., 2008). 

No presente trabalho, optou-se pelo procedimento de microenxertia in vitro visando 

aumentar a eficiência desta etapa tão importante, para posterior aclimatização e produção de 

mudas vigorosas. Assim, em análises após 30 dias da microenxertia dos brotos verificou-se a 

obtenção da taxa de 85% de pegamento com número e tamanho médio de folhas de 2,1 e 1,1 

cm, respectivamente (Figura 7a e b). 

As plantas microenxertadas com sucesso foram aclimatizadas obtendo-se uma taxa de 

76,5% de sobrevivência. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 7 – Microenxertia in vitro de pinhão-
manso. a) Planta microenxertada com 30 dias de 
cultivo e b) Detalhe da conexão entre a copa e o 
porta-enxerto. Barra = 1 cm. 
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SILVA, et al. (2005) em seu trabalho, realizaram testes em meio de cultivo para tentar 

enraizar brotos de laranja ‘Pera’ e realizaram também a microenxertia in vitro, obtendo como 

resultado, o valor máximo de 58% de enraizamento com a utilização de meios de cultivo e 

uma taxa de 100% de pegamento, quando usada a técnica de microenxertia. 

De acordo com os resultados aqui apresentados, os quais mostram alta eficiência de 

pegamento, pode-se indicar a microenxertia in vitro como uma alternativa viável para a etapa 

de enraizamento de brotos regenerados de pinhão-manso. 

 

4.1.4 Análise de ploidia das brotações regeneradas  

 

Para análise de ploidia das brotações de pinhão-manso por citometria de fluxo foram 

utilizados dois grupos de plantas: G1 - avaliado no 2º e no 12º subcultivo e G2 - avaliado no 

7º subcultivo. As plantas estavam sendo cultivadas em meio de alongamento B3 citado 

anteriormente (item 3.3.2). 

Plantas do genótipo L4P49 (25 no total) do segundo subcultivo (G1) foram avaliadas e 

revelaram 96% de brotos diploides (2n = 2x), mesma ploidia da planta controle, e 4% de 

brotos tetraploides (2n = 4x) (Figura 8a-c).  

As análises realizadas no 12º subcultivo do grupo G1 mostraram ausência de variação 

na ploidia, ou seja, os brotos que eram diploides no 2º subcultivo permaneceram diploides e 

as plantas tetraploides, permaneceram tetraploides. Portanto, as variações no nível de ploidia, 

neste caso, ocorreram nas etapas iniciais do cultivo in vitro.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8 - a) Histograma proveniente da planta matriz (controle - diploide); b) Amostra in 

vitro tetraploide (genótipo L4P49); c) Histograma contendo o controle diploide e amostra 
tetraploide. 

a) b) c) 
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Para o genótipo L5P17, foram avaliadas 20 plantas, nas quais não foi verificado 

variação no nível de ploidia sendo, portanto, 100% dos brotos diploides. 

Na análise do 2º conjunto de plantas, todas as amostras avaliadas, dos três genótipos 

estudados (total de 30 plantas) se mostraram diploides, obtendo, portanto, 100% das plantas 

com nível de ploidia idêntico à planta matriz (Figura 9a e b). Resultados semelhantes foram 

obtidos por KAEWPOO & TE-CHATO (2010) quando utilizaram epicótilos e hipocótilos de 

pinhão-manso para indução de calos e brotos in vitro. Os calos, folhas e caules dos brotos 

foram analisados em citômetro de fluxo, não se obtendo variação no nível de ploidia das 

amostras micropropagadas. 

 
 

  

 

 

 

 

Análises em citômetro de fluxo de plantas micropropagadas, estão sendo utilizadas 

como uma das ferramentas possíveis para a avaliação da estabilidade genética e ocorrência de 

variação somaclonal de plantas cultivadas in vitro. Avaliações de citometria em outras 

espécies podem ser encontradas em trabalhos de: fusão de protoplastos entre tangelo ‘Page’ e 

toranja ‘Lau Tau’ (CARVALHO et al., 2007), híbridos triploides entre capim-elefante e 

milheto (CAMPOS et al., 2009), plantas provenientes do cultivo in vitro de ovários de laranja 

doce (CARDOSO et al., 2012) e cultivo de bananeira in vitro (NOCEDA et al., 2012). 

