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Diversidade genética e desenvolvimento de protocolo de regeneração in vitro em 

Jatropha curcas. 
 

 

RESUMO 

 

Jatropha curcas  é uma espécie com potencial para a produção de biocombustível em áreas 

tropicais e subtropicais do mundo. No entanto, ainda é considerada planta semidomesticada e 

não há, até o momento, uma cultivar estável bem como suficiente conhecimento cientifico e 

tecnológico para o estabelecimento do cultivo em grande escala. Assim, pesquisas na área de 

melhoramento genético são essenciais para a sustentabilidade econômica da cultura. 

Biotecnologias como o uso de marcadores moleculares para a caracterização e avaliação da 

diversidade genética do germoplasma disponível e o desenvolvimento de protocolos eficientes 

de propagação in vitro de genótipos elite podem auxiliar programas de melhoramento. Os 

objetivos deste trabalho foram: 1) Avaliar a diversidade genética de Jatropha spp. do Banco 

Ativo de Germoplasma do IAC (BAG) mediante diferentes marcadores moleculares 2) 

Desenvolver metodologia para clonagem de genótipos elite de J. curcas via embriogênese 

somática. Para a avaliação da diversidade genética, 70 acessos de Jatropha spp., foram 

analisados por marcadores SSR, ISSR e AFLP. O marcador SSR revelou 7 bandas 

polimórficas enquanto os  marcadores ISSR produziram 271 bandas polimórficas contra 227 

dos AFLPs, este revelando maior diversidade genética que o primeiro (1 – Jaccard), ou seja 

0,62 contra 0,41, respectivamente. Os 70 acessos foram divididos em 8 grupos segundo a 

origem dos mesmos. O índice de diversidade genética total de Nei (HT) foi considerado baixo 

para os ISSRs (0,14) e mediano para os AFLPs (0,22). O coeficiente de diferenciação genética 

(GST) foi de 0,408 e 0,355 para ISSR e AFLP, respectivamente, revelando que maior 

variabilidade foi atribuída à variação entre grupos do que dentro dos grupos. A análise de 

agrupamento (UPGMA) apoiou a existência de importante diversidade genética para fins de 

melhoramento genético da espécie, embora não refletiu uma estrutura de agrupamento clara 

com relação à origem geográfica dos acessos. Para o estudo de metodologia de embriogênese 

somática foram utilizados vários explantes (folha, pecíolo, cotilédones e hipocótilo), os quais 

foram cultivados em quatro meios de cultura básicos (WPM, NN, MS e DKW), 

suplementados com diferentes tipos e concentrações de fitorreguladores visando a avaliação 

da capacidade embriogênica de quatro genótipos de J. curcas. Observou-se o efeito genótipo 

dependência com relação a resposta à calogênese. Para os genótipos RC1F1 e F1, a melhor 

resposta para indução de calos com potencial embriogênico foi encontrada quando segmentos 



                                                                                                                                                 

 xi 

de folhas jovens foram cultivados, em meio MS suplementado com 0,7 mg.L
- 1

 de AIB e 0,9 

mg.L
-1

 de cinetina. Já os genótipos A1 e A4 responderam melhor ao cultivo de explantes 

hipocotiledonares: em meio MS suplementado com 0,8 mg.L
- 1 

Dicamba (A1) e em meio 

WPM com 1,6 mg.L
- 1

 de 2,4-D (A4). Até o momento, não foi possível a indução de embriões 

somáticos a partir de nenhum dos genótipos. Porém foi possível identificar os melhores meios 

de cultura básicos, os melhores explantes, e concentrações de fitorreguladores para a indução 

de calos potencialmente embriogênicos para cada genótipo estudado. Diante dos resultados 

verificou-se que novos testes deverão ser executados visando aperfeiçoar os protocolos. 

 

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

 

ABSTRACT 

 

Jatropha curcas L. is one potential source of biofuel producing energy crop in tropical and 

sub-tropical world areas.  However, still be considered as a semi-domesticated plant,   so still 

are several knowledge gaps which need to be bridged before more large-scale cultivation can 

be undertaken. In order to increase the economic sustainability of the specie, it is necessary to 

research about genetic breeding. Biotechnologies as molecular markers for characterization 

and evaluation of genetic diversity of Germplasm and efficient protocols for in vitro 

propagation of elite genotypes may aid in the breeding programs.. The aims of this study were 

to assess the genetic diversity among 70 accessions of the IAC Germplasm Bank (GBA) by 

SSR, ISSRS and AFLP molecular markers and to establish a protocol for somatic 

embryogenesis in J. curcas. For the assessment of genetic diversity, 70 accessions of Jatropha 

from different regions of Brazil and world were analyzed by SSR, ISSRS and AFLP markers. 

Were observed 7 polymorphic bands by SSR, 271 by ISSRS and 227 by AFLP. High level of 

genetic variation was found in all accessions studied, according to Jaccard, the genetic 

diversity (1-Jaccard) was 0,41 and 0,62 with ISSR and AFLP, respectively. The 70 accessions 

were divided into eigth groups based on geographic sources of collections. The Nei’s total 

genetic diversity (HT), with ISSRs was consider low (0,14) and medium (0,22) for AFLPs. 

The coefficient of genetic differentiation (GST) were 0,408 and 0,355, by ISSR and AFLP, 

respectively, revealed that the variability was attributable to variation among groups and not 

within groups. The cluster analysis (UPGMA) supported the existence of genetic diversity in 

the genotypes, although, did not reflect a clear structure grouping by geographic location of 

accessions sources.  In the methodology for the study of somatic embryogenesis, different 

explant source (leaf, petiole, cotyledon and hipocótilo), basal medium (WPM, NN, MS and 

DKW) and growth regulators were test were selected for the evaluation of the capacity for 

somatic embryogenesis in four genotypes of J. curcas. On the calogêneses induction genotype 

dependent response was observed.  For the RC1F1 and F1 genotypes the best protocol for 

embryogenic callus induction was using young leaves as explant, on MS medium with 0.7 

mg. L
-1

 IBA and 0.9 mg.L
-1

  Kinetin. As for A1, was from hypocotyl explants cultured on MS 

medium with 0.8 mg.L
-1

 Dicamba and the genotype A4 presented the best callus induction 

from hypocotyl explants in WPM medium with 1.6 mg .L
-1

 of 2,4-D. In the present study it 

was not possible to regenerate somatic embryos from embryogenic callus derived from any of 
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the genotypes. Moreover, was possible define the best media, explant source and growth 

regulators for the induction of potential Embryogenic Callus for each genotype. Considering 

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

 

 

Key words: Germplasm bank, calogênesis, SSR, ISSR, AFLP. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

Devido ao previsível esgotamento de combustíveis fósseis e o consequente 

aumento nos preços dos mesmos, bem como o alerta global sobre as mudanças 

climáticas, se torna essencial a busca por novas fontes de energia, principalmente 

renováveis, como os biocombustíveis.  

Neste sentido, o uso do biodiesel, produzido a partir de óleos vegetais ou animais, 

vem sendo considerado uma adequada alternativa para substituição do uso de 

combustíveis fosseis. O Governo brasileiro lançou, em 2004, o Programa Nacional de 

Produção e Uso do Biodiesel (PNPB), regulamentado pela lei n. 11.097/2005, que 

estabelece que a partir de janeiro de 2008 fosse obrigatória em todo o território nacional 

a mistura B2 (2% de biodiesel e 98% de diesel de petróleo), e de 5% a partir de janeiro 

de 2013 (mistura B5). 

 Várias oleaginosas têm sido apontadas como matérias primas promissoras para 

atender a esta demanda crescente. Dentre elas, Jatropha curcas L., uma euphorbiaceae 

perene, tem despertado grande interesse a nível mundial, devido ao alto teor e qualidade 

do óleo de suas sementes, a facilidade de conversão deste óleo em biodiesel de excelente 

qualidade, além de uma série de características agroecológicas favoráveis atribuídas a 

esta espécie, tais como sua capacidade para se desenvolver sob-condições de estresse 

abióticos e crescer em solos degradados e pouco férteis. Por outro lado, se incentivado o 

seu plantio por agricultores familiares é possível atender também as diretrizes de caráter 

social perseguidas pelo PNPB, tais como: a inclusão social do trabalhador rural, a 

fixação do homem no campo, o apoio ao agricultor familiar, utilização de terras 

degradadas pelo mau uso ou cuja topografia ondulada não permite a mecanização, etc. 

No entanto, embora com vantagens econômicas e sociais esta espécie ainda se encontra 

em um processo de domesticação e com grande demanda por informações técnicas e 

científicas. 

Um aspecto básico para a produção sustentável de J. curcas é a disponibilidade 

de bom  material genético. Assim, esforços a nível mundial vêm sendo realizados em 

busca de cultivares estáveis da oleaginosa. Programas de melhoramento genético de J. 

curcas, dentre eles o do IAC, visam à seleção de materiais elite e gerar cultivares com 

alta produtividade de grãos e conteúdo de óleo, estabilidade de produção, matérias não 
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tóxicos, resistentes a pragas e doenças e adaptadas às condições agroclimáticas das 

diferentes regiões produtoras do país.  

O êxito dos programas de melhoramento depende da variabilidade genética 

presente nos bancos de germoplasma e que possa ser criteriosamente utilizada para esse 

propósito. A expansão deste germoplasma pela adição contínua de novos acessos 

(provenientes de diferentes partes do mundo especialmente do centro de origem e 

diversidade da espécie) e de novos genótipos gerados pelo programa de melhoramento 

genético juntamente com adequada conservação, avaliação, exploração e caracterização 

morfológica, química e molecular do germoplasma disponível proporcionará forte base 

para o desenvolvimento de variedades elites. Neste sentido, a caracterização da 

diversidade por meio de marcadores moleculares resulta em um dos melhores 

indicadores da variabilidade  genética dos acessos do banco de germoplasma, uma vez 

que não dependem da ação do ambiente. 

Além dos marcadores moleculares, outras biotecnologias podem ser integradas no 

programa de melhoramento de J. curcas visando acelerar o lançamento de uma cultivar. 

Dentre elas podemos citar a cultura de tecidos e a engenharia genética. 

A cultura de tecidos poderá contribuir para a clonagem e propagação massiva de 

materiais melhorados. No caso de J. curcas, a propagação pode ser realizada por 

sementes ou por estacas. Embora o método de propagação seminal não apresente 

dificuldades, o comportamento alogâmico da espécie favorece o surgimento de variação 

genética nas progênies e, consequentemente, não homogeneidade do material plantado. 

Já a estaquia tem como fator limitante a escassez de material vegetal para produção em 

escala de mudas. 

 Assim, o desenvolvimento de protocolos de propagação in vitro pode 

disponibilizar material vegetativo clonal para o estabelecimento de plantações de alta 

qualidade, além de representar  uma ferramenta de apoio ao melhoramento genético da 

espécie em termos de multiplicação, conservação de germoplasma e troca de material 

genético, obtenção de somaclones e transformação genética. 

Diante do exposto, os objetivos do presente trabalho foram acessar a diversidade 

genética de 70 acessos do Banco Ativo de Germoplasma (BAG) de Jatropha spp. do 

Instituto Agronômico de Campinas (IAC) por meio de marcadores SSR., ISSRs e AFLPs 

e estudar metodologia para propagação in vitro via embriogênese somática de genótipos 

elites de Jatropha curcas L. pré-selecionados no programa de melhoramento genético do 

IAC.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1 Aspectos gerais do pinhão manso 

 

O pinhão manso (Jatropha curcas L.) é uma planta cuja classificação botânica é: 

Classe: Rosidae; Ordem: Malpighiale; Familia: Euphorbiaceae; Subfamilia: Crotonideae; 

Tribo: Jatropheae; Gênero: Jatropha; Espécie: J. curcas L.  

O nome Jatropha deriva do grego "Jatrós" (doutor) e "trophe" (comida), 

implicando as suas propriedades medicinais. (HENNING, 2003). Embora o gênero 

inclua aproximadamente 175 espécies de plantas conhecidas, apenas 40 delas são 

exploradas economicamente pelo homem. Dentre as principais destacam-se: J. curcas 

(pinhão manso); J. molissima (pinhão bravo), J. gossypiifolia (pinhão roxo), J. multifida, 

J. podagrica, J. elliptica, J. weddeliana e J. integerrima. As diferentes espécies 

apresentam usos diversificados, como medicinais, cercas vivas, ornamentais, na  

fabricação de sabonetes, bioinseticidas e biocombustível (PULLAIAH & BAHADUR, 

2013). 

A medicina popular utiliza o látex fresco de muitas espécies como cicatrizante no 

tratamento de bolhas na boca (FLORES & RICALDE, 1996), espinhas (ZAMORE-

MARTINEZ & POLA, 1992), sarna (MANANDHAR, 1995) e como laxante (KLINAR 

et al., 1995). Já a infusão das folhas servem para o tratamento da úlcera (GUPTA et 

al.1996), feridas infectadas (GIRON et al., 1991) e diarréia (COEE & ANDERSON, 

1996). Muitos princípios biológicamente ativos têm sido encontrados nos produtos 

naturais de Jatropha spp, tais como os antitumorais, antimicrobianos, ativos citotóxicos 

(PULLAIAH & BAHADUR, 2013).  

Além do valor medicinal, J. curcas vem se destacando ultimamente pelo seu 

potencial como fonte promissora de biodiesel devido a sua alta produtividade (que pode 

atingir  2 a 8 toneladas de sementes/ha/ano dependendo do genótipo e das condições de 

cultivo) e ao seu elevado teor de óleo nas sementes (30 a 66,4%) (ADEBOWALE & 

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

 J. curcas é uma oleaginosa perene que apresenta plantas principalmente 

plantas diploides contendo 2n=2x=22 cromossomos. O conteúdo 2C de DNA foi 

estimado em 0,85 pg e o tamanho cromossômico é pequeno com 1 a 3,67 μm de 

comprimento do bivalente (CARVALHO et al., 2008).  
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Apesar das controvérsias ainda existentes, relatos indicam que a espécie parece 

ser originária das Américas tropicais, especificamente da América Central e México. Foi 

introduzida pelos portugueses em suas colônias das ilhas de Cabo Verde e Guiné, de 

onde se distribuiu a outros países da Ásia e África (HELLER, 1996). Atualmente é 

encontrada em vários países tropicais e subtropicais do mundo, em regiões de clima 

cálido da América, Sudeste Asiático, Índia e África. Na América é distribuído desde 

México até o norte da Argentina e as Antilhas (JONGSCHAAP et al., 2007). Também é 

encontrado nas regiões temperadas em menores proporções (OPENSHAW, 2000).  

De acordo com DEHGAN & WEBSTER (1979),  J. curcas é um árvore de baixo 

crescimento, decíduo e que atinge de 4 a 6 metros de altura na idade adulta ou até 10 

metros sob condições favoráveis (KUMAR & SHARMA, 2008). As árvores em seus 

estágios iniciais de desenvolvimento têm diferentes hábitos de ramificação. As raízes são 

curtas e ligeiramente ramificadas e com crescimento vertical e horizontal. Em plantas 

propagadas a partir de sementes, o sistema radicular é pivotante, composto por uma raiz 

principal e quatro raízes periféricas, com muitas raízes secundárias. Já as plantas 

propagadas por estacas apresentam sistema radicular fasciculado, com desenvolvimento 

de 4 ou 5 raízes periféricas e suas secundárias. (HELLER, 1996; SATURNINO et al., 

2005).  A coroa é larga e irregular. Ramifica a baixa altura. Os ramos contém um látex, 

esbranquiçado e pegajoso que é exsudado após algum corte ou ferida.  

As folhas são simples, alternadas, de 6 a 15 cm de comprimento, apresentam 

formato de palma com 3 a 5 lóbulos, são pecioladas, de coloração vermelha quando 

recém-emergidas e verde escuro (na parte superior) e verde claro (na parte inferior) 

quando maduras. Segundo BRITTAINE & LATALADIO (2010), o formato e coloração 

das folhas podem variar de acordo com o genótipo. 

 É considerada caducifólia, pois em condições de seca prolongada e temperaturas 

baixas, as plantas perdem suas folhas. Já na estação chuvosa e mais quente, renovam a 

folhagem. (HELLER, 1996; NUNES, 2007). 

J. curcas é uma planta monoica com flores unissexuais masculinas e femininas na 

mesma inflorescência do tipo cimeira definida (DOMERGUE & PIROT, 2008) e 

raramente apresentam flores hermafroditas (HELLER, 1996). As flores masculinas são 

pequenas (6 a 8 mm), ligeiramente achatadas e de cor verde-amarelado. As flores 

femininas são ligeiramente maiores que as masculinas apresentando ovário com três 

carpelos, cada um com três estigmas bífidos e três estilos (SOLOMON-RAJU & 

EZRADANAM, 2002). Via de regra, o número de flores femininas é bem menor que o 
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de flores masculinas (média de 1 flor feminina para 29 masculinas, segundo (RAJU & 

EZRADANAM, 2002). No entanto, esta característica varia de acordo com o genótipo, 

clima e tratos culturais.  