 

 

 

Figura 9 - a) Histograma proveniente da planta matriz (controle - diplóide); 
b) Amostra in vitro diploide. 

a) b) 
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4.1.5 Genotipagem utilizando marcadores moleculares TRAPs  

 

A genotipagem visa avaliar polimorfismos ao nível de DNA e é outra estratégia que 

vem sendo utilizada para identificação de variantes somaclonais nas plantas regeneradas a 

partir de cultivo in vitro. 

A fim de verificar possíveis variações genômicas nas brotações regeneradas, foi 

realizado um screnning utilizando 12 marcadores TRAPs. Foram avaliadas no total, 266 

marcas, em uma média de 22,2 marcas por combinação de primer testado. 

 Para o genótipo L4P49 foram observados quatro fragmentos amplificados 

polimórficos (1,5%) (Figura 10a), sendo que todos eles se encontravam numa mesma amostra. 

Assim, apenas 5% do total de plantas avaliadas deste genótipo apresentaram polimorfismo. A 

combinação de primers 010F-P2 foi a que promoveu a maior porcentagem de marcas 

polimórficas dentro deste genótipo (10,5%) (Tabela 13).  

Para os genótipos L5P17 e Pmex não foram detectados polimorfismos entre as plantas 

micropropagadas e suas respectivas matrizes. 

 

 

 

 

 

 

  Número de marcas polimórficas 

  L4P49 L5P17 Pmex Entre 
genótipos 

Combinações 
de primers 

Número de 
fragmentos 
avaliados 

Total % Total % Total % Total % 

01F-P2 35 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 
02F-P2 13 1 7,7% 0 0,0% 0 0,0% 3 23,0% 
05F-P2 24 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 1 4,2% 
06F-P4 13 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 
07F-P4 28 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 3 10,7% 
08F-P2 10 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 5 50,0% 

010F-P2 19 2 10,5% 0 0,0% 0 0,0% 1 5,3% 
02R-P2 22 1 4,5% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 
03R-P2 41 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 1 2,4% 
06R-P2 14 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 
07R-P2 18 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 
09R-P2 29 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 5 17,2% 
Total 266 4  0  0  19  

Tabela 13 - Número total de marcas avaliadas e taxas de polimorfismo dentro e entre 
genótipos de pinhão-manso através de doze combinações de marcadores TRAP. 
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Resultado semelhante foi encontrado por SHARMA et al. (2011b) ao avaliarem brotos 

provenientes de indução in vitro de gemas axilares em segmentos nodais de pinhão-manso 

através das técnicas moleculares RAPD e AFLP, obtendo baixas ou nulas taxas de 

polimorfismo entre os genótipos por eles testados. Nas amostras avaliadas no 2º subcultivo, 

das 177 marcas avaliadas, quatro eram polimórficas, não detectando polimorfismos em 

plantas provenientes do 8º e 16º subcultivos. O polimorfismo encontrado pode ser explicado 

pelas altas doses de fitorreguladores utilizados no início do processo de cultivo in vitro, 

principalmente na primeira fase que é a de indução de brotações. Segundo SHARMA et al. 

(2011b), portanto, há a necessidade de avaliar as plantas micropropagadas para variação 

somaclonal já nos primeiros estágios de cultivo, para que estas variações não se multipliquem. 

Entre os genótipos avaliados, os marcadores apresentaram 7,1% de marcas 

polimórficas (Figura 10b-d), sendo 100% delas diferenciando genótipos de origens 

divergentes, ou seja, os genótipos L4P49 e L5P17 (provenientes do Brasil) apresentaram o 

mesmo padrão de bandas, diferindo do genótipo Pmex, genótipo proveniente do México. A 

combinação de marcador 08F-P2 foi a que apresentou maior taxa de polimorfismo entre os 

genótipos (50%). 

KWON et al. (2010), estudando diversidade genética em um banco de germoplasma 

de fava (Vicia faba L.), também verificou que os marcadores moleculares TRAP eram 

eficientes em separar em grupos divergentes, acessos de diferentes origens geográficas. 

Apesar de apresentarem pequena divergência genética entre si, os genótipos não 

mostraram diferença estatística nesta análise (Tabela 14). O genótipo L4P49 e o genótipo 

Pmex obtiveram uma similaridade de 0,9285 e o genótipo L5P17 e o Pmex, similaridade de 

0,9286. Já os genótipos L4P49 e L5P17 obtiveram 1,0 de similaridade.  

 

 

 

 

 

 L4P49 L5P17 Pmex 

L4P49 **** 1,0000 0,9285 
L5P17 0,0000 **** 0,9286 
Pmex 0,0742 0,0741 **** 

 

 

 

Similaridade genética 

Distância genética 

Tabela 14 - Similaridade e distância genética entre os genótipos de pinhão-
manso L4P49, L5P17 e Pmex.  
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Figura 10 - Géis de poliacrilamida a 5%. a) Amostras de 1 a 10 do 
genótipo L4P49, destacando com a seta polimorfismo na amostra 2 
(marcador 02F-P2). b), c) e d) Polimorfismo entre os genótipos L5P17 e 
Pmex destacados com as setas, marcadores 03R-P2, 09R-P2 e 09R-P2, 
respectivamente.  
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L5P17 Pmex a) b) 
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c) d) 
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4.2 Transformação Genética 

 

4.2.1 Determinação da dose inibitória mínima do antibiótico supressor do A. tumefaciens 

 

Os resultados observados demonstraram a inibição total do crescimento da cepa de 

Agrobacterium quando se utilizou placa contendo meio LB suplementado com 500 mg L-1 de 

cefotaxime. Portanto, pode-se considerar que a concentração de 500 mg L-1 é a dose inibitória 

mínima e, portanto, esta mesma concentração foi utilizada nos demais experimentos de 

transformação genética para controlar o crescimento da bactéria. 

 

4.2.2 Determinação de dose inibitória mínima de canamicina para brotações de pinhão-

manso 

 
Em um primeiro experimento foram utilizadas folhas de brotações in vitro de pinhão-

manso para o teste da dose mínima seletiva do antibiótico canamicina. Com exceção do 

tratamento controle (ausência de antibióticos), todos os outros tratamentos possuíam, além da 

canamicina, 500 mg L-1 de cefotaxime.  

Os resultados mostraram que a presença do antibiótico cefotaxime no meio de cultivo 

aumentou a capacidade regenerativa dos explantes de pinhão-manso. O tratamento T1, que foi 

composto por 500 mg L-1 de cefotaxime e ausência de canamicina, apresentou 63% de 

explantes com formação de brotos, com uma média de 3,9 brotos por explante, enquanto o 

controle apresentou apenas 41,6% de formação de brotos com uma média de 1,8 broto por 

explante e com 100% de formação de calos nos dois tratamentos (Tabela 15). 

Aumento na capacidade regenerativa in vitro de explantes pela presença do antibiótico 

cefotaxime já havia sido anteriormente relatado em pêra (CABONI, 1999), oliva (RUGINI & 

CARICATO, 1995), bétula (VALOBRA & JAMES, 1990), maçã (YEPES & 

ALDWINEKLE, 1994), dentre outros. 

Nos tratamentos com a presença do antibiótico canamicina, foi observada a 

diminuição da porcentagem de formação de calos com o aumento das doses do antibiótico, 

partindo-se de 94,9%, no tratamento com 25 mg L-1 de canamicina, a 16,3%, no tratamento 

com 100 mg L-1. Além disso, houve diminuição na intensidade de formação do calo, dada por 

notas. A porcentagem de formação de calos, portanto, foi inversamente proporcional ao 

aumento da dose de antibiótico (Tabela 15).  
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Já a porcentagem de explantes com perda de intensidade da coloração verde 

(provavelmente relacionada à clorofila) se mostrou proporcional à dose de canamicina, ou 

seja, com o aumento das doses do antibiótico houve o aumento da taxa de explantes com 

perda de coloração, variando de 81,5% a 98,9%. Houve também aumento da intensidade da 

perda de coloração (referente a notas), partindo de 0,2 no tratamento controle a 3,4 no 

tratamento T5. 