 Segundo ARGOLLO MARQUES et al. (2013), embora J. curcas seja 

auto-compatível permitindo auto-polinização e desenvolvimento de frutos por 

geitonogamia, a produção de frutos ocorre predominantemente por xenogamia devido à 

não sincronização da abertura das flores femininas e masculinas de uma mesma 

inflorescência.  Alguns estudos relatam que a espécie apresenta protoandria, com flores 

masculinas abrindo antes das femininas (RAJU & EZRADANAM, 2002). No Brasil, o 

contrário tem sido observado flores femininas abrem antes da masculina (protoginia) 

(SATURNINO et al., 2005; DANIELA DE ARGOLLO MARQUES, comunicação 

pessoal). Em ambos os casos a fertilização cruzada é favorecida. BRATTACHARYA et 

al. (2005) e PRANESH et al. (2010) revelaram uma taxa de 32,0% e 28.5%, 

respectivamente. Esta taxa foi bem menor - 5,0% (JUHÁSZ et al. 2009) ou nula em 

condições experimentais no Brasil. A polinização é entomológica e os polinizadores 

principais são abelhas, moscas, trips e formigas (DEHGAN & WEBSTER, 1979; 

SATURNINO, 2005; GHOSH & SINGH, 2008).  

O fruto é trilocular, elipsoide, sub-drupaceo e deiscente. O exocarpo é verde 

(imaturo), amarelo (maduro) e castanho escuro (seco). Cada fruto contém de 2 a 4 

sementes, oblongas, com tegumento preto envolvendo um grão branco e macio que 

armazena o óleo. O teor de óleo varia entre 20 a 60% (DIAZ & DIAZ 2009; 

OPENSHAW, 2000; ZAMARRIPA et. al, 2010). A produção de sementes se inicia após 

dez meses do plantio, porém se estabiliza somente após 3 a 4 anos (ARRUDA et al., 

2004). De acordo com ARGOLLO-MARQUES (2013), no sudeste brasileiro, a 

fenologia é praticamente anual com o florescimento se iniciando em meados de outubro 

e se estendendo por longo período que depende da disponibilidade de água e nutrientes 

(Figura 1).  
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Figura 1 – Fenologia de J. curcas no Brasil. Fonte: ARGOLLO MARQUES,  et al., 

2013. 

 

2.2 Requisitos Ambientais 

 

J. curcas é uma espécie que está amplamente distribuída nas regiões tropicais e 

subtropicais do mundo, em altitudes entre 0 e 1500 m (MARTÍNEZ, 2007), embora mais 

abundante em altitudes de 0 a 500 m (HELLER, 1996). 

Os tipos de clima predominantes nas áreas de distribuição atual de J. curcas são 

cálido úmido e cálido sub-umido (HELLER, 1996). Em um estudo realizado por MAES 

et. al., (2009), constatou que 97% das amostras de J. curcas no mundo foram 

distribuídos em climas tropicais, savana (Am, Aw) em climas temperados, sem estação 

seca e quente no verão, em áreas com precipitação média anual superior a 944 

milímetros. A temperatura anual média foi de 19,3-27,2 ° C. 

FALASCA & ULBERICH (2008), indicam que os melhores rendimentos são 

obtidos em áreas com 1200-1500 mm de precipitação anual, bem distribuídas ao longo 

do ano.  Entanto, FRANKEN & NIELSEN (2009) indicam que é possível 

desenvolvimento da espécie com um mínimo de 250 mm de precipitação ao ano, embora 

seja considerado necessário de 500 a 600 mm para a produção de frutos. 

Embora tenha uma grande variedade de adaptação a diferentes tipos de solo, 

incluindo os de baixa fertilidade, ligeiramente salinos, rochosos, ou inadequados para 

outras atividades agrícolas, (FRANKEN & NIELSEN, 2009), para a produção comercial 

requer de solos de moderadamente férteis a férteis, neutro e/ou alcalinos e de 5,5 a 8,5 de 

pH. A profundidade do solo deve ser de pelo menos 45 cm e com uma inclinação menor 

de 15% (GOUR, 2006; JONGSCHAAP, 2008). 



                                                                                                                                                 

7 

 

 

2.3 Pragas e Doenças 

 

Os relatórios sobre pragas e doenças em J. curcas são poucos e muitas vezes com 

uma área de incidência local. No entanto, recentemente, tem sido relatada a incidência de 

alguns insetos, embora os danos ainda não permitam considera-os como pragas 

economicamente importantes.  

Dentre as principais pragas estão a cigarrinha verde (Empoasca spp), as formigas 

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

(Selenothrips rubrosinctus), percevejos (Pachycoris klugii) e ácaro branco 

(Polyphagotarsonemus latus Banks), sendo esta última considerada a principal praga do 

pinhão manso até o momento (DIAS et al., 2007). Outras pragas relatadas são: Scutellera 

nobilis,  Leptoglossus zonatus a broca das flores (Pempelia morosalis) e os bichos 

mineiros (Acaia Janata e Stomphastis thraustica) (SHANKER & DHYANI, 2006). 

As principais doenças identificadas são as causadas pelos fungos Oidium spp. 

Phakospora jatrophicola (agente da ferrugem das folhas), Phytophthora spp., Pythium 

spp., Fusarium moniliforme (que causam a queda e podridão da raiz; Jatrophae-curces 

Cercospora e Colletotrichum gloeosporioides (que aparecem como manchas foliares) 

(HELLER, 1996).   

Alguns vírus têm sido relatados como fitopatogênicos: 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). 

 

2.4 J. curcas e produção de Biodiesel 

 

O esgotamento e incremento nos preços dos combustíveis fósseis, tem tornando 

necessária a busca de fontes alternativas de energia. Assim, a produção de 

biocombustível, a partir de óleos vegetais, tem despertado o interesse nos últimos anos, 

por ser uma energia limpa e renovável. 

No caso do Brasil, apresenta um grande potencial para produção de 

biocombustíveis a partir de varias espécies vegetais devido as dimensões continentais, 

características edafoclimáticas, abundância de recursos hídricos, a forte aptidão agrícola 

de muitas culturas energéticas e a existência de área agrícola para expansão. 
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Em 2008 foi implantado no Brasil o Programa Nacional de Produção e Uso de 

Biodiesel (PNPB) que tem como objetivo a produção e o uso do biodiesel no país, o qual 

mediante Lei federal 11.097, de 13/01/05, determinou que a partir de 2008 a 

obrigatoriedade o uso da mistura B2, 2% de biodiesel em 98% de diesel de petróleo e o 

uso de B5 a partir de 2013 (PNPB, 2008).  

Atualmente, o obstáculo para o sucesso do PNPB e o fornecimento da matéria 

prima oriunda da produção de oleaginosas, em quantidade e frequência suficientes. Para 

eliminar completamente a necessidade de importação de diesel mineral, é preciso atingir 

uma mistura de 20% de biodiesel (B20), o que implica disponibilizar 12,8 milhões de 

hectares que forneçam matéria prima para produzir 8 bilhões de litros/ano de biodiesel 

(THAME, 2006). 

Diante disto, no Brasil existem diferentes espécies com potencial para a 

produção de biodiesel, entre elas podem ser citadas a soja, mamona, dendê, girassol, 

amendoim, canola, coco,  algodão,  pinhão manso, buriti e a macaúba, com grande 

potencial (SLUSZZ; MACHADO, 2006).  Dentro destas espécies J. curcas, é apontado 

como um grande potencial , tanto no Brasil quanto em outros países devido ao conteúdo 

e características do óleo. Segundo SIVEIRA, (2012) óleo de pinhão-manso é identificado 

como um dos mais promissores, mostrando-se superior a outras culturas como a soja e o 

algodão no quesito, porcentagem de óleo, produtividade e rendimento para a produção de 

biodiesel. 

 

2.5 Melhoramento Genético 

 

O melhoramento de plantas pode ser definido como a arte e a ciência que visam à 

modificação genética das plantas para torná-las mais úteis aos homens, animais e 

ambiente (BORÉM & MIRANDA, 2009). O homem começou a utilizar plantas para seu 

consumo antes mesmo do surgimento da agricultura.  

O melhoramento, ainda que empírico, se iniciou desde os primórdios, quando o 

homem coletava as melhores plantas para consumo e as melhores sementes para plantio, 

em um processo ainda inconsciente de seleção artificial, resultando nas primeiras 

mudanças alélicas dirigidas e seleção de características de interesse. (BERED, 2003).  

Nos últimos anos, o melhoramento de plantas vem se tornando uma ciência cada 

vez mais multidisciplinar, que estabelece hipótese e avalia pelo método científico com 

base no conhecimento em diversas áreas como genética, citogenética, Bioquímica, 
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fisiologia, estatística, agronomia, botânica, fitopatologia, entomologia e, mais 

recentemente, a biotecnologia e biologia molecular têm sido utilizadas como ferramenta 

para a melhoria de plantas.  

A biotecnologia pode ser definida como “qualquer técnica que utiliza organismos 

vivos ou substâncias provenientes desses organismos, para fazer ou modificar um 

produto, melhorar plantas ou animais, ou desenvolver microrganismos para usos 

específicos” (KUMAR, 1999).  

Na agricultura a biotecnologia tem sido aplicada em três frentes principais: 

cultura de tecidos, engenharia genética e marcadores genéticos.  

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

programas de melhoramento genético de plantas, especialmente as perenes. A principal 

aplicação desta biotecnologia diz respeito à clonagem e multiplicação de materiais 

genéticos superiores, garantindo uniformidade nos plantios e mantendo o ganho genético 

obtido na seleção (MARQUES et al., 2008). Além disso, técnicas de cultura de tecidos 

também podem ser aplicadas com o intuito de gerar variabilidade (genética ou 

somaclonal). Já a engenharia genética ou transgenia 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. No entanto, as mais eficientes metodologias de 

transformação genética dependem do emprego da técnica de cultura de tecidos exigindo 

prévio desenvolvimento de protocolos eficazes para regeneração in vitro de genótipos 

agronomicamente superiores.  

Recentemente, com o desenvolvimento de tecnologias de ponta, o conhecimento 

sobre o genoma de plantas tem aumentado demasiadamente, proporcionando a 

identificação de sequências de DNA e a sua associação com traços específicos. Assim, 

diversos marcadores genéticos vêm auxiliando programas de melhoramento na seleção 

de variedades de plantas com traços desejáveis tornando o melhoramento tradicional 

mais eficiente (ARENDS-KUENNING & MAKUNDI, 2000; BYERLEE & GREGORY, 

1999). 
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2.6 Propagação 

 

J. curcas pode ser propagada de maneira sexual (por meio de sementes) e ou 

assexuada, vegetativamente (para meio de estacas). Plantas originadas de sementes são 

mais robustas e com maior longevidade (PEIXOTO, 1973), além de desenvolverem 

radículas mais vigorosas, o que permite uma maior tolerância à seca e maior utilização 

de nutrientes. (HELLER, 1996). A maior desvantagem deste sistema de propagação é 

que não há uniformidade nas plantas geradas e estas tardam mais para iniciar a produção 

(HELLER, 1996). Já a propagação por estacas apresenta a vantagem de gerar plantas 

idênticas às plantas matrizes (clones), no entanto há necessidade de um grande volume 

de material para a produção em escala comercial, o que se torna um fator limitante para 

este fim (SATURNINO, 2005). Neste sentido, o desenvolvimento de métodos eficientes 

de micropropagação poderia suprir a demanda por material genético estável e de 

qualidade genética por meio da clonagem em escala de plantas elites selecionadas em 

programas de melhoramento genético da espécie (ARGOLLO MARQUES, 2013). 

 

 

2.7 Micropropagação 

 

A cultura de tecidos em plantas é uma ferramenta importante para a pesquisa 

básica e aplicada bem como para fins comerciais. Além de contribuir para a rápida 

propagação das plantas, nos últimos anos tornou-se uma técnica básica e vantajosa para 

aceleração de programas de melhoramento genético, principalmente de espécies perenes 

como J. curcas. Assim, o interesse na produção de mudas de qualidade de Jatropha pela 

técnica da cultura de tecidos visa à possibilidade de futuramente poder atender a 

demanda desse produto para a fabricação do biodiesel, pois apresenta características 

favoráveis, tais como; produção de plantas em larga escala, uniformidade, controle 

efetivo de doenças, independência da sazonalidade e espaço físico reduzido para o 

cultivo (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998;  NUNES et al., 2007). 

De acordo com THORPE et al. (1991), a multiplicação assexual de plantas por 

cultura de tecido pode ocorrer via organogênese ou embriogênese somática. A 

organogênese se define como um processo morfogênico sequencial, no qual ocorre a 

formação de órgãos de novo, através da manipulação química. Neste processo, uma 

estrutura unipolar (primórdio vegetativo ou radicular) é gerada à partir de células e 
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tecidos vegetais do explante cultivado (organogênese direta) ou do calo (organogênese 

indireta). Esta estrutura unipolar possui conexão vascular com o tecido que lhe deu 

origem. (VILLALOBOS, 1990; GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998). O calo é um 

grupo ou massa de células com crescimento desordenado que pode apresentar certo grau 

de diferenciação (TORRES et al., 2000). 

No entanto, o processo de organogênese pode apresentar certas limitações tais 

como: taxas de propagação baixas, problemas de variação somaclonal, perda da 

capacidade morfogénica em indivíduos adultos (ZOGLAUER et al., 2003). 

Outro método de micropropagação bastante promissor, especialmente para 

clonagem de genótipos superiores é a embriogênese somática que se define como o 

processo de desenvolvimento de embriões a partir de células haplóides ou somáticas 

diplóides, sem que haja a fusão gamética (DODDS & ROBERTS; 1985). Tais embriões 

somáticos são estruturalmente e funcionalmente muito semelhantes aos embriões 

zigóticos e, sob condições especiais de cultivo in vitro podem germinar formando uma 

nova planta idéntica à planta-mãe (AGUILAR et al., 2001).  

Do ponto de vista do potencial de multiplicação e custos envolvidos, a 

embriogênese somática apresenta enorme vantagem sobre outros sistemas de 

micropropagação. Grandes quantidades de embriões podem se formar em suspensões de 

células embriogênicas com um mínimo de manipulação manual e espaço físico de 

laboratório, principais componentes do custo de uma planta micropropagada. 

Recentemente, biorreatores estão sendo desenvolvidos especialmente para cultura de 

células vegetais em suspensão visando à otimização da produção em escala por 

embriogênese somática (ETIENNE & BERTHOULY et al., 2002). 

Embriões somáticos podem ser produzidos via direta ou indireta (SHARP et al., 

1980). No primeiro caso, os embriões são produzidos diretamente do tecido foliar do 

tecido in vitro, enquanto que no segundo, observa-se inicialmente uma proliferação de 

calos (primários), nos quais ocorre a formação de um segundo tipo de calos com 

características embriogênicas. Estes calos secundários embriogênicos friáveis originam, 

no caso de café  por exemplo, cerca de 100 a 300 embriões/explante quando cultivado 

em meio semi-sólido (SONDAHL & SHARP, 1977) ou 12400 embriões de agregados 

celulares em meio líquido (NORIEGA & SONDAHL, 1993; VAN BOXTEL & 

BERTHOULY, 1996). Os calos embriogênicos podem ser cultivados em meio líquido 

em frascos de Erlenmayer (VAN BOXTEL & BERTHOULY, 1996), em biorreatores de 
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imersão contínua (NORIEGA & SONDAHL, 1993) ou em biorreatores de imersão 

temporária (TEISSON et al., 1995). 

 

2.7.1 Embriogênese Somática 

 

É o processo pelo qual as células somáticas alteram seu padrão de expressão e 

produzem estruturas semelhantes ao embrião, os quais são chamados de embriões 

somáticos. É análogo ao processo de embriogênese zigótica, em que uma única célula ou 

um pequeno grupo de células vegetativas são os precursores do embrião. A primeira 

demonstração de que as plantas podem produzir embriões somáticos in vitro foi 

publicada em 1958 (REINERT, 1958; STEWARD et al., 1958).  

Atualmente a propagação de plantas mediante embriogênese somática representa 

uma alternativa de propagação vegetativa com grande potencial, já que além de manter 

as características da planta mãe, ainda permite a multiplicação de mudas em larga escala 

(GUILTINAN, 2000). 

Os embriões somáticos podem ser obtidos a partir de vários tecidos tais como 

folhas jovens, inflorescências, pecíolos, entre outros. Geralmente tecidos mais jovens tais 

como embriões, hipocótilo e epicótilo são mais responsivos que tecidos adultos. O 

estresse promovido pelas próprias condições de cultivo in vitro e a utilização de 

fitorreguladores específicos são considerados primordiais no processo de indução de 

células competentes ao desenvolvimento de embriões somáticos. Os embriões somáticos 

têm um tecido organizado com pequenas células periféricas de 10 a 20 μ de diâmetro, 

que se dividem ativamente. Estas células têm a característica de ter núcleos basófilos e 

proeminentes (MUÑOZ, 2003). 

A regeneração de plantas a partir da embriogênese somática normalmente segue 

as seguintes etapas: 1) indução e desenvolvimento do embrião somático, 2) proliferação, 

3) maturação, 4) germinação e conversão em plantas. (MEDINA et al., 2003). 