 

 

 

 

 

 

Pode-se verificar que no tratamento T2, com a menor dose de canamicina, houve um 

pico na porcentagem de formação de brotos e no número médio de brotos por explante. A 

partir do tratamento T3, os valores destas duas variáveis diminuíram progressivamente até o 

tratamento T5 (100 mg L-1 de canamicina) (Figura 11). Este evento pode ser explicado pela 

queda na formação e intensidade dos calos, assim nos tratamentos com a presença de 

canamicina, a formação de calo se deu apenas nas bordas dos explantes e predominou a 

formação de brotos por organogênese direta e não indireta como ocorria anteriormente, de 

acordo com protocolo estabelecido e com o meio de cultivo utilizado. O uso de canamicina na 

Tratamentos 
Porcentagem 

de 
clareamento 

Nota para 
clareamento 

Porcentagem 
de formação 

de calo 

Nota 
para 
calo 

Porcentagem 
de formação 

de broto 
Controle 15,6% 0,2 100,0% 2,8 41,6% 

T1 - 0 mg L-1 de 
canamicina + 500 mg 

L-1 de cefotaxime 
17,8% 0,2 100,0% 2,7 63,0% 

T2 - 25 mg L-1 de 
canamicina + 500 mg 

L-1 de cefotaxime 
81,5% 1,8 94,9% 1,2 89,5% 

T3 - 50 mg L-1 de 
canamicina + 500 mg 

L-1 de cefotaxime 
96,1% 3,0 77,0% 0,8 72,6% 

T4 - 75 mg L-1 de 
canamicina + 500 mg 

L-1 de cefotaxime 
98,9% 3,1 51,3% 0,5 48,5% 

T5 - 100 mg L-1 de 
canamicina + 500 mg 

L-1 de cefotaxime 
94,6% 3,4 16,3% 0,2 13,1% 

Tabela 15 - Análise de fitotoxicidade de canamicina em explantes provenientes de brotos in 

vitro de pinhão-manso. Dados apresentados: porcentagem de clareamento do explante, nota 
para clareamento, porcentagem de formação de calo, nota para calo e porcentagem de 
formação de brotos. 
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dose de 25 mg L-1, portanto, parece ter aumentado a capacidade regenerativa dos explantes de 

forma direta. No entanto, a partir do tratamento T3, já se pode observar a toxicidade do 

antibiótico aos explantes foliares. 

O tratamento T5, portanto, se mostra mais adequado para ser utilizado como dose 

seletiva de brotos transformantes, pois este apresenta apenas 13,1% de formação de brotos, 

com uma média de 0,6 brotos por explantes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

No experimento realizado com explantes provenientes de plantas in vivo, pode-se 

verificar que o antibiótico cefotaxime, assim como no experimento anterior, aumentou a 

capacidade regenerativa dos explantes, e o número médio de brotos por explante subiu de 4,4 

para 13,0, com a adição do antibiótico (Tabela 16). 

 Nos tratamentos com adição de canamicina, houve redução na porcentagem e 

intensidade dos calos, diferentemente da porcentagem e intensidade da perda da coloração 

Figura 11 - Número médio de brotos por explante observados, e média obtida pela 
regressão em cada tratamento estudado com diferentes doses de canamicina em 
explantes in vitro. Médias com letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey a 
5% de probabilidade. 
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verde nos explantes, que aumentou progressivamente com o aumento da dose do antibiótico 

canamicina, assim como visto anteriormente. 

A partir do tratamento T3 (50 mg L-1 de canamicina), pode-se verificar que as doses 

do antibiótico passaram a ser fitotóxicas. O número médio de brotos por explante variou de 

0,2 a 2,0 e a porcentagem de explantes com formação de brotos, de 10,0 a 34,0%. Nota-se que 

estes valores são bem menores do que os encontrados nestes mesmos tratamentos, no 

experimento anterior, com uso de explantes in vitro. Os explantes provenientes de plantas in 

vivo, portanto, se mostraram mais sensíveis à canamicina do que os explantes provenientes de 

plantas in vitro.  

 

 

 

 

 

 

 

Os tratamentos com adição de canamicina (T2 ao T5) não apresentaram diferença 

estatística com relação ao número médio de brotos por explante, podendo, portanto, ser 

utilizada a dose mínima estudada. Porém, levando-se em consideração a porcentagem de 

explantes com formação de brotos e número médio de brotos por explante, sugere-se a 

utilização da dose de 100 mg L-1 de canamicina como dose mínima inibitória para a seleção 

de brotos transformantes em pinhão-manso. 