 Na fase inicial da embriogênese é formada uma estrutura composta de oito 

células (suspensor); apos é originado o embrião preglobular, depois as estruturas 

globulares, em seguida o embrião em forma de coração, o embrião torpedo e finalmente 

o embrião cotiledonar. Uma vez formado o embrião cotiledonar se produze a maturação 

e finalmente se dá a germinação e a transformação de embrião somático em planta 

(SONDAHL et al., 1985). No entanto, para ocorrer a embriogênese somática, requer-se 

que as células especializadas se encontrem separadas do tecido adjacente e seja uma 
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única célula. Além disso, é necessário que estejam rodeados por meio de cultura 

contendo nutrientes necessários para o crescimento do embrião (MUÑOZ, 2003). 

MARGARA (1989) observa que a totipotência via embriogênese somática 

oferece uma excelente ferramenta para a micropropagação e melhoramento genético de 

plantas e de manipulação em nível celular (mutagênese, fusão de protoplastos, 

transformação genética, etc.) porque permite a regeneração dos indivíduos a partir de 

células individuais. 

A auxina ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), tem sido mencionado com 

maior freqüência para a indução da embriogênese somática em diferentes espécies. 

Normalmente é utilizado em altas concentrações levando as células dos explantes a uma 

condição de estresse que altera seu metabolismo e resulta na formação do calo (DUDITS 

et al., 1995). Depois da indução do calo, a auxina deve ser removida do meio ou reduzida 

em sua concentração, já que sua presença, nessa fase, pode levar à diferenciação das 

células do calo, as quais se tornam alongadas e perdem a capacidade de formar embriões 

(ALMEIDA et al. 2008; NISSEN & MINOCHA, 1993). Por outro lado, em seguida à 

remoção ou redução da concentração da auxina, o desenvolvimento do embrião somático 

segue os processos de histodiferenciações semelhantes àqueles observados em embriões 

zigóticos, constando dos seguintes estádios morfológicos: globular, coração e torpedo 

(MENÉNDEZ-YUFFA & GARCIA, 1997). 

 

2.8 Micropropagação em J. curcas 

 

Para J. curcas, a metodologia para micropropagação ainda não está estabelecida. 

Poucos trabalhos são encontrados na literatura. RAJORE & BATRA (2005) tem 

desenvolvido metodologia para regeneração de brotos caulinares apicais e laterais. 

NUNES et al., (2006) vêm estudando o processo de clonagem de plantas através da 

embriogênese somática. Os autores relatam que a utilização de 2,4-D, combinado com 

cinetina ou BAP, foi eficiente na formação de calos primários. Segundo os autores, o 

meio de cultura básico MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) é muito utilizado na 

propagação in vitro, promovendo resultados significativos tanto na multiplicação de 

segmentos nodais como na indução, regeneração, maturação, germinação de embriões 

somáticos em inúmeras espécies vegetais, inclusive J. curcas. 

SUJATHA & MUKTA (1996) conseguiram pela primeira vez a formação de 

calos e a regeneração de brotos adventícios a partir de hipocótilos e cotilédones de J. 
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curcas L. com 0,5 mg.L-
1
  de BA y 1 mg.L

-1
 de IAB (Acido indol-3-butirico). A partir 

desta experiência, houve várias tentativas para atingir a propagação in vitro desta cultura, 

utilizando rotas diferentes e de explantes como folhas (DEORE & JOHNSON 2008; 

DIVAKARA et al., 2010; KHURANA-KAUL et al., 2010; REDDY et al., 2008;  

SUJATHA et al., 2005), pecíolo (KUMAR et al., 2010b), yemas axilares (SUJATHA et 

al., 2005), meristema (RAJORE & BATRA, 2005), hipocótilo (KAEWPOO & TE-

CHATO,2009), epicótilo (KAEWPOO & TE-CHATO 2009; QIN et al., 2004) e 

cotilédones (KUMAR et al., 2010a). No entanto, a maioria dos estudos de propagação 

clonal in vitro são realizados por organogênese e poucos por embriogênese (TOPPO et 

al., 2012). Também tem sido reportado diversos protocolos para a regeneração de plantas 

da espécies do gênero como J. integérrima (SUJATHA & DHINGRA, 1993). 

Propagação in vitro através da multiplicação por brotos adventícios a partir de 

diferentes explantes tem sido relatada por vários autores para J. curcas (SUHATHA & 

MUKAT, 1996; SUJATHA et al., 2005; RAJORE & BATRA, 2005). No entanto, os 

protocolos não foram eficientes devido as baixas taxas de multiplicação 

(SHRIVASTAVA & BANERJEE, 2008). 

QIN et al. (2004) relata que 0,1 mg L
-1

 AIB e 0,5 mg L
-1

 BA em meio MS, pode 

aumentar a frequência de regeneração de explantes de epicótilo. Numa outra experiência 

SUJATHA et al. (2005), utilizou brotos axilares e segmentos de folhas de J. curcas não 

tóxico inoculados em meio MS, obtendo uma eficiente regeneração de brotes adventício 

quando adicionou-se ao meio de 8,9 a 44,4 μM de BA + 4,9 μM de IBA e posteriormente 

transferidos a um meio suplementado 8,9 μM de BA + 2,5 μM IBA. 

  Em estudos subsequentes DUBEY et al., (2010), obteve 100% de indução de 

brotações a partir de explantes de pecíolo cultivados em meio MS com BAP (1 mg L
-1

) e 

AIB (0,5 mgL
-1

). O alongamento de brotos deu os melhores resultados com 0,5 mgL
-1

 de 

BAP e 1,0 mgL
-1

 de ácido giberélico (GA3). A melhor indução de enraizamento com 0,3 

mg L
-1

  de IBA. Enquanto isso KUMAR et al. (2010a) quando utilizou como explantes 

cotilédones de J. curcas em MS com reguladores de crescimento TDZ e BAP, obtivo 

uma média de aproximadamente 93% de explantes com formação de gemas, quando 

utilizaram 9,08 µM de  TDZ sem BAP. 

No caso dos fitoreguladores, Cinetina e TDZ tem sido relatado que favorece a 

indução de brotos adventícios por organogênese, especialmente quando usado como 

explantes hipocótilos (KUMAR et al., 2010b; SUJATHA et al., 2005). Da mesma forma, 

organogênese a partir de pontas de raízes meristemáticas também tem sido relatada em  
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J. curcas (DANSO et al., 2011; RAYORE & BRATA, 2005; WARAKAGODA & 

SUBASINGHE 2009). 

 

2.8.1 Embriogênese em J. curcas 

 

De acordo com SIANG et al. (2012) ainda são limitados os estudos sobre 

propagação de  J. curcas a através embriogênese somática. 

JHA et al. (2007) foram os primeiros em reportar a embriogênese somática, como 

poderosa ferramenta da biotecnologia vegetal para a propagação de J. curcas. Eles 

obtiveram calos embriogênicos utilizando explantes de folha de cultivadas em meio MS 

suplementado com 9,3 mg L
-1

 de cinetina. A maior indução dos embriões foi com meio 

MS suplementado com 2,3 mgL
-1

 de cinetina e 1,0 mgL
-1

 de IBA.  Os embriões maduros 

foram regenerados em plantas usando metade dos sais e vitaminas de meio MS. No 

entanto a taxa de regeneração foi muito baixa.  No entanto, KALIMUTHU et al., (2007) 

reportaram a indução de embriões somáticos, via direta,  a partir de explante de 

cotilédones cultivados em meio MS enriquecido com 2 mgL
-1

 de BAP e raiz em MS 

suplementado com 1,0 mgL
-1

. de ácido indole-3-acético (IAA). 

Os mais recentes estudos sobre embriogênese somática em J. curcas foram 

publicados por SIANG et al., (2012). Os autores utilizaram como explante folhas 

cotiledonares. A maior produção de calos ocorreu quando explantes foram, cultivados 

em MS contendo 0.8 mgL
-1 

de Dicamba. No entanto, a indução, proliferação e 

desenvolvimento de embriões somáticos ocorreram quando se utilizou o meio WPM, 

livre de hormônios. Para a conversão de plantas e regeneração dos embriões o meio MS 

suplementado com 0,3 mgL
-1

 de BAP e 0,4 mgL-1 de ácido giberélico (GA3), foi o mais 

eficaz. 

Diversos autores relatam que o genótipo é uma das variáveis que mais afetam o 

processo de regeneração em J. curcas (KUMAR 2010a, SHARMA et al. 2011; SIANG 

et al. 2012). KUMAR et al. (2010a) para regeneração via organogênese direta utilizaram 

três genótipos com diferentes resultados em algumas variáveis como: porcentagem de 

explantes com brotações regeneradas e número de brotações regeneradas por explante. 
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2.9 Bancos de Germoplasma 

 

Bancos ativos de germoplasma (BAG) são unidades conservadoras de material 

genético de uso imediato ou com potencial de uso futuro (VILELA-MORALES & 

VALOIS, 2000). Servem como reservatório de genes que melhoristas podem acessar 

quando precisam resolver problemas específicos, tal como a resistência a uma doença 

(BORÉM, 1999). 

O sucesso de um programa de melhoramento depende, em grande parte, do 

conhecimento e da conservação da variabilidade genética disponível (BASHA & 

SUJATHA, 2007). A introdução de um germoplasma vegetal sempre envolve riscos, 

porém, quando realizada corretamente, constitui vantajosa fonte para a diversificação das 

cultivares e para o melhoramento genético e, consequentemente, para o desenvolvimento 

da agricultura, sobretudo nos países com grande diversidade de clima e solo como ocorre 

no Brasil.  

A caracterização de germoplasma e da diversidade genética entre diferentes tipos 

pode auxiliar na identificação de genótipos promissores que podem ser utilizados em 

programas de melhoramento genético. Atualmente, O banco de germoplasma de Jatropha 

do IAC conta com cerca de 1200 acessos de J. curcas de diferentes estados brasileiros 

(Alagoas, Bahia, Ceará, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Pará, Rio Grande do Norte, 

São Paulo e Tocantins) e outros quatro países (China, Costa Rica, Índia e México), além 

de algumas  espécies do gênero Jatropha oriundas dos estados brasileiros da Bahia, 

Ceará, São Paulo e de Costa Rica (ARGOLLO MARQUES et al., 2013). 

 

2.10 Marcadores Moleculares 

 

Tradicionalmente, os marcadores utilizados para estabelecer a diversidade e as 

relações entre acessos eram aqueles derivados de caracteres morfológicos. No entanto, 

estes são pouco precisos, sobretudo devido à forte influência do meio ambiente sobre as 

características controladas por muitos genes; contrário dos marcadores moleculares que 

não apresentam interferências do ambiente (JUBERA et al. 2009). 

Atualmente, os avanços em biologia molecular têm incorporado novos 

marcadores baseados em sequências nucleotídicas, mais informativos e com grande 

aplicabilidade em estudos de caracterização de germoplasma, análise da diversidade 

genética, identificação de espécies e variedades e confiabilidade, permitindo eliminar os 
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inconvenientes de uma seleção com base na análise exclusiva do fenótipo (BASHA & 

SUJATHA 2007; AGARWAL et al., 2008.). 

AGARWAL et al. (2008) definem os marcadores moleculares como segmentos 

específicos de DNA que são representativos das diferenças ao nível do genoma, 

permitindo explorar o polimorfismo natural existente entre os indivíduos. Além disso, os 

marcadores moleculares podem ou não estar correlacionados com a expressão fenotípica, 

são altamente estáveis, detectáveis em todos os tecidos, não são afetados pelo ambiente 

ou por efeitos pleiotrópicos ou de espistasia (MONDINI et al., 2009). 

Um marcador molecular ideal deve atender aos seguintes critérios: i) ser 

altamente polimórfico; ii) de natureza co-dominante, permitindo, assim, a identificação 

de organismos homozigotos e heterozigotos; iii) de alta frequência no genoma e, iv) 

altamente reprodutível (AGARWAL et al, 2008; ARIF et al, 2010; KUMAR et al, 

2009a). 

Os marcadores moleculares podem ser divididos em dois grupos: a) com base na 

análise de proteínas, tais como a isoenzima e, b) marcadores moleculares baseados na 

análise de DNA. Dentro desta última categoria encontram-se RFLP (“Restriction 

Fragment Length Polymorphism”), Minissatélites o VNTR (“Variable Number Tanden 

Repeats”), RAPD (“Randomly Amplified Polymorphic DNA”); AFLP (“Amplified 

Fragment Length Polymorphism”), Microssatélites SSR (“Simple Sequence Repeat”).  

Existem outros marcadores desenvolvidos nos últimos anos, tais como SNP (“Single 

Nucleotide Polymorphism”) e SCAR (“Sequence Characterized Amplified Regions”), 

por citar alguns (AGARWAL et al., 2008; ARIF et al., 2010; KUMAR et al, 2009a).  

Estas técnicas utilizando marcadores moleculares podem diferir em aspectos tais 

como: capacidade de amplitude genômica, nível polimorfismo detectado, especificidade 

de locus, repodutibilidade, requisitos técnicos, o grau de investimento financeiro e 

facilidade de uso (MONDINI et al, 2009; SPOONER et al, 2005). 

 

2.11.1 Marcadores microssatélites ou Simple Sequence Repeat (SSR) 

 

Microssatélites são os marcadores caracterizados pela repetição de seqüências 

curtas de um a cinco nucleotídeos pelo genoma. São altamente polimórficos em função 

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

genoma, diferindo entre si pelo motivo da repetição que possuem (AGARWAL et al. 
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2008). São abundantes e podem estar presentes em milhões de cópias no genoma de uma 

espécie  (KUMAR et al, 2009a; MONDINI et al., 2009; WANG et al., 2009). 

Portanto, os SSR combinam várias vantagens, tais como codominância, 

multialelismo; elevado polimorfismo, reprodutibilidade e informatividade, facilidade de 

automação, confiabilidade, baixo custo e transferabilidade entre espécies (AGARWAL 

et al 2008; IJAZ, 2011; KUMAR et al, 2009a). 

O protocolo para a identificação de regiões SSR no genoma baseia-se na 

aplicação da reação em cadeia da polimerase (PCR) utilizando iniciadores específicos de 

18 a 24 pb, cujas sequências são complementares às regiões conservadas que flanqueiam 

o microssatélite (AGARWAL et al 2008; IJAZ, 2011; KUMAR et al, 2009a;. MONDINI 

et al 2009; WANG et al, 2009).  

O polimorfismo associado com o comprimento do SSR amplificado pode ser 

detectado por gel de agarose, gel de poliacrilamida, ou sequenciadores automatizados 

(ARIF et al, 2010). 

Os microssatélites são classificados de acordo com a composição das sequências 

de repetição: a) repetições perfeitas, que não apresentam interrupções na sequência; b) 

repetições imperfeitas, quando são interrompidas por bases que não pertencem ao motivo 

e, c) repetições compostas, quando apresentam-se dois ou mais motivos de repetição 

adjacentes (BORÉM & CAIXETA, 2006). 

Os microsatélites podem estar em regiões codificantes e não codificantes do 

genoma e o local de inserção determina a sua função. Se presentes dentro de regiões 

codificantes podem afetar a expressão do gene, enquanto que se estão localizados em 

regiões não codificantes, podem afetar a regulação ou transcrição genética (IJAZ, 2011; 

WANG et al, 2009). 

Os marcadores microssatélites são úteis para estudos de mapeamento genético, 

programas de seleção assistida, analisar a diversidade genética e as relações filogenéticas 

entre as espécies, executar estudos evolutivos e avaliar paternidade (IJAZ, 2011; 

KUMAR et al, 2009a; WANG et al, 2009). 

 

2.11.2 Marcadores Inter Simple Sequence Repeats (ISSR) 

 

 Esta técnica foi descrita por ZIETKIEWICZ et al. em 1994. Os ISSRs são 

fragmentos de DNA que variam entre 100 a 3000 pares de bases, desenhados a partir de 

primers microssatélites (SPOONER et al., 2005). Eles foram desenvolvidos a partir da 
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necessidade de explorar repetições de microssatélites sem a necessidade de 

sequenciamento do DNA (CAIXETA et al., 2009). Estes marcadores são dominantes e 

têm simples herança mendeliana (GUPTA et al., 1994).  

É um método simples e rápido, que combina as vantagens dos SSRs, o 

polimorfismo dos marcadores AFLPs e a universalidade dos RAPDs (REDDY et al., 

2002). Entre as vantagens que esta técnica fornece se encontram, principalmente, a 

elevada variação que detectam e reprodutibilidade devido principalmente às altas 

temperaturas utilizadas no alinhamento dos iniciadores. Além disso, são necessárias 

concentrações elevadas de DNA. Por outro lado, não requerem de conhecimento prévio 

das sequências do genoma do organismo em estudo para desenhar os iniciadores, são 

rápidos, eficientes e de baixo custo (EGUIARTE et al., 2007; KUMAR et al, 2009a). 

A técnica ISSR é um método baseado em PCR. Os produtos de PCR produzidos 

correspondem a sequências de tamanhos diferentes situados entre duas regiões repetidas 

de microssatélites orientadas em direção oposta (REDDY et al., 2002).  