PURKAYASTHA et al. (2010), por sua vez, utilizaram apenas 25 mg L-1 de 

canamicina para selecionar transformantes de pinhão-manso provenientes da indução de 

Tratamentos 
Porcentagem 

de 
clareamento 

Nota para 
clareamento 

Porcentagem 
de formação 

de calo 

Nota 
para 
calo 

Porcentagem 
de formação 

de broto 

Número 
médio de 

brotos por 
explante 

Controle 58,8% 0,7 100,0% 2,3 82,5% 4,4ab 
T1 32,0% 0,3 100,0% 2,4 76,0% 13,0a 
T2 53,3% 0,3 100,0% 1,2 100,0% 3,2b 
T3 43,0% 0,9 31,5% 0,6 23,0% 1,3b 
T4 64,0% 1,0 60,0% 0,6 34,0% 2,0b 
T5 84,0% 2,8 14,0% 0,2 10,0% 0,2b 

C.V.      50,44% 
Médias com letras distintas na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de 
probabilidade. 

Tabela 16 - Análise de fitotoxicidade de canamicina em explantes provenientes de folhas in 

vivo de pinhão-manso. Dados apresentados: porcentagem de clareamento do explante, nota para 
clareamento, porcentagem de formação de calo, nota para calo, porcentagem de formação de 
brotos e número médio de brotos por explante. 
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brotos em segmentos apicais. É necessário, portanto, adequar a dose de agente seletivo 

dependendo do explante a ser utilizado. 

 

4.2.3 Experimento de transformação de pinhão-manso: efeito de tempo de cultivo in 

vitro dos explantes antes da transformação 

 

Neste experimento foi avaliado o efeito do tempo de cultivo dos explantes foliares em 

meio de regeneração. As avaliações foram realizadas seis semanas após o cultivo dos 

explantes já transformados, verificando-se a eficiência de regeneração (produção de brotos) e 

de transformação (número de brotos transformados – PCR positivos). 

Quando os explantes permaneceram entre 1 e 5 dias em meio de regeneração antes do 

início do experimento de transformação, a eficiência de regeneração dos brotos foi baixa, 

variando entre 0,2 e 1,7 brotos por explante. Adicionalmente, observou-se que estes poucos 

brotos não se desenvolveram na etapa seguinte, a de alongamento. Já os brotos que 

permaneceram por 6 dias em meio de regeneração, antes da etapa de transformação, foram os 

que obtiveram a maior eficiência, com a indução de 7,8 brotos por explante (Tabela 17). 

A partir do sexto dia em que os explantes estavam sendo cultivados in vitro, já se 

verificava o início da formação de pequenos calos. Segundo GUIDOLIN (2003) os calos 

possuem células em diversos estágios, aumentando as chances de obtenção da regeneração de 

brotos transformados. KUMAR et al. (2010b), em seu trabalho com transformação genética 

de pinhão-manso verificaram que explantes com pré-cultivo in vitro por 1-3 dias 

apresentaram baixas taxas de regeneração depois de transformados, ao contrário daqueles 

explantes que permaneceram por períodos maiores. Porém em seus resultados, o tempo de 4 

dias de cultivo foi o que apresentou maior eficiência de transformação.  

Dentre os brotos regenerados, poucos se desenvolveram e alongaram, não sendo 

possível, portanto, analisar molecularmente todos os brotos para verificar a presença do gene 

ech-42.  

Para confirmação da presença do gene utilizou-se a reação de PCR. Os brotos PCR 

positivos apresentaram uma banda entre as marcas 1.000 e 1.500 pb do ladder (ladder de 1kb 

– Fermentas), semelhante a do controle positivo (DNA do próprio plasmídio) (Figura 12). 

Os brotos cultivados in vitro durante 13 e 15 dias antes do experimento de 

transformação apresentaram o mesmo número de brotos transformados: quatro eventos, sendo 

que para o tempo de 13 dias foram avaliados molecularmente 9 brotos e para o tempo de 15 

dias foram avaliados 8 brotos.  
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O maior número de eventos de transformação foi obtido no tratamento de cultivo in 

vitro por 7 dias antes do experimento de transformação, com 5 eventos no total (Tabela 17). 

Sendo o tempo de 7 dias, portanto, o período mínimo que deve ser utilizado para a obtenção 

das maiores taxas de transformantes nos genótipos aqui estudados de pinhão-manso. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.3 Ensaios de Expressão Gênica por PCR em Tempo Real – qRT(PCR) 

 

A extração de RNA dos brotos PCR positivos foi realizada para sua utilização nos 

ensaios de expressão gênica. A integridade do RNA pode ser verificada em gel de agarose 1% 

Tratamentos 

Número 
total de 

explantes 
inoculados 

Número total 
de brotos 

regenerados 

Eficiência de 
Regeneração * 

Número 
de brotos 
avaliados 
por PCR 

Número 
de 

Brotos 
PCR(+) 

6 dias 30 233 7,8 3 1 
7 dias 26 88 3,4 18 5 

13 dias 24 135 5,6 9 4 
14 dias 29 122 4,2 1 1 
15 dias 28 195 7,0 8 4 

*Número total de brotos regenerados pelo número de explantes inoculados. 

Figura 12 - Gel de agarose 1% com o resultado da PCR dos brotos transformados nos 
diferentes tratamentos, sendo M: ladder 1kb, +: controle positivo (DNA plasmidial) e -: 
controle negativo (DNA de planta não transformada). 

Tabela 17 - Resultado do experimento de transformação genética de explantes 
foliares in vitro de pinhão-manso nos diferentes tratamentos. 

6 dias 7 dias 13 dias 15 dias 14 dias 

2.000 pb 

1.000 pb 

M + 

1.500 pb 

_ 
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(Figura 13a), as concentrações variaram entre 3,6 e 21,6 ng/µL.  

Após a síntese da primeira fita, uma reação de PCR com o primer pr1 desenhado a 

partir da seqüência do gene ech-42 foi feita, o que confirmou a presença do gene de interesse, 

como pode ser visto na figura 13b, com fragmentos em torno de 200 pb. 

Os primers utilizados para a reação de PCR em tempo real foram validados através de 

uma reação de PCR com o DNA genômico de uma planta PCR positiva para o gene de 

interesse. Os fragmentos amplificados possuíam tamanho aproximado entre 200 e 300 pb 

(Figura 13c). 

Na reação de qRT(PCR), as curvas de dissociação geradas mostraram linhas 

praticamente sobrepostas, o que demonstra confiabilidade nas repetições realizadas. O pico 

único das curvas confirma a amplificação de apenas um fragmento em todas as combinações 

de primers utilizadas, tanto da planta 12 (Figura 14a-d), quanto da planta 23 (Figura 15a-d).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13 - Gel de agarose 1%. a) RNA total extraído; 
b) cDNA das amostras 12 e 23 com ladder de 100pb 
(M); c) Validação dos primers da reação de PCR em 
tempo real, ladder 100 pb (M), pr1, pr2 e pr3 (primers 
do gene ech-42) e gene endógeno (actina). 
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Figura 14 - Perfil derivado da curva de dissociação dos produtos de PCR dos 
iniciadores: a) Actina (constitutivo), b) pr1, c) pr2 e d) pr3 em PCR em tempo 
real com 1ª fita de cDNA da planta 12. 
 

a) b) 

c) d) 

a) b) 

c) d) 

Figura 15 - Perfil derivado da curva de dissociação dos produtos de PCR dos 
iniciadores: a) Actina (constitutivo), b) pr1, c) pr2 e d) pr3 em PCR em tempo 
real com 1ª fita de  cDNAs da planta 23. 
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Foi possível, através da técnica de PCR em tempo real confirmar a expressão do gene 

ech-42 nas duas plantas avaliadas, demonstrando níveis diferenciados de expressão do gene 

de interesse entre elas. A planta 12 apresentou expressão do gene ech-42 em nível parecido 

com a do gene actina (Figura 16a), já a planta 23 apresentou o gene ech-42 com grande 

expressão em relação ao gene referência (actina), com cerca de 150x que foi também muito 

maior que o observado na planta 12, que apresentou expressão 2x maior do gene ech-42 em 

relação ao gene referência (Figura 16b). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16 - Expressão do gene ech-42 por reação de PCR 
em tempo real de brotos transformados de pinhão-manso, 
a) Planta 12 e b) Planta 23. 

a) 

b) 
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5 CONCLUSÕES 

 
 

Os genótipos de pinhão-manso estudados apresentaram capacidade regenerativa 

diferente dependendo da época da retirada dos explantes, sendo setembro de 2012, a melhor 

época estudada. 