Os iniciadores de ISSR são aproximadamente 18 nucleotídeos que consistem em 

um motivo repetido de di ou trinucleotídeos complementários à sequência dos 

microssatélites. Pode ser adicionado a esta sequência um par de nucleotídeos extras 

arbitrários na extremidade 3´ ou 5´, que desempenham o papel de "âncora", garantindo 

assim que a amplificação sempre comece em 5' ou 3 ' do microssatélite, respectivamente 

(EGUIARTE et al., 2007; ZIETKIEWICZ et al., 1994).  

Os fragmentos produzidos podem ser separados por eletroforese em gel de 

agarose ou acrilamida (KUMAR et al., 2009a). 

Como se trata de um marcador molecular que pode ser utilizado para explorar 

grande parte do genoma, sem conhecimento prévio da sequência de DNA, os ISSRs 

podem ser utilizados para estudar diversidade genética e as relações filogenéticas em 

espécies já cultivadas e espécies selvagens, assim como no mapeamento genético 

(KUMAR et al., 2009a; ZIETKIEWICZ et al., 1994). 

 

2.11.3 Marcadores Amplified Fragment Length Polymorphisms (AFLPs) 

 

São marcadores altamente eficientes, permitem a análise de um grande número de 

loci sem requerer conhecimento prévio da sequência, são altamente polimórficos e 

reprodutíveis e, consequentemente, representam uma eficiente técnica para a análise de 

DNA (AZOFEIFA, 2006; VOS et al, 1995).  
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É um marcador dominante e a técnica é baseada na amplificação seletiva, por 

PCR, de fragmentos de restrição do DNA genômico digerido. As etapas que considera 

são a digestão do DNA, ligação dos adaptadores, a pré-amplificação e amplificação 

seletiva (ARIF et al, 2010; KUMAR et al, 2009a; VOS et al, 1995). 

O primeiro passo é baseado na digestão do DNA, que é realizada por duas 

enzimas de restrição, também chamadas de endonucleases, das quais uma é de corte raro 

e outra de corte frequente (KUMAR et al., 2009a; MONDINI et al., 2009). Como 

resultado da clivagem do DNA genômico com a combinação de enzimas, três classes de 

fragmentos podem ser gerados: a) fragmentos de corte frequente/frequente, b) 

fragmentos de corte raro/frequente e c) fragmentos de corte raro/raro (BORÉM & 

CAIXETA, 2009; FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).  

O próximo passo é a ligação dos adaptadores, onde fragmentos de DNA de cadeia 

dupla, de 20 a 30 pares de bases, são ligados nas extremidades dos fragmentos obtidos na 

digestão, dando como resultado um molde para a pré-amplificação (KUMAR et al., 

2009a; VOS et al., 1995).  

Após a ligação é realizada a pré-amplificação para obtenção dos fragmentos 

amplificados por PCR utilizando iniciadores de aproximadamente 20 nucleotídeos 

contendo a sequência especifica complementar aos adaptadores, mais uma base adicional 

na extremidade 3'. Subsequentemente, o produto de amplificação é utilizado como molde 

numa nova amplificação (amplificação seletiva) utilizando os mesmos iniciadores, 

porém com três bases seletivas adicionais. Dessa maneira, apenas os fragmentos que 

sejam complementares aos nucleotídeos seletivos serão amplificados (BORÉM & 

CAIXETA, 2009; GRATTAPAGLIA, 1998;  KUMAR et al., 2009a;  VOS et al., 1995). 

O polimorfismo baseado na técnica de AFLP é oriundo da perda ou do ganho de 

um sítio de restrição, ou da complementaridade ou não das bases seletivas usadas nos 

terminais 3' dos primers com a região que flanqueia o sítio de restrição (BORÉM & 

CAIXETA, 2009; FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998). 

 O número de fragmentos gerados por esta técnica é função do número de 

nucleotídeos seletivos na combinação dos primers, do motivo do nucleotídeo seletivo, do 

tamanho físico e complexidade do genoma (AGARWAL et al, 2008;. MONDINI et al., 

2009). 

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

poliacrilamida ou por sequenciador automático (ARIF, 2010; KUMAR, 2009a). 



                                                                                                                                                 

21 

 

Entre as vantagens da técnica AFLP estão o grande número de loci polimórficos 

que detectam em poucos experimentos; não requerer informação prévia do genoma a ser 

analisado, possuir alta confiabilidade e reprodutibilidade (GRATTAPAGLIA & 

FERREIRA, 1998; KUMAR et al, 2009a; VOS et al 1995).  

A técnica pode ser aplicada em estudos que envolvem análise de diversidade, 

detecção da identidade genética, identificação de clones e cultivares, estudos 

filogenéticos de espécies estreitamente relacionadas e mapeamento genético incluindo 

QTLs (quantitative trait loci) (ARIF et al, 2010; KUMAR et al, 2009a; MONDINI et al, 

2009). 

 

2.12 Diversidade Genética em J. curcas  

 

Nos últimos anos, vários estudos têm sido feitos para avaliar a variabilidade 

genética do germoplasma de J. curcas utilizando marcadores morfológicos 

(características quantitativas) e marcadores moleculares. Ao nível morfológico, tem-se 

utilizado características como altura da planta, diâmetro da corola, número de ramos 

primários, número de ramos secundários, área foliar média, tamanho do pecíolo, forma 

do botão floral, entre outras (GOHIL & PANDYA, 2008; SUNIL et al, 2008). Outros 

trabalhos incluem caracteres relacionados à produção, como análises do rendimento de 

sementes, incluindo o tamanho, peso e teor de óleo (KAUSHIK et al. 2007; MISHRA, 

2009). 

No caso dos marcadores moleculares, a maioria dos estudos na espécie J. curcas 

foram para avaliações da diversidade genética e desenvolvimento preliminar de mapas 

moleculares associados com características agronomicamente desejáveis (XU et al. 

2012). No entanto, a maioria dos estudos de diversidade genética está limitada a acessos 

asiáticos, africanos e, principalmente, da Índia (AMBROSI et al, 2012; BASHA & 

SUJATHA, 2007; BASHA et al, 2009; PAMIDIMARRI et al, 2010). 

Em relação aos estudos de diversidade genética de J. curcas incluindo acessos de 

diferentes regiões do mundo, têm sido usados vários marcadores moleculares, como 

RAPD (BASHA & SUJATHA, 2007; GANESH RAM et al., 2008; GUPTA et al., 2008; 

RANADE et al., 2008), ISSRs (BASHA & SUJATHA, 2007; GRATIVOL et al., 2010; 

GUPTA et al., 2008; KHURANA-KAUL et al., 2012; KUMAR et al., 2009b; TANYA 

et al., 2011); SSRs (ROSADO et al.,2010; SUN et al., 2008; WEN et al., 2010; NA-EK 

et al., 2011; PAMIDIMARRI et al., 2011; BRESSAN et al., 2012) e AFLPs 
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(PAMIDIMARRI et al., 2010; PECINA et al., 2011; SANTOS et al. 2010; SHEN et al., 

2010; SUN et al., 2008; TATIKONDA et al., 2009). 

GANESH RAM et al. (2008) avaliaram a diversidade genética de 12 acessos do 

gênero Jatropha utilizando RAPD. As diferentes espécies foram organizadas em três 

grupos, separando em um grupo todos os acessos de J. curcas L.. O segundo grupo 

reuniu as seis espécies J. ramanadensis Ramam., J. gossypiifolia L., J. podagrica Hook., 

J. tanjorensis J. L. Ellis et Saroja J. villosa Wight e J. integerrima Jacq., enquanto que o 

terceiro grupo foi formado pela espécie J. glandulifera Roxb., geneticamente a mais 

distante. 

PAMIDIMARRI et al. (2010), por meio de marcadores RAPD e AFLP em 

acessos J. curcas de diferentes regiões da Índia, demonstraram a existência de baixa 

diversidade genética.  Entretanto, RANADE et al. (2008), quando avaliaram genótipos 

de J. curcas de seis locais diferentes por meio de RAPD e DAMD (amplificação de 

DNA dirigida a região de minissatélites), encontraram 100% de similaridade genética em  

indivíduos oriundos de uma mesma procedência. Estes resultados são consistentes com 

os relatados por BASHA & SUJATA (2007) que encontraram baixo polimorfismo, 42% 

e 37,4%, mediante RAPD e ISSR, respectivamente.  

Igualmente, GANESH RAM et al. (2008) e TATIKONDA et al. (2008) relataram 

resultados semelhantes, indicando a necessidade de ampliar a base genética através da 

introdução de material com amplo contexto geográfico e a criação de variabilidade 

através de mutação e hibridação. Ao contrario, os resultados dos trabalhos de IKBAL et 

al. (2010) e SUBRAMANYAM et al. (2009) mostraram alto nível de polimorfismo 

genético entre os 40 acessos da Índia analisados, utilizando marcadores RAPD.  

No caso de estudos de diversidade genética de J. curcas realizados com acessos 

da China , os resultados não são concordantes. HE et al. (2007), utilizando ISSR, 

encontraram alto nível de diversidade genética entre oito populações J. curcas daquele 

país enquanto que,  SUN et al. (2008), utilizando SSR e AFLP, encontraram baixa 

diversidade genética quando analisaram 56 acessos da China e Malásia. De forma 

semelhante, SHEN et al. (2010)  também relataram baixo polimorfismo (26,99%) usando 

polimorfismo AFLP entre 38 populações  da Indonésia e 37 da China. 

Em estudo realizado com 225 acessos coletados em 30 países da Ásia, África e 

América Latina, MONTES-OSORIO et al. (2008) encontraram baixa variação genética 

entre os acessos da África e da Índia e alta variação genética nos materiais de Guatemala 

e outros acessos da América Latina. Igualmente, POPLUECHAI et al. (2009) avaliaram 
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o polimorfismo genético de 38 acessos de 13 países com técnicas RAPD e AFLP. Os 

resultados indicaram polimorfismo apenas entre os acessos do México e Costa Rica. 

São poucos os trabalhos reportados sobre a diversidade genética em J. curcas 

incluindo acessos do Brasil. SANTOS et al. (2010), com marcadores AFLP, avaliaram 

nove acessos do Brasil, um dos República Dominicana, um da Tanzânia e um do 

Paraguai, mostrando uma alta variabilidade genética entre os genótipos. GOIS et al. 

(2006) ao analisar oito acessos de quatro estados do Brasil com marcadores 

isoenzimáticos, encontraram genótipos altamente semelhantes e outros muito 

divergentes.  

No caso do México, centro de origem de J. curcas, existem poucos estudos sobre 

a diversidade genética da espécie. PECINA-QUINTERO et al. (2011) avaliaram a 

diversidade genética de 88 acessos coletados no sul do México com AFLP e encontraram 

alto nível de polimorfismo (90%) e uma diversidade genética média de 60% entre os 

acessos. 

 

3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

 

3.1 Caracterização da Diversidade Genética de J. curcas 

 

3.1.1 Material vegetal 

 

Foram avaliados 70 acessos de J. curcas do Banco de Germoplasma do IAC, 

mantidos in vivo e procedentes de diferentes regiões do Brasil e do exterior (Tabela 1). 

O Banco de Germoplasma esta localizado em Campinas, São Paulo, a 22°54'20'' latitude 

sul e 47°03'39'' longitude oeste.  

 

3.1.2 Obtenção do DNA total 

 

Folhas jovens de cada genótipo foram coletas e armazenadas separadamente em 

ultrafreezer a -80º C. O DNA foi extraído a partir de tecido vegetal macerado em 

nitrogênio liquido utilizando o protocolo CTAB descrito por DOYLE & DOYLE (1990) 

Aproximadamente 100 mg de tecido vegetal foram colocados em microtubos Eppendorf 

de 2 ml, nos quais se adicionaram 800 µl de tampão de extração (1,4 M NaCl, 20 mM 
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EDTA pH 8,0; 100 mM de Tris-HCL pH 8,0; 1% de Polivinilpirrolidona MW 10,000; 

2% CTAB e 0.2% β-mercapto etanol).  

Os tubos foram homogeneizados em vortex durante 20 segundos e colocados em 

banho-maria a 65 ° C durante 60 min, agitando-os por inversão a cada 10 minutos. Após 

o banho-maria, foram adicionados 700 µl de clorofórmio/álcool isoamílico 24:1 (v/v) e 

os tubos homogeneizados por inversão durante 5 min e centrifugados a 10.000 g durante 

10 min. O sobrenadante foi transferido para novos tubos e adicionados novamente 700 µl 

de clorofórmio/álcool isoamílico 24:1 (v/v). Em seguida os foram agitados por cinco 

minutos até atingirem aspecto homogêneo e centrifugados (5 min/10.000 g). O 

sobrenadante foi transferido para novos tubos e o DNA precipitado com 70% (v/v) de 

isopropanol gelado, misturado suavemente e posteriormente centrifugado durante 10 min 

a 10.000 g. O sobrenadante foi descartado por inversão e o precipitado (pellet) foi 

deixado-secar em temperatura ambiente. O pellet foi lavado com 1 ml de etanol  70 % e 

deixado sobre a bancada para secar à temperatura ambiente. 

 O DNA foi ressuspendido em 50 µl de tampão TE (10 mM Tris-HCL, pH 8,0 e 1 

mM de EDTA). Finalmente, foram adicionados 10 mg.ml
-1 

de RNAse e incubado  a 37° 

C durante 30 min. O DNA foi armazenado a -20 ° C. 

A integridade do DNA extraído foi avaliada em gel de agarose 1%, submetido à 

eletroforese horizontal em tampão TBE 0,5 X (Tris 89 mM, ácido bórico 89 mM, EDTA 

2,5 mM, pH 8,3) a uma corrente constante de 3,5 V.cm
-1

 por 1 hora.  

A concentração de DNA foi determinada utilizando espectrofotômetro NanoVue, 

com raio de absorbância 260/280, em que valores abaixo de 1,8 indicam contaminação 

por proteínas ou outros elementos absorventes de luz UV da amostra. Com base 

concentração, o DNA foi diluído para padronizar a concentração a 100 ng.µl
-1

. 
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Tabela 1 -Identificação dos 70 acessos de J. curcas do Banco de Germoplasma do (IAC) 

ID GENOTIPO PROCEDENCIA ID GENOTIPO PROCEDENCIA

1 J.integerrima Não especificado 36 L11P5 São Paulo

2 J.podagrica Não especificado 37 L12P8 Minas Gerais

3 J.multifida Não especificado 38 L12 Minas Gerais

4 L13P30 Pernambuco 39 L4P44 São Paulo

5 PARÁ6 Pará 40 L4P50 São Paulo

6 L9P44 Minas Gerais 41 L13P48 Sao Paulo

7 L8P54 Bahía 42 F1 J. curcas/J. intergerrima

8 PARÁ5 Pará 43 RC1F1-9 Retrocruzamento

9 RC1F1-1 Retrocruzamento 44 RC1F1-64 Retrocruzamento

10 RC1F1-91 Retrocruzamento 45 RC1F1-37 Retrocruzamento

11 RC1F1-74 Retrocruzamento 46 L2P7-A China

12 L6P7 Mato Grosso do Sul 47 L3P29 São Paulo

13 L9P49 São Paulo 48 L2P21 São Paulo

14 L13P20 Pernambuco 49 L3P27 São Paulo

15 L6P11 Mato Grosso do Sul 50 MÉXICO-A10 México

16 L12P52 Sao Paulo 51 MÉXICO-A5 México

17 L13P25 Pernambuco 52 L1P40-A China

18 L12P51 Pernambuco 53 L8P29 Bahía

19 L13P4 Pernambuco 54 L5P48 São Paulo

20 L4P49 São Paulo 55 L11P7 São Paulo

21 RC1F1-25 Retrocruzamento 56 L12P23 Minas Gerais

22 L4P19 São Paulo 57 L12P29 Minas Gerais

23 L2P23 São Paulo 58 L12P41 Tocantins

24 L2P19 São Paulo 59 L13P55 São Paulo

25 L1P7 São Paulo 60 L17U8(3) São Paulo

26 MÉXICO-A4 México 61 L17U5(2) São Paulo

27 MÉXICO-A3 México 62 L2P39-A Fortaleza

28 MÉXICO-A20 México 63 L12P57 Fortaleza

29 L6P25 Mato Grosso do Sul 64 L13P9 Pernambuco

30 L6P31 Mato Grosso do Sul 65 L13P46 Pernambuco

31 L10P5 Minas Gerais 66 L14P1 São Paulo

32 L12P4 São Paulo 67 L9P51 Minas Gerais

33 L12P2 São Paulo 68 J.pholiana Não especificado 

34 L9P1 Bahía 69 J.gossypiifolia Não especificado 

35 L9P32 Bahía 70 L13P15xL2P33 Retrocruzamento  
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3.2 Diversidade genética de J. curcas mediante SSRs. 

 

Foram utilizados 16 marcadores microsatélites (SSRs) desenhados por 

BRESSAN, 2012 e PAMIDIMARRI, 2009 (Tabela 2). A amplificação do DNA via PCR 

foi realizada utilizando 50 ng de DNA genômico, 2,5 mM de cada nucleotídeo (dATP, 

dTTP, dCTP e dGTP), 0,2 mM de cada primer (Forward e Reverse), tampão da enzima 

1X (KCl 50 mM, 10 mM Tris-HCI - pH 8, 9), 1,5 µM, de MgCl2 para os primers 

desenvolvidos por BRESSAN (2012) e 3 µM de MgCl2 para os primer desenhados por 

PAMIDIMARRI (2009) e 1U de Taq polimerase. 

O programa de amplificação foi realizado num termociclador Bio-Rad ™ T100 e 

consistiu de uma desnaturação inicial a 94 °C durante 3 minutos e, posteriormente, 35 

ciclos com desnaturação a 94 °C durante 30 segundos, anelamento durante 30 segundos, 

variando a temperatura em função do primer (Tabela 2), e 1 minuto a 72 °C de extensão, 

finalizando a 72 °C durante 4 minutos. 

 

3.2.1 Visualização dos alelos SSR por eletroforese em gel de poliacrilamida 

 

A 5,0 µL do produto de PCR amplificado foram acrescentados 5 µL de 

formamida 98%, EDTA 10 mM , 0,01% de azul de bromofenol e 0,01 % xileno cyanol e   

a solução foi desnaturada  a 95°C durante 5 minutos em um termociclador marca Bio-

Rad T100™. Em seguida, a mistura foi aplicada em gel de poliacrilamida 5 % para 

eletroforese vertical em tampão 1X TBE a 70 W.cm
-1

, durante uma hora e 30 minutos, 

com pré-corrida de 15 minutos a 80 W.cm
-1

. Foi utilizado um marcador de peso 

molecular de 100 bp (Thermo Science) para a identificação do tamanho (em pb) dos 

produtos amplificados. 

Após eletroforese, o gel foi transferido para uma solução de fixação (10% de 

etanol absoluto e 1% de ácido acético glacial), permanecendo durante 10 minutos e 

lavado em seguida com água destilada (três lavagens de um minuto cada). 

Imediatamente após, o gel foi colocado em ácido nítrico (1,5%) durante 3 minutos e foi 

enxaguado três vezes com água destilada. Para o processo de coloração, o gel foi imerso 

em solução de nitrato de prata (0,2%) durante 20 minutos sob agitação constante e, em 

seguida, três lavagens com água destilada. Por último, o gel foi imerso em uma solução 

de carbonato de sódio (30 g.L
-1

) e 0,05% de formaldeído até a revelação e visualização 
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das bandas e  colocado numa solução de ácido acético glacial a 5% durante 5 minutos, 

lavado três vezes com água destilada e seco à temperatura ambiente. 

 

 

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

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

de J. curcas. 

Sequencia dos primers

(5´-3´)

F: CATTTTTCATCAAGGCCTAC

R: GTATTTCTCCACACGCAACT

F: CTTTCTTACCCCTCATCCTT

R: AAAGCCAGGACATACTTGAA

F: GCCCGAGTTCTCTATAAGGT

R: CCAAGAGAAATTAGGAATGC

F: GCGTGGACTATCTCAACTTC

R:CTGATTACGCAATGGAACTA

F:ATCTGGAGTGAAACCAAAGA

R:CACATGGTAAGCATTACAAGA

F: AAGGACGCAGAAAGAGAAGTTG

R: TTTCGGAGGAGATGAAGAAGAC

F:GTGTGGTGCTTACCCCTATTTT

R: GCCTCCTTTTCTTTTCCTGTTT

F: GCGTAGAAACACAGGAACATCA

R: ACTCTCAATGGTTGTTATGGGC

F: AAGCCCAGTTGCTCATATTCAG

R: CAAGGCTCAAAGATAGAAGGGA

F:CATCAAATGCTAATGAAAGTACA

R:CACACCTAGCAAACTACTTGCA

F: GATATGAAGTTTCATGGGACAAC

R:TTCATTGAATGGATGGTTGTAAGG

F:AACACACCATGGGCCACAGGT

R: TGCATGTGTGCGGGTTTGATTAC 

F:TCCATGAAGTTTGCTGGCAAT

R:AGGTCATCTGGTAAAGCCATACC

F:CCTACGAGTGATTGGATAGTTTCTCA

R:TCTTCCATCAAGAGTCGTTGGGCA

F:GAGGATATTACAGCATGAATGTG

R: AATCAATCAATCTTTGGCAAA

F:CCAGAAGTAGAATTATAAATTAAA

R:AGCGGCTCTGACATTATGTAC

F:GTACTTAGATCTCTTGTAACTAACAG

R:TATCTCTTGTTCAGAAATGGAT

F:ACAGCAAGTGCACAACAATCTCA

R: TACTGCAGATGGATGGCATGA

F: CCTGCTGACAGGCCATGATT

R: TTTCACTGCAGAGGTAGCTTGTATA

F:TAACCTCTTCCTGACA

R: ATAGGAAATAAGAGTTCAAA

F:GGGAAAGAGGCTCTTTGC

R: ATGAGTTCACATAAAATCATGCA

Locos
Temp. de 

anelamiento °C
Fonte

mJCENA27 55 BRESSAN, 2012

mJCENA41 53 BRESSAN, 2012

mJCENAa47 51 BRESSAN, 2012

mJCENA63 53 BRESSAN, 2012

mJCENA87 53 BRESSAN, 2012

mJCENA106 56 BRESSAN, 2012

mJCENA108 53 BRESSAN, 2012

mJCENA110 56 BRESSAN, 2012

mJCENA111 56 BRESSAN, 2012

Jcds10 55 PAMIDIMARRI, 2009

Jcds24 55 PAMIDIMARRI, 2009

Jcds41 55 PAMIDIMARRI, 2009

Jcds58 55 PAMIDIMARRI, 2009

Jcds66 55 PAMIDIMARRI, 2009

Jcds1 55 PAMIDIMARRI, 2009

Jcds6 55 PAMIDIMARRI, 2009

Jcds9 55 PAMIDIMARRI, 2009

Jcds20 59 PAMIDIMARRI, 2009

Jcds21 55 PAMIDIMARRI, 2009

Jcds21 53 PAMIDIMARRI, 2009

Jcds30 55 PAMIDIMARRI, 2009
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3.3 Diversidade genética de J. curcas por ISSRs.  

 

3.3.1 Amplificação do DNA  

 

Para este ensaio foram utilizados 10 primers ISSRs (Tabela 3). As reações de 

PCR foram realizadas num volume final de 20 µl contendo 40 ng de DNA, tampão 1X 

(10 mM Tris-HCl, pH 8,3, KCl 50 mM), dNTPs 0,25 mM, MgCl2 2,5 mM, 0,25 mM de 

cada primer e 1U de Taq polimerase. 

 

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

genética de 70 acessos de J. curcas 

Código Sequencia dos primers (5´-3´)
Temp. de 

anelamento °C

ISSR 1 AGAGAGAGAGAGAGAGT 53

ISSR 2 AGAGAGAGAGAGAGAGYT 48

ISSR 3 AGAGAGAGAGAGAGAGYA 53

ISSR 5 ACACACACACACACACYA 56,5

ISSR 6 GACAGACAGACAGACA 53,6

ISSR 7 DBDACACACACACACACAC 48,2

UBC 898 CACACACACACARY 52

MANNY CAC CAC CAC CAC RC 52

TERRY GTG GTG GTG GTG RC 52  

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

 

 

As amplificações por PCR foram efetuadas em termociclador Bio-Rad ™ T100 

de acordo com o programa: desnaturação inicial a 94 °C durante um minuto, seguida de 

35 ciclos de desnaturação a 94°C durante 45 segundos, 45 segundos de anelamento 

(nesta fase, a temperatura era dependente do primer utilizado), um minuto de extensão a 

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

 

3.3.2 Visualização dos fragmentos SSR por eletroforese em gel de agarose  

 

A separação dos produtos de amplificação foi realizada em gel de agarose 1,5% 

em tampão de 0,5 X TBE (Tris 89 mM, ácido bórico 89 mM, EDTA 2,5 mM, pH 8,3) 

em eletroforese horizontal a 3,3V.cm
-1

 durante 3h 30 min. Foi usado como marcador de 
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peso molecular Gene Ruler Mix da Fermentas 1000 pb. Os fragmentos de DNA foram 

visualizados sob luz UV em fotodocumentador (AlphaImager
®
 HP System de Cell 

Biosciences). 

 

3.4 Diversidade Genética de J. curcas por AFLPs 

 

Para estimar a diversidade genética por meio da técnica AFLP foi utilizado o 

protocolo desenvolvido por VOS et al. (2005), com modificações: 

 

3.4.1 Digestão do DNA 

 

O DNA foi digerido com as enzimas de restrição EcoRI (de corte raro) e a MspI 

(de corte frequente). Na reação, 1500 ng de DNA genômico foram duplamente digeridos 

com 25U de EcoRI e 25U de MspI (Fermentas BRL), num volume final de 50 µl 

contendo 1x do tampão de reação com 33 mM Tris-acetato (pH 7.9), 10 mM Mg-acetato; 

66 mM K-acetato e 0,1 mg.ml
-1

 BSA, durante 3 h a 37°C em termociclador Bio-Rad ™ 

T100. 

 

3.4.2 Ligação dos adaptadores  

 

Para ligação dos adaptadores foi utilizado 5 µl da digestão do DNA, 2,5 pmol dos 

adaptadores Forward e Reverse para cortes feitos pela enzima EcoRI, 12,5 pmol dos 

adaptadores Forward e Reverse para os cortes da enzima MspI, 5U de T4 DNA-ligase 

em tampão 1X contendo 400 mM Tris-HCl , MgCl2 100 mM, 100 mM de  DTT, 5 mM 

ATP (pH 7,8 a 25°C), em um volume final de 15 µl.  

A reação de ligação foi incubada inicialmente a 22 °C durante 1 hora e, em 

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

 

3.4.3 Pré-amplificação  

 

Após a ligação dos adaptadores, foi feita a pré-amplificação, utilizando dois 

primers (E+1 y HM+1) complementares à sequência dos adaptadores e com um 

nucleotídeo seletivo (Tabela 4). As sequências de cada par de oligonucleotídeos 

utilizados para anelamento nos adaptadores foram selecionadas com base nos resultados 
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obtidos por KANCHANAKETU et al (2012). A pré-amplificação foi realizada num 

volume final de 25 µl contendo 0,2 pmol de cada primer E+A e HM+ T, 2,5 mM de cada 

nucleotídeo (dATP, dTTP, dCTP e dGTP), 1,5 mM de MgCl2 e 1 U de Taq ADN 

polimerase em tampão 1X composto por Tris-HCl (200 mM), MgCl2 (15 mM), KCl 

(500 mM) e 0.8% (v/v) Nonidet P40. 

A reação de PCR consistiu em 1 min a 94 °C, 25 ciclos de 30 segundos a 94 °C 

para desnaturação do DNA, 30 segundos a 55 °C para anelamento, 1 min a 72 °C para a 

extensão e, finalmente, 10 minutos a 72 °C.  

O produto da pré-amplificação foi diluído na proporção 1:10 (3 µl da pré-

amplificação em 27 µl de água ultrapura). O resultado da etapa de pré-amplificação das 

amostras foi verificado por meio do depósito de 8 µl da reação em gel de agarose 1,2%, 

seguida de eletroforese horizontal. As amostras migraram durante 45 minutos a 3,5 

V.cm
-1

. 

 

3.4.4 Amplificação seletiva  

 

As reações de amplificação seletiva foram realizadas utilizando seis combinações 

de primers, contendo três nucleotídeos seletivos, E1+HM1, E1+HM6, E1+HM5, E2 + 

HM1, E2+HM6 e E2+HM5 (Tabela 4).  

A reação foi realizada em volume final de 25 µL contendo 2 µl da solução  da 

pré-amplificação diluída 1:10, 0,5 µl de cada oligonucleotídeo E+3 e HM+3, 2,5 mM de 

cada nucleotídeo (dATP, dTTP, dCTP e dGTP), 1U de Taq DNA polimerase  em tampão 

1X composto por Tris-HCl (200 mM), MgCl2 (15 mM), KCl (500 mM) e 0,8% (v/v) 

Nonidet P40, num volumem final de reação de 25 µl. 

 A amplificação seletiva foi realizada num em termociclador Bio-Rad ™ T100, 

usando o seguinte programa: 94 °C por 30 segundos, 65 °C por 30 segundos e 72 °C por 

60 segundos, por 11 ciclos e reduzindo a temperatura de anelamento 0.7°C por ciclo; 

posteriormente 23 ciclos a 94 °C por 30 segundos, 56 °C por 30 segundos, e 72 °C por 

60 segundos e finalmente 10 min a 72°. 
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Tabela 4 - Características dos adaptadores e sequência de primers AFLPs utilizados para 

a análise da diversidade genética em J. curcas, de acordo com KANCHANAKETU et 

al., 2012. 

Sequencia dos primers 

(5´-3´)

EcoRI adaptador CTCGTAGACTGCGTACC

HpaII/MspI adaptador CATCTGACGCATGGTTAA

E + A AGTACTCAGGACGAGC

HM +T GACTGCGTACCAATTCA

E+AAC (E1) GACTGCGTACCAATTCAAC

E+ACT (E2) GACTGCGTACCAATTCACT

HM+TAA (HM1) ATCATGAGTCCTGCTCGGTAA

HM+TAC (HM5) ATCATGAGTCCTGCTCGGTAC

HM+TAG (HM6) ATCATGAGTCCTGCTCGGTAG

Adaptador/Primer

 

 

 

3.4.5 Visualização dos produtos AFLPs 

 

Os produtos da amplificação seletiva foram separados por eletroforese vertical 

em equipamento Bio-Rad ™ por meio de gel desnaturante de poliacrilamida 6% e 7M de 

ureia. 

Inicialmente, foi feita uma pré corrida do gel em tampão TBE 1X durante 15 

minutos a 80 W.cm
-1

.
 
Paralelamente, 5 µl da reação de amplificação, juntamente com 5 

µl de tampão de carga (98% de formamida, 0,05% de azul de bromofenol, 0,05% xileno 

cyanol, e EDTA 10 mM) foram submetidos à desnaturação a 94 °C durante 5 minutos e 

depositados no gel. Para estimativa do tamanho dos amplificados AFLPs foi utilizado 

um marcador de peso molecular de 50 pb da marca Thermo Science. Os produtos foram 

separados por 70 W.cm
-1

, durante 4 horas. 

 

3.5 Análises dos dados moleculares  

 

Com a informação das bandas fornecidas pelos diferentes marcadores foram 

construídas matrizes binárias, uma para cada marcador. Onde a presença da banda 1 e a 

ausência é 0. Partindo-se dessa matriz, foi determinado o índice de similaridade de 

Jaccard entre todos os acessos.  
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As similaridades genéticas foram utilizadas para a construção de um 

dendrograma, por meio do método UPGMA (Unweighted Pair Group Method 

Arithmetic Average), na rotina SAHN (Sequential Agglomerative, Hierarchical and 

Nested Clustering), no programa NTSYS-pc 2.02 (ROHLF, 1990). 

As análises de diversidade genética entre drupos de Jatropha foram efetuadas 

com o programa POPGENE, versão 1.32 (YEH et al., 1997), utilizando parâmetros para 

dados diplóides dominantes, e  assumindo que as populações encontram-se em equilíbrio 

de Hardy-Weinberg. Foram estimados o número de alelos observados (na), o número 

efetivo de alelos (ne) (Kimura & Crow, 1964), a heterozigosidade esperada (He) (Nei, 

1973), a porcentagem de locos polimórficos, o índice de Shannon (I) (LEWONTIN, 

1972), a heterozigosidade total (HT), a  heterozigosidade média dentro da população 

(HS), a diversidade entre populações (DST = HT – HS) e o coeficiente de diferenciação 

populacional (GST = DST/HT).  

O fluxo alélico foi calculado indiretamente por meio da fórmula Nm = 0,5 (1 – 

GST)/GST (MCDERMOTT & MCDONALD, 1993). 

 

3.6 Propagação in vitro de J. curcas via Embriogênese Somática 

 

 3.6.1 Material vegetal 

 

Os genótipos utilizados como plantas matrizes ou doadora de explantes para os 

estudos de embriogênese somática foram selecionados pelo programa de melhoramento 

genético de Jatropha do IAC com base nas características morfológicas e fitoquímicas. 

Para os genótipos F1 (J. curcas/ J. intergerrima) e RCF1 (J. curcas // J. curcas / 

J.integerrima), os explantes (folhas jovens e pecíolos) foram coletados de plantas com 

idade aproximada de 1 ano. Para os genótipos elites de J. curcas (A1 e A4), os explantes 

utilizados foram folhas cotiledonares e hipocótilos obtidos por germinação in vitro de 

sementes dos genótipos selecionados. 

Após a remoção do tegumento (casca), as sementes foram lavadas em água 

corrente e detergente neutro durante 5 minutos e, depois, imersas por 30 segundos, em 

álcool etílico à 70 %. Em seguida, as sementes foram lavadas três vezes com água 

destilada esterilizada e mantidas imersas em solução de hipoclorito de sódio (2.5 %) 
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durante 20 minutos. Para finalizar o processo, as sementes foram lavadas três vezes com 

água destilada autoclavada.  