Para o genótipo L4P49 o tratamento composto por 0,2 mg L-1 de IBA e 1,0 mg L-1 de 

TDZ se destacou com a melhor média geral de brotos por explante (21,6), já o genótipo 

L5P17 obteve sua melhor média geral (12,7 brotos por explante) no tratamento contendo 0,2 

mg L-1 de IBA e 0,5 mg L-1 de TDZ, e o genótipo Pmex, no tratamento com 0,2 mg L-1 de 

IBA e 2,0 mg L-1 de TDZ apresentando 7,4 brotos por explante. 

A utilização da interação BAP e IBA foi mais eficiente no alongamento de brotos 

regenerados de pinhão-manso do que a giberelina GA3. 

A microenxertia in vitro se mostrou uma técnica promissora como substituta na fase 

de enraizamento de brotos regenerados, com uma taxa de pegamento de 85%. 

Foi possível através da técnica de citometria de fluxo e do marcador molecular TRAP 

averiguar a fidelidade clonal dos brotos regenerados in vitro. Além de ser possível distinguir, 

através do TRAP, genótipos de pinhão-manso de origens geográficas diferentes. 

A capacidade regenerativa in vitro de explantes foliares de pinhão-manso (número 

médio de brotos por explante) aumentou 2,2 vezes em explantes in vitro e 2,9 vezes em 

explantes in vivo com a presença do antibiótico cefotaxime no meio de cultivo. 

Como dose inibitória mínima do agente seletivo canamicina, foi definido 100 mg L-1 

para ambas as fontes de explantes, folhas in vitro e in vivo. 

 A capacidade regenerativa de explantes transformados do genótipo de pinhão-manso 

estudado aumentou quando estes foram cultivados in vitro por um período acima de cinco 

dias antes do processo de transformação. Sendo o período de sete dias, o que apresentou a 

maior eficiência de transformação, totalizando 5 eventos. 

Foi possível verificar níveis diferenciados de expressão do gene de interesse nas 

plantas avaliadas pela técnica de PCR em tempo real. A planta 23 apresentou expressão do 

gene ech-42 150 vezes maior em relação ao gene referência e a planta 12, duas vezes maior.  
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7 ANEXOS 

 
 

7.1 Anexo 1 - Concentração dos componentes do meio de cultura MS (MURASHIGE & 

SKOOG, 1962). 

 

 

Macronutrientes  mg L-1 

NH4NO3 1650 

KNO3 1900 

CaCl2.2H2O 440 

MgSO4.7H2O 370 

KH2PO4 170 

 
 

Micronutrientes  mg L-1 

MnSO4.4H2O 22,3 
ZnSO4.7H2O 8,6 

H3BO3 6,2 
KI 0,83 

Na2MoO4.2H2O 0,25 
CuSO4.5H2O 0,025 
CoCl2.6H2O 0,025 

 
 
 
7.2 Anexo 2 - Componentes do tampão de extração de DNA. 
 
 
 

Estoque Concentração Final Para 10 mL 
CTAB 10% 2% 2,0 mL 
NaCl 5,6 M 1,42 M 2,5 mL 

EDTA 0,5 M 20 mM 0,4 mL 
Tris HCl (pH 8,0) 1 M 100 mM 1,0 mL 

PVP 40 2% 0,2 g 
b - mercaptoetanol 0,2% 20 µL 

Água Milli-Q - 4,1 mL 
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7.3 Anexo 3 - Concentração dos componentes do meio LB (MILLER, 1972). 

 
 

Componentes g L-1 
Triptona 10,0 

Extrato de Levedura 5,0 
Cloreto de Sódio 10,0 

Agar 7,0 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