O processo de assepsia das folhas e pecíolos foi semelhante, diferindo apenas na 

concentração (2%) e tempo de imersão (15 min) em hipoclorito de sódio. Também não 

foi realizada a imersão prévia em álcool etílico. 

Em câmara de luxo laminar, as sementes esterilizadas foram inoculadas em meio 

MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) contendo 30 g.L
-1 

 de sacarose , 3,5 g.L
-1

 de 

carvão ativado e 60 ml de água de coco e mantidas no escuro a uma temperatura de 25 

°C. Os explantes de cotilédones e hipocótilo foram removidos após 15 dias da inoculação 

das sementes no meio de germinação in vitro.  

Já os segmentos de folhas (0,7 x 0,7 cm) e de pecíolos (0,5 x.0,5 cm) foram 

distribuídos diretamente nos tratamentos para indução de calos embriogênicos como 

descrito abaixo. 

 

3.6.2 Indução de Calos Embriogênicos. 

 

Para esta fase da propagação via embriogênese somática foram estabelecidos dois 

experimentos:  

Experimento I avaliação de meios básicos e auxinas para indução de calos.  

A figura 2 mostra o cultivo dos explantes (folhas jovens, pecíolo, cotilédones e 

hipocótilo) nos diferentes tratamentos.  

Os explantes foram inoculados em quatro meios de cultura básicos: MS 

(MURASHIGE & SKOOG, 1962), NN (NITSCH & NITSCH, 1969), DKW (DRIVER 

& KUNIYUKI, 1984) e WPM ((LLOYD & McCOWN, 1980), suplementados com 100 

mg.L
-1

 de inositol, 30 g.L
-1

 sacarose, 6,7 g.L
-1

 de ágar e os fitoreguladores 2,4 D (ácido 

2,4-diclorofenoxiacético) e Dicamba, em várias concentrações (Tabela 5).  

O pH  do meio foi ajustado para 5,8 ± 0,1, antes de serem autoclavados a 120 ºC 

e 1,2 atm, por 20 minutos. Os hormônios e as concentrações foram determinados  com 

base nos resultados obtidos por SIANG, et al (2012). 
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Figura 2 - Explantes de J. curcas em meio de cultivo para indução de calos 

embriogênicos. a) Folhas jovens; b) Pecíolos (híbridos F1 e RCF1); c) Hipocótilo e d) 

cotilédone (A1 e A4, J. curcas). 

 

 

Tabela 5 - Meios de cultura básicos suplementados com diferentes concentrações de 2,4-

D e Dicamba para indução de calos embriogênicos. 

Meio 0,0 0,3 1,1 1,6 0,8 1,5 3,0

NN T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7

WPM T8 T9 T10 T11 T12 T13 T14

MS T15 T16 T17 T18 T19 T20 T21

DKW T22 T23 T24 T25 T26 T27 T28

2,4 D mg.L
-1

Dicamba mg.L
-1

 

 

 

a) 

c) 

b) 

d) 
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Experimento II: Indução de embriões a partir de folhas jovens dos genótipos RC1F1 e 

F1 

Segmentos foliares foram cultivados em meio MS com 100% da concentração de 

sais minerais de macro e micronutrientes, suplementado com 100 mg.L
-1

 de inositol , 30 

g.L
-1

 de sacarose, 6,7 g.L
-1

 de ágar e diversas concentrações dos reguladores de 

crescimento IBA e Cinetina em diferentes concentrações e combinações, compondo 16 

tratamentos, como mostra a Tabela 6. O pH foi ajustado para 5,8 ± 0,1, antes da adição 

do agente geleificante Bacto-ágar da Sigma. O meio foi autoclavado a120 ºC e 1,2 atm., 

por 20 minutos.  Os hormônios e as concentrações foram determinados com base nos 

resultados obtidos por JHA et al- (2007) 

 

 

Tabela 6 - Combinações de IBA e Cinetina em meio MS para indução de calos 

embriogênicos de explantes foliares J. curcas. 

0,0 T1 T2 T3 T4

0,2 T5 T6 T7 T8

0,4 T9 T10 T11 T12

0,8 T13 T14 T15 T16

Cinetina 

mg.L
-1

IBA mg.L
-1

0,0 0,5 0,9 2,0

 

 

 

Em ambos os experimentos, após 30 dias, o material vegetal foi subcultivado no 

mesmo meio de cultura em que se encontravam anteriormente. 

As condições de cultivo foram: temperatura de 25º ± 1ºC; intensidade luminosa 

de 35 µmol m-2 s-1 e fotoperíodo de 16 h luz por 8 h no escuro. Já nos experimentos 

com os explantes de cotilédone e hipocótilo, as condições de cultivo foram: temperatura 

de 25º ± 1ºC e escuro total. 

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com arranjo 

fatorial 2x4x4, com quatro repetições. A parcela experimental foi representada por uma 

placa de Petri (10 x 1 cm) com os tratamentos de meios de cultura e cinco explantes por 

placa. As avaliações foram realizadas 60 dias após o estabelecimento dos experimentos. 

As variáveis avaliadas foram: número de explantes oxidados, número de explantes 
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responsivos (com formação de calos), número de calos embriogênicos e 

desenvolvimento dos calos (comprimento e largura).  

 

3.6.3. Indução de embriões somáticos  

 

Durante a fase de experimentação para indução do calos embriogênicos (fase I) 

foram obtidos diferentes tipos de calos. Para a regeneração de embriões somáticos os 

calos embriogênicos, oriundos dos melhores tratamentos da Fase I, para cada genótipo, 

foram transferidos para o meio de indução de embriões somáticos. Os calos foram 

inoculados em meio MS, com 100 mg.L
-1

 de inositol, 30 g.L
-1

 de sacarose, suplementado 

com diferentes concentrações de Cinetina e AIB (Ácido Indol-butirico). (Tabela 7). Foi 

utilizado 6,7 g.L
-1

 de  ágar, e o pH foi ajustado para 5,8 ± 0,1 e autoclavado a 120 ºC e 

1,2 atm., por 20 minutos . 

Após a inoculação, os calos foram mantidos em sala de crescimento a 

temperatura de 25º ± 1ºC; intensidade luminosa de 2000 e fotoperíodo de 16 h luz por 8 

h de escuro. Os calos foram subcultivados a cada 30 dias até a formação  de estruturas 

embriogênicas.  

O experimento foi estabelecido como delineamento inteiramente casualizado, 

com 16 tratamentos e quatro repetições. A parcela experimental correspondeu a uma 

placa com cinco explantes. No presente trabalho, para esta fase da embriogênese, 

unicamente foi avaliado o número de calos embriogênicos devido a que não foi possível 

a obtenção de embriões em nenhum dos tratamentos testados. 

 

 

Tabela 7 - Combinações de Cinetina e AIB para a indução de embriões somáticos de J. 

curcas. 

0,0 T1 T2 T3 T4

0,2 T5 T6 T7 T8

0,5 T9 T10 T11 T12

0,9 T13 T14 T15 T16

IBA mg.L
-1

Cinetina mg.L
-1

0,0 0,5 0,7 0,9
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3.6.4 Análise estatística 

 

Os dados das variáveis foram submetidos à análise de variância e regressões polinomiais. 

As médias foram comparadas pelos testes de Tukey e Scott & Knott a 5% de 

probabilidade. As análises foram realizadas utilizando o programa estatístico SISVAR 

(FERREIRA, 2000). 

 

4 RESULTADO E DISCUSSÃO 

 

4.1 Diversidade genética por SSR 

 

Dezesseis dos 21 microssatélites testados produziram bandas com bom perfil de 

amplificação. Destes, unicamente sete presentaram polimorfismo entre os genótipos 

analisados, permitindo a identificação de 29 alelos distintos. O número médio de alelos 

por loco foi de 3,37, sendo que os mais polimórficos apresentaram 5 e 6 alelos por loco, 

locos Jcds6 e mJCENA111, respectivamente (Figura 3). O número médio de alelos por 

locos foi similar ao encontrado por PAMIDIMARRI et al. (2009) e WEN et al (2010),  

que usando EST-SSR desenvolvidos a partir do genoma da mandioca, revelaram média 

de 3,51 alelos. 

Os marcadores SSR utilizados neste trabalho detectaram um nível de 

polimorfismo genético similar ao reportado por BRESAN et al (2012) que, de 40 primers 

SSR avaliados em 41 acessos de J. curcas, 9 apresentaram polimorfismo  e ROSADO et 

al. (2010), que encontraram polimorfismo em dois de seis primers SSR testados.  No 

entanto, foram superiores ao encontrado por NUCCI (2011), que detectou polimorfismo 

em apenas 4 de 48 primers SSRs utilizados para acessar a  variabilidade genética em 29 

acessos brasileiros de J. curcas. 
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Figura 3 - a) Padrão monomórfico de amplificação gerado pelo loco jcps9 e b) padrão 

polimórfico gerado pelo loco jcps21, visualizados em acrilamida 5%. 

 

 

Dos 29 alelos SSR identificados, 11 (37,9%) foram encontrados apenas em único 

genótipo de Jatropha curcas,  dos quais 7 (24,1%) foram exclusivos das espécies 

“selvagens” de Jatropha, corroborando a transferabilidade dos primer para outras 

espécies do gênero Jatropha. WEN et al (2010) utilizando EST-SSR e G-SSR 

desenvolvido em mandioca encontraram uma porcentagem de transferabilidade para J. 

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

 

4.2 Diversidade genética por ISSR e AFLP 

 

O padrão de amplificação de bandas ISSR (Figura 4) releva o grande número de 

bandas que esse marcador é capaz de gerar com apenas um primer. Foram obtidas 

271bandas polimórficas de um total e 274 (98,9%), demostrando alta variabilidade 

genética entre os genótipos (Tabela 8). 

Quando analisados unicamente os 56 acessos de J. curcas, os 10 primer ISSR 

utilizados produziram um total de 168 bandas, das quais 162 (96,4%) foram 

polimórficas. O número de bandas polimórficas geradas por primer variou de 9 a 28, 

com uma média de 16,2 bandas por primer. O primer ISSR5 foi o que revelou o maior 

número (27 bandas) e o primer ISSR6 o de menor número (11 bandas) (Tabela 8).  

Dados semelhantes foram  reportados por HE et al. (2007) que avaliaram a 

diversidade genética de nove populações naturais de J. curcas obtendo polimorfismo 

total de 97,04%, utilizando 10 primers ISSR. GUPTA et al. (2008) ao utilizar 

marcadores RAPD e ISSR em J. curcas demostraram que os RAPDs foram mais 
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eficientes que o ISSRs em relação à detecção de polimorfismo, pois detectou 84,26% em 

comparação aos 76,54% revelados com ISSR. Valores inferiores de polimorfismo 

molecular foram obtidos por BASHA &SUJATHA (2007) e BASHA et al. (2009), que 

obtiveram valores de 33.5% e 35.5% de variação nos respectivos primers ISSR 

utilizados.  

 

 

 

Figura 4 - Padrão de amplificação em 25 amostras de J. curcas gerado por o iniciador 

ISSR  ISSR1 

 

 

As similaridades genéticas entre os acessos 70 acessos de Jatropha foram 

calculadas com base no coeficiente de Jaccard, cujos  valores foram de  0,0 entre vários 

genótipos de J. curcas ( L2P5, L2P52, L9P5 e MÉXICO-A4) com J. Intergerrima.  

Os valores de similaridade genética (Jaccard) unicamente dos acessos de J. 

curcas variaram de 0,28 a 0,86, com  média de 0,62. A maior similaridade foi observada 

entre os acessos L8P29 e L11P7, enquanto que a menor foi registrada entre L6P25 e 

L13P46. Os resultados indicam maior diversidade genética quando comparada aos 

resultados obtidos por ROSADO et al. (2010) que, analisando 192 acessos de J. curcas 

de diferentes regiões do Brasil com 96 primer RAPDs, encontraram um coeficiente 

médio de similaridade genética de 0,89. No entanto, a diversidade do nosso estudo é 

inferior ao reportado por NUCCI (2011) que encontrou 0,30 de similaridade genética 

médio em 29 acessos do Brasil, utilizando 14 primers ISSR. 
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Com genótipos da Índia, BASHA et al. (2009) obtiveram valores de similaridade 

de 0,19 a 0,94 utilizando ISSRs e GUPTA et al. (2008) encontraram índices de 0,38 a 

0,91 e 0,46 a 0,90 mediante ISSRs e RAPD , respectivamente, ao analisar13 acessos de 

J. curcas. CAMELLIA et al (2012) encontraram  baixa diversidade genética (0,72 a 

1,00) ao analisar mediante ISSR 16 acessos de J. curcas (12 acessos de Malásia, dois da 

índia, um da Tailândia e um de Brunei), sugerindo a existência de maior diversidade 

entre os genótipos do Brasil. 

 

  

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

ISSRs  

No. de 

bandas 

Polimórfica

s

% BP % BP/PT

No. de 

bandas 

polimorfica

s

% BP % BP/PT

ISSR 1 36 97,2 13,3 24 96 14,8

ISSR 2 35 100 12,9 13 100 8,02

ISSR 3 29 96,6 10,7 15 93,7 9,2

ISSR 5 37 100 13,7 20 100 12,3

ISSR 6 31 100 10,0 28 100 17,2

ISSR 7 27 100 10,0 9 81,8 5,5

898 21 100 7,7 15 100 9,2

OMAR 23 95,8 8,5 11 91,6 6,7

MANNY 13 100 4,8 10 90,9 6,1

TERRY 19 100 7,0 17 100 10,4

Média 27,1 16,2

Total 271 162

70 acessos  de Jatropha  sp. 56 acessos de J. curcas

Primer

 

BP: porcentagem de bandas polimórficas; BP/PT: relação do polimorfismo por combinação de primers em 

relação ao polimorfismo total. 

 

 

Para as análises AFLPs foram excluídos os acessos de J. intergerrima, J, 

podagrica, J, multifida e o L13P46 de J. curcas, pois tais genótipos não apresentaram 

amplificação para a maioria das combinações de primers utilizados neste estudo. 
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Figura 5 - Padrão de amplificação em 25 amostras de J. curcas gerado por o iniciador 

AFLP E2+HM5 

 

 

Os 66 acessos de J. curcas foram analisados com seis combinações AFLP de 

primers-enzima que amplificaram um total de 227 fragmentos AFLP  100%  

polimórficos entre os genótipos estudados (Tabela 9). A combinação primer-enzima 

E2+HM6 foi a que produziu maior número de bandas, contribuindo com 18,9% do total 

de polimorfismo. Todas as combinações primers-enzima apresentaram 100% de 

Pb 
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polimorfismo, podendo ser justificada pelo fato desta técnica explorar simultaneamente o 

polimorfismo de presença e ausência de sítios de restrição, associado à ocorrência ou não 

de amplificação a partir de sequências arbitrárias, conseguindo assim maior flexibilidade 

na obtenção de polimorfismos. De maneira geral, o tamanho dos fragmentos 

amplificados variou de 200 a 1200 Pb (Figura 5) e o número de bandas amplificadas com 

cada combinação primer-enzima variou  de 25 a 43, com valor médio de 37,8 bandas  

(Tabela 9). 

Ao analisar unicamente os acessos de J. curcas com as seis combinações de 

iniciadores AFLP e respectivas enzimas de restrição obteve-se um total de 227 bandas, 

das quais 181 (79,7%) foram polimórficas, com média de 36,2 bandas polimórficas por 

combinação primer-enzima.  

Resultados semelhantes foram reportados por PECINA-QUINTERO et al. (2011) 

estudando 88 acesos de J. curcas do sul de México com 6 combinações AFLPs de 

primers-enzima, tendo  verificado que de 566 bandas produzidas, 510 (90%) foram 

polimórficas. Já PAMIDIMARRI et al. (2010) encontraram um porcentagem menor de  

bandas polimórficas (60,92%) ao utilizar 58 combinações de primers-enzima AFLPs em 

materiais de J. curcas da Índia. 

 

Tabela 9 - Dados de polimorfismo obtidos na análise de acessos de Jatropha, mediante 

AFLPs. 

No. de 

bandas 

polimórfica

s

% BP % BP/PT

No. de 

bandas 

polimorfica

s

% BP % BP/PT

E1+HM5 38 100 18,1 37 100 20,4

E1+HM6 41 100 18,1 39 100 21,5

E2+HM1 25 100 11,0 23 100 12,7

E2+HM5 42 100 18,5 41 100 22,6

E2+HM6 43 100 18,9 41 100 22,6

Média 37,8 36,2

Total 227 181

Primer

70 acessos  de Jatropha  sp. 56 acessos de J. curcas

 

BP: porcentagem de bandas polimórficas; BP/PT: relação do polimorfismo por combinação de primers em 

relação ao polimorfismo total. 
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Com AFLPs, o valor médio de  similaridade (0,38) genética observada entre os 

66 acessos de Jatropha  com o índice de Jaccard. A menor similaridade foi de 0,02 entre 

os acessos RC1F1-25 e L8P54, enquanto que os acessos L3P27 e L13P25 apresentaram a 

maior similaridade (0,98). Estes valores indicam alta diversidade genética entre os 

acessos.  

Considerando apenas  J. curcas, a similaridade média encontrada foi de 0,40 

(Jaccard). A maior similaridade foi entre os acessos L3P27 e L13P5 (0,98) e a menor 

entre L2P21 e L10P5 (0,03).  A diversidade genética encontrada entre os acessos do 

BAG-IAC é maior que a reportada em outros estudos. Em acessos da China, SHEN et al. 

(2010) citam  similaridade genética de 0,86 e 0,97 para 38 genótipos.  Entretanto, SUN 

et al. (2008) com 58 acessos de J. curcas, sendo 56 da China e dois da Malásia, 

mostraram variação  de similaridade genética de  0,86 a 0,99 e média de 0,96. Em 

acessos da Índia, PAMIDIMARRI et al. (2010) reportaram  similaridade genética média 

de 0,88, com um máximo de 0,98 e mínimo de 0,71 ao analisarem  28 acessos. 

TATIKONDA et al. (2009) obtiveram coeficiente de similaridade de 0,43 a 0,97 em 48 

acessos analisados. 

Os níveis de polimorfismos detectados mediante ISSR e AFLP indicam a grande 

aplicabilidade destes sistemas de marcadores na diferenciação de genótipos de J. Curcas 

no presente bem como  em outros estudos. Embora os AFLPs tenham produzido menor 

número de bandas, este marcador revelou ser mais informativo para detectar 

polimorfismo entre os acessos de Jatropha analisados do que os marcadores ISSR. 

A análise de grupamento ou de classificação hierárquica para ambos os sistemas 

de marcadores (ISSR e AFLP) produziu um dendrograma que ilustra as relações 

genéticas entre os genótipos estudados (Figuras 6 e 7). Os dendrogramas derivados tanto 

das análises por ISSR como por AFLP mostram que ambos os sistemas permitiram 

separar as diferentes espécie do gênero Jatropha.  
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Figura 6 - Dendrograma (UPGMA) obtido a partir da similaridad genética entre 70 

acessos do Banco de Germoplasma de Jatropha spp. mediante ISSRs. A estimativa foi 

realizada por meio do método UPGMA empregando o índice de Jaccard. No eixo x, 

encontram-se as distâncias relativas e, no y, a identificação dos acessos. 
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O marcador ISSR revelou a formação de quatro grupos que separam as diferentes 

espécies do gênero Jatropha, sendo que J. Intergerrima foi a que mais se distanciou  

geneticamente dos demais acessos,  seguida de J. Gossypifolia (Figura 6).  J. multifida   e 

J. podagrica permaneceram agrupadas com um grau de similaridade de 0,30 enquanto 

que J. poliana foi a que menos divergiu geneticamente em relação os acessos de J. 

curcas. MURTY et al. (2013) mediante o uso de ISSRs também conseguiram a 

separação de diferentes espécies de Jatropha. No entanto, contrariamente aos resultados 

do presente trabalho, J. podagrica foi mais distante geneticamente  e J. podagrica e J. 

Intergerrima  mais próximas a J. curcas. 

No caso dos 65 acessos de J. curcas restantes e reunidos em um único grupo, 

estes foram reunidos em grupos menores não havendo relação com as localidades de 

origem, pois observa-se que cada subgrupo inclui indivíduos de mais de um estado. 

Resultados semelhantes  obtidos por ROSADO  et al. (2010) e ALAKIMIM et al (2013), 

utilizando ISSR em genótipos do Brasil,  reportam que os agrupamentos de acessos  de J. 

curcas do Brasil não estão relacionados com a origem geográfica dos acessos.  

BASHA & SUJATHA (2007) relatam ausência de estruturação genética em 42 

acessos J. curcas de diferentes regiões da Índia,  ao utilizar RAPD e ISSR. BASHA  et 

al. (2009) ao estudarem acessos de diferentes regiões  do mundo indicaram a formação 

de apenas dois grupos, um contendo  acessos provenientes de América Central e outro  

formado pelos demais acessos.  De igual forma, IBRAHIM et al. (2012) relatam  ao 

analisar a diversidade genética de 48 acessos da Malásia mediante ISSR que os acessos 

foram separados em  11 grupos sem nenhuma  relação com o lugar de procedência dos 

mesmos. 

No caso do marcador AFLP, o dendrograma obtido também a partir das 

similaridades genéticas entre os acessos (Jaccard) revelou maior discriminação dos 66 

acessos do estudo, possivelmente em razão do maior número de bandas empregadas na 

análise (Figura 7).   No entanto, mediante o uso de AFLPs não foi possível separar as 

espécies J. pholiana e J. gossypifolia dos acessos de J. curcas. Observa-se que o acesso 

RCIF1-25 é o mais distante geneticamente. Também há formação de dois blocos iniciais, 

em que J. pholiana e Mexico-A5 compõem o primeiro bloco, enquanto os demais 

acessos se distribuem pelo resto do dendrograma. Assim, como para os ISSR, o 

dendrograma revela a não ocorrência de estruturação genética em função da origem 

geográfica, sugerindo a existência de fluxo gênico entre os acessos em, 
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consequentemente, ausência de grupos genéticos claramente definidos em função da 

origem dos acessos (Figura 7).  

O fato de não apresentar estruturação genética mediante análises com marcadores 

AFLPs coincide com os resultados de outro trabalhos.  SHEN et al. (2010) mostraram 

que 38 acessos de J. curcas pelo método de agrupamento  UPGMA não  mostraram um 

padrão de agrupamento em função do lugar de procedência. 

 Em 175 acessos de J. curcas de nove estados do México, PECINA-QUINTERO  

et al. (2013) observaram que embora a análise de UPGMA mostrou uma tendência de 

agrupamento dos acessos de acordo ao origem geográfica,  existe uma considerável 

sobreposição em alguns dos acessos de diferentes procedências. Contrário aos resultados 

obtidos neste trabalho, SANTOS et al. (2010), ao utilizarem AFLP para analisar a 

similaridade  genética entre 12 acessos de J. curcas de diferentes estados do Brasil, 

indicam que a variabilidade está geneticamente estruturada em função da origem 

geográfica. 

Como se observa em ambos os dendrogramas, os acessos do México 

encontraram-se distribuídos em diferentes subgrupos. A dispersão destes acessos  indica 

a existência de  ampla base genética nesses acessos. Assim, eles  podem ser utilizados  

para ampliar a base genética do germoplasma do  programa de melhoramento do IAC. 

O grau de diversidade e a ocorrência de estrutura genética na da espécie estão 

relacionados com a  distribuição geográfica, modo de reprodução  e dispersão da espécie. 

No caso dos resultados do presente trabalho, a falta estruturação genética entre os 

acessos sugere a possibilidade de  origem comum dos acessos, assim como ocorrência de 

migração dos materiais devido a atividades antropogênicas, resultado do intercâmbio de 

material genético entre agricultores, instituições públicas e empresas privadas, o que 

teria impedido que os genótipos acumulassem diferenças genéticas suficientes que 

permitissem  agrupá-los  em função da procedência dos mesmos. 

As informações dos padrões de agrupamento e as relações genéticas apresentadas 

entre os acessos, que evidenciaram a  grande diversidade genética representada no Banco 

de Germoplasma de IAC, são importantes para atividades de seleção, formação de 

coleção de trabalho e orientação de  cruzamentos entre acessos geneticamente mais 

distantes com características agronômicas de interesse. 
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Figura 7 - Dendrograma (UPGMA) obtido a partir da similaridad genética entre 70 

acessos do Banco de Germoplasma de Jatropha sp. mediante AFLPs. A estimativa foi 

realizada por meio do método UPGMA empregando o índice de Jaccard. No eixo x, 

encontram-se as distâncias genética, e no eixo y, a identificação dos acessos. 
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4.3 Análises de Diversidade e Estrutura Genética de Jatropha por marcadores 

ISSR. 

 

Os 70 acessos do estudo foram divididos em 8 grupos segundo as diferentes 

origens geográficas ou por serem derivados de cruzamentos do programa de 

melhoramento genético do IAC (Tabela 10).  

O número médio observado e efetivo de alelos do conjunto de 70 acessos foi de 

1,98 e 1,23, respectivamente (Tabela 11). GUPTA et al. (2008) verificaram valores de na 

variando de  0,426 a 1,765 e de ne de 0,355 a 1,407 estudando a diversidade  de J. curcas 

baseado em marcadores ISSR e RAPD. 

A heterozigosidade ou diversidade genética é a medida mais importante e a mais 

utilizada para estimar a variabilidade genética e menos sensível às variações do tamanho 

da amostra, quando comparada com outras medidas, como a porcentagem de locos 

polimórficos e o número médio de alelos por locos e possui fácil interpretação em termos 

genéticos (BROWN e WEIR, 1983). 

 

 

Tabela 10 – Acessos de Jatropha divididos em grupos segundo origem geográfica e 

utilização em programa de melhoramento genético 

GRUPO
ACESSOS DO BANCO ATIVO DE GERMOPLASMA 

DE JATROPHA
ORIGEM

1
J .integerrima, J.podagrica, J.multifida, J.pholiana e 

J.gossypiifolia.
Não especificado

2 L6P7, L6P25, L6P31 e L12P41 Brasil-Centro oeste

3

L13P30, PARÁ6,  L8P54, PARÁ5, L13P20, L13P25, L12P51,  

L13P4, L9P1, L9P32, L8P29, L2P39-A, L12P57, L13P9 e 

L13P46

Brasil-Nordeste

4

L9P44, L9P49, L6P11, L12P52, L4P49, L4P19, L2P23, L2P19, 

L1P7, L10P5, L12P4, L12P2, L11P5, L12P8, L12P9, L4P44, 

L4P50, L13P48, L3P29, L2P21, L3P27, L5P48, L11P7, L12P23, 

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

Brasil-Sudeste

5
MÉXICO-A4, MÉXICO-A3, MÉXICO-A20, MÉXICO-A10 e 

MÉXICO-A5
México

6 L2P7-A e L1P40-A China

7
RC1F1-1, RC1F1-91, RC1F1-74, RCIFE-25, RC1F1-9, RC1F1-

64, RC1F1-37, RC1F1 L13P15xL2P33
Retrocruzamentos

8 L2P37-2 Híbrido
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Tabela 11 -Parâmetros genéticos populacionais obtidos em 70 acessos de Jatropha 

curcas divididos em 8 grupos segundo origem geográfica e utilização em programa de 

melhoramento genético a partir de 10 iniciadores ISSR. 

 

Parâmetros
No. de 

individuos na ne h I

Grupo 1 5 1,62 1,24 0.16 0,26

Grupo 2 4 1,25 1,17 0,09 0,14

Grupo 3 15 1,44 1,22 0,13 0,20

Grupo 4 30 1,43 1,19 0,11 0,17

Grupo 5 5 1,25 1,15 0,09 0,13

Grupo 6 2 1,10 1,07 0,04 0,06

Grupo 7 8 1,31 1,17 0,09 0,15

Grupo 8 1 1,0 1,00 0,00 0,00

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

na : número observado de alelos  

ne: número efetivo de alelos  

h: Índice de Nei (1987) 

I : Índice de Shannon (1972)  

 

A diversidade genética (h ou índice de Nei) e o índice de Shanon (I) foram 

estimados com h variando 0,0 a 0,16 e I de 0,0 a 0,26. O valor médio da 

heterozigosidade total (HT) foi de 0,14, valor considerado baixo (Tabela 11). Os valores 

de (He) encontrados neste estudo podem ser considerados próximos, quando comparados 

com trabalhos de GRATIVOL et al. (2011), que estudando genótipos brasileiros de J. 

curcas, registraram variação de diversidade (He) de  0,0498 a 0,1699, enquanto KUMAR 

et al. (2011) obtiveram uma diversidade genética de 0.083 a 0.172, com uma media de 

0,22 em acessos da Índia. 

A partir da estimativa de diversidade de Nei (1987) foi possível calcular o 

coeficiente de diferenciação genética (Gst), o qual descreve como a variação encontrada 

é repartida entre os grupos. O valor médio de GST para o conjunto dos loci analisados de 

0,408 indica que aproximadamente 40,8 % da variação total encontrada nos oito grupos 

se deve à diferenciação entre eles. Sendo assim, 59,2% da variação reside dentro dos 

grupos, como comprova o valor médio de diversidade genética dentro das populações 

(HS = 0,093).  TANYA et al. (2010) avaliaram 6 grupos de Jatropha, sendo 3 de J. 

curcas com acessos de México, China e Vientam, um grupo formado por J. integerrima, 
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outro por J. gossypifolia e um grupo de J. podagrica e um de Mamona (Ricinus 

communis) usando ISSRs e verificaram qalta variação genética entre os  grupos 

(Gst=0.807). No entanto, foi inferior (Gst=0,129) em outro estudo com acessos 

internacionais (Malásia, Indonésia, Filipinas e Índia)  usando o marcador ISSR 

(BIABANI et al., 2013). 

O fluxo gênico é um termo coletivo que inclui todos os mecanismos que resultam 

no movimento de alelos de uma população para outra (SLATKIN, 1985). No presente 

estudo, as estimativas de fluxo gênico foram realizadas a partir da relação entre a 

divergência genética entre as populações e a quantidade de migrantes, Nm. Estimativas 

de fluxo gênico não são de fácil interpretação. De acordo com WRIGHT (1951) valores 

de Nm menores que 1 indicam isolamento genético. O fluxo gênico estimado para o 

conjunto das populações foi Nm= 0,723. De acordo com as estimativas obtidas, o fluxo 

gênico entre os grupos é considerado baixo, favorecendo a diferenciação dos grupos. Em 

36 acessos da Índia, KUMAR et al. (2011), registraram um fluxo gênico  de Nm = 0,808 

entre as populações 

A matriz das similaridades genéticas (Tabela 12) e das distâncias genéticas entre 

oito grupos foi calculada segundo o método de NEI (1972). Os grupo 3 e 4 foram os que  

apresentaram os maiores valores de similaridade genética (0,989) segundo o marcador 

ISSR. Já os grupos 1 e 8 apresentaram os menores valores de identidade genética (0,781)  

 

 

Tabela 12 - Matriz de Similaridade (acima da diagonal) e distância genética (abaixo da 

diagonal) de NEI (1972) obtida para oito grupos de acessos de Jatropha definidos 

segundo origem geográfica e utilização em programa de melhoramento utilizando 

marcadores  ISSRs. 

Grupo    1             2              3              4              5               6                7                8         

1           ****    0.8730    0.9062    0.8803    0.8769    0.8127    0.8642    0.7812    

2         0.1359      ****    0.9651    0.9745    0.9409    0.9192    0.9474    0.8780    

3         0.0985    0.0355      ****    0.9898    0.9757    0.9428    0.9803    0.8982    

4         0.1275    0.0258    0.0103      ****    0.9738    0.9448    0.9778    0.8930    

5         0.1313    0.0609    0.0246    0.0266      ****    0.9363    0.9694    0.8896    

6         0.2074    0.0843    0.0589    0.0568    0.0658      ****    0.9586    0.8844    

7         0.1459    0.0540    0.0199    0.0224    0.0310    0.0422      ****    0.9131    

8         0.2469    0.1301    0.1074    0.1132    0.1170    0.1229    0.0909      ****    
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Para melhor compressão da organização da diversidade genética entre os grupos 

foi construído um dendrograma utilizando o método UPGMA (Figura 8) a partir dos 

valores de distância genética de NEI (1972). A estrutura de agrupamento demonstra a 

existência de dois clusters principais separando claramente o Grupo 1, representado  

pelas espécies de Jatropha não cultivadas, dos demais grupos,  formados por J. curcas. 

Entre os acessos de J. curcas, o Grupo 8 destaca-se dos demais, sendo representado por 

apenas um genótipo que é um híbrido entre J. crucas e J. intergérrima. Outro grupo que 

também se destaca dos demais (Grupo 6) é formado por dois acessos chineses (L2P7-A e 

L1P40-A) 

 

 

 

Figura 8 - Dendrograma baseado no índice de Nei (1972) mostrando as relações 

genéticas entre os oito grupos de Jatropha, utilizando UPGMA como algoritmo de 

agrupamento a partir dos dados de ISSR 

 

 

O dendograma revela que os grupos 3 e 4 são os mais próximos geneticamente, 

agrupando-se em um mesmo cluster. Os acessos do Grupo 2, embora sendo materiais do 

brasil ficaram separados em um grupo independente dos grupos 3 e 4. Os acessos do 

México são geneticamente mais próximos dos acessos brasileiros do que dos acessos da 

China. 

. 
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 4.4 Analises da Diversidade e Estrutura genética de populações de Jatropha por 

marcadores AFLPs. 

 

O índice de diversidade genética de Nei (h) foi de 0,22. O alto índice de locos 

polimórficos (14,9 a 87,2%) indica que não ocorreu ainda um grande isolamento entre 

populações. As poucas diferenças existentes entre elas são provavelmente fruto de deriva 

genética em cada população (Tabela 13).  

A heterozigosidade total (HT) estimada foi  mediana (0,22) quando comparada 

com outros estudos em Jatropha, como valores de 0,35 encontrados por TANYA et al. 

(2010). A distribuição da variabilidade genética entre populações foi caracterizada pela 

divergência genética de Nei (1987).  

Os resultados mostraram que 35,5% da variabilidade genética está entre (Gst = 

0,355) e 64,5% encontra-se dentro de  grupos (Hs = 0,147), valores considerados comuns 

em espécies arbóreas (HARTL-CLARK, 1997). O coeficiente de diferenciação genética 

observado em outras populações de J. curcas, baseado em EST-SSR, mostrou valor 

inferior de GST s ( 0.1861), segundo WEN et al.(2010). 

 

 

Tabela 13 - Parâmetros genéticos populacionais obtidos em 59 acessos de Jatropha 

curcas divididos em 8 grupos segundo origem geográfica e utilização em programa de 

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

Parâmetros
No. de 

individuos
na ne h I

Grupo 1 2 1,22 1,15 0,09 0,13

Grupo 2 3 1,41 1,23 0,14 0,21

Grupo 3 12 1,7 1,28 0,18 0,29

Grupo 4 27 1,87 1,36 0,22 0,34

Grupo 5 4 1,4 1,22 0,13 0,2

Grupo 6 2 1,14 1,1 0,06 0,09

Grupo 7 7 1,71 1,36 0,22 0,34

Grupo 8 8 1,29 1,2 0,12 0,17

Total 59 1,99 1,35 0,22 0,35  
na : número observado de alelos  

ne: número efetivo de alelos  

h: Índice de Nei (1987) 

I : Índice de Shannon (1972)  
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A estimativa de fluxo gênico entre os grupos de Jatropha foi baixa (0,90), 

sugerindo que está ocorrendo isolamento genético entre os grupos. Em populações de 

Jatropha da China, TAYNA et al.(2010)  mostraram uma estimativa de fluxo gênico 

entre populações de Nm=0,120.  

Utilizando esta fórmula, se supõe que se Nm <1, então as populações tendem a se 

diferenciarem e se Nm ≥ 1, as populações apresentam pouca diferenciação entre elas e a 

migração é mais significativa que a deriva genica, o que significa que a migração de um 

individuo por geração impede a diferenciação entre as populações, independentemente 

do tamanho da população (MOYANO et al, 2003 ). 

As distâncias genéticas de NEI (1972) (Tabela 14) foram pequenas entre as 

populações estudadas. A maior identidade genética foi entre o grupo 3 e o grupo 4 

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

 

 

Tabela 14. Matriz de Similaridade (acima da diagonal) e distância genética (abaixo da 

diagonal) de NEI (1972), obtida  mediante AFLP. 

Grupo     1              2              3              4              5              6              7               8         

1           ****    0,8568    0,8700    0,8682    0,8017    0,7879    0,8644    0,8005    

2         0,1545      ****    0,9746    0,9692    0,8867    0,8806    0,9637    0,8866    

3         0,1393    0,0257      ****    0,9855    0,8996    0,9022    0,9799    0,9007    

4         0,1413    0,0313    0,0146      ****    0,9331    0,8966    0,9791    0,9289    

5         0,2210    0,1202    0,1058    0,0692      ****    0,8157    0,8936    0,8940    

6         0,2384    0,1272    0,1030    0,1091    0,2038      ****    0,8895    0,8366    

7         0,1458    0,0370    0,0203    0,0212    0,1125    0,1171      ****    0,8970    

8         0,2225    0,1204    0,1046    0,0738    0,1121    0,1785    0,1087      ****    
 

 

 

A estruturação da variabilidade genética entre os grupos, visualizada obtida 

através do marcador AFLP e pelo método UPGMA (Figura 9), foi congruente com o 

dendrograma obtido com o marcador ISRR (Figura 18).  O dendograma obtido pela 

análise dos marcadores AFLPs mostrou que os grupos foram subdivididos em cinco 

clusteres principais: um constituído pelo Grupo 1 (Jatrophas não cultivadas), outro com o 

Grupo 6 (acessos da China), um terceiro e quarto representados pelo grupos 5 e 8 

(acessos mexicanos e híbridos, respectivamente). Por fim, um quinto cluster reuniu 
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acessos brasileiros (grupos 2, 3 e 4) e genótipos derivados de retrocuzamentos (grupo 7).  

Os grupos menos divergentes contém acessos brasileiros  do nordeste e sudeste de Brasil, 

respectivamente (grupos 2 e 3). 

 

 

 

Figura 9 - Dendrograma baseado no índice de Nei (1972) mostrando as relações 

genéticas entre os oito grupos de Jatropha, utilizando UPGMA como algoritmo de 

agrupamento a partir dos dados de AFLP 

 

 

 Atualmente, J. curcas é uma cultura de grande potencial industrial e que se 

encontra em estágio inicial de domesticação. O acesso à diversidade genética da espécie 

disponível na forma de coleções de germoplasma é ponto de partida para o sucesso do 

seu melhoramento genético. Em nosso estudo, esta abordagem foi realizada com auxílio 

de dois marcadores moleculares e ambos, ISSR e AFLPs, revelaram importante nível de 

diversidade genética entre os acessos. Esta diversidade mostrou-se estar relativamente 

estruturada quando os acessos foram categorizados em grupos segundo a origem 

geográfica ou derivados de cruzamentos do programa de melhoramento genético. Os 

resultados são inéditos e relevantes para a continuidade dos estudos com a espécie. No 

entanto, os resultados gerados no presente trabalho devem ser usados em combinação 

com informações fenotípica que permitam selecionar  acessos e/ou populações mais 

apropriadas a serem utilizados nos programas de melhoramento, seja para orientar a 

seleção de genótipos em futuros cruzamentos e ou a formação de uma coleção núcleo. 
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4.5 Indução de calos 

 

 Experimento I: Avaliação da interação entre sais de meios básicos e tipo e 

concentração de auxinas na indução de calos a partir de diferentes explantes de quatro 

genótipos elites  

 

Os resultados do presente experimento destacam a importância de se considerar a 

influência do tipo de explante, dos sais dos meios de cultivo e do suplemento de auxinas 

na produção de calos visando otimizar um processo de embriogênese somática indireta 

para genótipos específicos de J. curcas..  

Para muitas espécies e genótipos, a indução de calos é uma etapa necessária e 

determinante na embriogênese influenciando de forma decisiva a obtenção de embriões 

somáticos e a posterior regeneração das plantas. Nossos resultados indicam que este é o 

caso dos genótipos de J. curcas ora estudados , sendo a embriogênese indireta a via mais 

provável para o sucesso na obtenção de embriões somáticos.  

Nesta fase preparatória ocorre a ativação do metabolismo, que culmina com a 

divisão celular. Vários são os fatores que afetam neste processo, como a fonte de 

explante, composição do meio básico, balanço hormonal estabelecido, além do genótipo 

da planta matriz (JIMENEZ, 2001). O tipo e concentração dos sais suplementadas no 

meio podem influenciar o desenvolvimento e a proliferação de embriões somáticos 

(FISICHELLA et al., 2000). Segundo NUNES (2007), o adequado meio básico para 

embriogênese somática devem ser adaptados para cada espécie. Embora, o MS seja o 

meio mais utilizado nesta etapa para a maioria das espécies, para J. curcas ainda não 

existem estudos que comprovem o melhor meio básico para a etapa de indução de calos 

embriogênicos. e/ou indução direta de embriões somáticos 

A análise de variância (ANOVA) revelou efeito significativo da interação dos 

fatores genótipos x sais dos meios de cultura x tipo e concentrações de auxinas x tipo de 

explante para a variável de número de explantes responsivos. 

No teste de comparação de medias, observa-se que no genótipo RC1F1, ao se 

utilizar como explantes segmento de folhas jovens, todos os tratamentos foram 

estatisticamente semelhantes. No entanto, quando se utilizou pecíolo, o tratamento WPM 

foi o melhor, resultando em um maior número de explantes responsivos. Para genótipo 

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

apresentaram-se estatisticamente superiores aos demais (Figura 10).  

. 
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Figura 10 - Efeito do meio básico dentro do tipo de explante na indução de calos. 

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

 

Também pudemos verificar que o cultivo de segmentos de pecíolos do RC1F1 

resultou em maiores médias de explantes responsivos com formação de calos do que os 

explantes de segmentos de folhas. Tais resultados são similares aos reportados por 

LÓPEZ et al. (2007), os quais relatam que a formação de calos em uma variedade 

cubana de J. curcas foi muito alta (100%) em explantes de pecíolos e baixa (36-50%) em 

explantes foliares. 

No caso dos genótipos A1 e A4 de J. curcas, se observou diferenças estatísticas 

para a variável número de explantes responsivos apenas quando se utilizou segmentos de 

hipocotilos como explantes. Neste caso, os valores mais altos de explantes responsivos 

foram obtidos quando cultivados no meio WPM, com médias de 4,5 para o genótipo A1 

e 4,96 para o genótipo A4  e no meio MS, com médias de 4,64 para o A1 e 4,57 para o 

A4 (Figura 11). Os explantes de segmentos de folhas cotiledonares não apresentaram 

diferenças significativas entre os meios de cultivo avaliados.  
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Figura 11 – Efeito do meio básico dentro do tipo de explante para a variável de número 

de explantes responsivos. Médias com letras distintas diferem entre si pelo teste de 

Tukey a 5% de probabilidade. 

 

 

Nossos resultados podem ser considerados inéditos, pois não há relatos na 

literatura de avaliação do efeito de diferentes meios de cultura básicos na indução de 

calos em pinhão manso. Alguns autores têm considerarado o meio MS satisfatório e 

adequado para obtenção de calos embriogênicos a partir de vários explantes: segmentos 

de folhas de J. curcas (SIANG et al.,2012, SOLÍS-RAMOS et al., 2012, SOOMRO et 

al., 2007 e JHA et al., 2007), explantes cotiledonares (SAXENA et al., 2011; SIANG et 

al., 2012) e segmentos de hipocótilo (SOOMRO et al., 2007; SOLÍS-RAMOS et al., 

2012). Entretanto, nenhum dos autores mencionados testaram outros meios básicos para 

efeito de comparação na eficiência de obtenção de calos em diferentes genótipos de J. 

curcas. O meio MS tem surtido efeito também em outras espécies tais como algodão 

para a indução de calos e regeneração de plantas em cultivares indianos (TRIPATHY & 

REDDY, 2002) e formação de calos usando embriões imaturos em milho (Zea mays L.) 

(RAKSHIT et al., 2010). Segundo os autores, a formulação de sais do meio básico pode 

influenciar a qualidade dos calos com relação à capacidade de regeneração de plantas. 

Apesar dos esforços focados na comparação do potencial embriogênico ou organogênico 

de calos produzidos em diferentes meios de cultura a partir de diferentes explantes, não 

existe um padrão geral de resposta para todas as espécies vegetais. Por exemplo, 

avaliando meios nutritivos diferente em culturas de calos a partir de segmentos de folhas 

de Morus indica L. SAHOO et al., (1997) verificou-se que o meio de cultura MS não 
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produziu calogênese. No entanto, em estudos com folhas adultas de Paulownia elongata 

S. se obtiveram maior proporção de calos com resposta morfogênica no meio MS do que 

no meio WPM (CASTELLANOS et al., 2006). 

É conhecido que diferentes espécies e mesmo diferentes genótipos de uma 

mesma espécie respondem diferentemente às condições ambientais de cultivo e à 

composição nutricional e de fitorreguladores do meio de cultura. Segundo EVANS et al. 

(2003), as concentrações dos reguladores de crescimento estabelecidas para uma espécie 

no que se refere à indução de calos, não produzirão o mesmo efeito em outra espécie 

vegetal ou mesmo em outro tecido da mesma planta, uma vez que os tecidos possuem 

diferentes concentrações de hormônios endógenas que se somam aos efeitos da 

suplementação de fitorreguladores. 

Os resultados da análise de variância para interação de auxinas (2,4 D e Dicamba) 

dentro do tipo de explante indicaram diferenças estatisticamente significativas entre os 

tratamentos para a variável número de explantes responsivos, a um nível de significância 

P = 0,05 (5%).  

Tanto no genótipo RC1F1 como no F1, pelo teste de Tukey ao nível de 

significância 5%, identificam-se grupos estatisticamente diferentes. Quando foram 

utilizados segmentos foliares como explantes, a adição de 1,1 mg.L
-1 

de 2,4-D ao meio 

de cultura se diferenciou estatisticamente dos demais tratamentos apresentando resposta 

superior com relação ao número de explantes responsivos. Já quando a fonte de 

explantes foram pecíolos, não foram observadas diferenças estatísticas entre os 

tratamentos, muito embora todas as concentrações de ambas as auxinas utilizadas tenham 

superado o efeito do tratamento controle (livre de reguladores de crescimento) para a 

indução de calos, como mostra a figura 12. Observa-se ainda que, independentemente do 

genótipo e mediante a suplementação de qualquer concentração de ambas as auxinas 

(mesmo as mais baixas), foi possível a indução de calos tanto a partir de segmentos de 

folhas como de pecíolos. Resultados semelhantes foram obtidos por SOOMRO et al. 

(2007), os quais obtiveram calos a partir de explantes de folhas de J, curcas usando 

concentrações muito mais baixas de 2,4-D (0,5 mg.L
-1

). Já SOLIS-RAMOS et al. (2013) 

obtiveram 100% de indução de calos em meio suplementado com a auxina IBA (0,5 a 2 

mg.L
-1

) em combinação com a citocinina BAP (0,5 a 2,5 mg.L
-1

)..Os autores 

mencionados acima também observaram a necessidade da suplementação do meio com 

reguladores de crescimento, principalmente da classe das auxinas, para o 
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estabelecimento de calos, não havendo formação de calos nos tratamentos controles (sem 

fitorreguladores).  

O genótipo A4 não apresentou diferenças estatísticas entre as concentrações das 

auxinas 2,4 D e Dicamba para nenhum dos tipos de explante avaliados (cotilédone e 

hipocótilo), embora as maiores médias para número de explantes responsivos (3,81 e 

4,97 para cotilédone e hipocótilo, respectivamente) tenham sido obtidas no tratamento 

contendo 3,0 mg.L
-1

 de Dicamba.  

Já para o genótipo A1, o maior número de explantes responsivos foi encontrado 

nas concentrações de 3 mg.L
-1

 da auxina Dicamba, em ambos tipos de explantes. 

Semelhante aos resultados encontrados para os híbridos interespecíficos (RC1F1 e F1), 

também para os genótipos A1 e A4 de J. curcas verificou-se o tratamento controle (sem 

adição de fitorreguladores exógenos) foi inferior ao resto dos tratamentos. No entanto, 

embora inferior, houve a formação de calos em ambos os explantes (cotilédones e 

hipocótilos). Isso poderia indicar que o balanço endógeno de hormônios encontrados 

naturalmente nestes explantes foi suficiente para a indução de calogênese, o que não se 

evidencia nos explantes foliares e peciolares dos híbridos estudados (Figura 12).  

SIANG et al. (2012) obtiveram resultados semelhantes quando testaram 

diferentes hormônios entre eles 2,4-D e Dicamba. Indicaram o Dicamba como o mais 

efetivo na indução de calos a partir de cotilédones. SOLIS- RAMOS et al. (2013), 

utilizando o mesmo tipo de explante (cotiledonares), obtiveram 100% de explantes 

responsivos á formação de calos quando usaram 2,4 D em concentrações de 0,5 a 2,5 

mg.L
-1

. Já SOOMRO et al. (2007) verificaram a mesma eficiência (100%) quando 

utilizaram explantes de hipocótilo cultivados na presença de 0,5 mg.L
-1

 de 2,4-D.  

Para ambos os tipos de explante testados no genótipo A1, observa-se que quanto 

maior a concentração das auxinas (2,4 D e Dicamba) no meio de cultura, maior a 

formação de calos embriogênicos (Figura 12). O contrario pode ser observado por 

SIANG et al, (2012), os quais evidenciaram que com o aumento das concentrações de 

Dicamba e baixas concentrações de  2,4-D, havia a diminuição da formação de calos. Os 

autores obtiveram os melhores resultados quando utilizaram ambas as auxinas em 

concentração de 0,8 mg.L
-1

. Além disso, os autores concluíram que nenhum calo foi 

induzido no médio contendo ANA e AIA, o que norteou a nossa escolha neste trabalho 

com relação ao tipo de auxina a utilizar no experimento de indução de calos 

potencialmente embriogênicos em J. curcas. Ademais, a importância da presença da 

auxina 2,4 D na indução da embriogênese somática tem sido intensamente estudada e 
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descrita na literatura (ALMEIDA et al. 2008; DUDITS et al., 1995,). Segundo DUDITS 

et al. (1995), esta auxina usada em altas concentrações leva as células dos explantes a 

uma condição de estresse que altera seu metabolismo e resulta na formação de calos 

embriogênicos, para grande parte das espécies. 

 

 

 

 

Figura 12 - Efeito de tipos de explantes e concentrações de auxinas (2,4-D e Dicamba) 

na resposta dos explantes à indução de calos nos genótipos RC1F1, F1, A1 e A4. Médias 

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

 

 

A oxidação de diferentes componentes celulares, tal como os compostos 

fenólicos é um processo que promove o escurecimento dos tecidos com liberação de 

radicais livres, evoluindo às vezes para danos irreversíveis e até morte celular. Tal 

processo é normalmente prejudicial para o desenvolvimento dos explantes in vitro. No 

entanto, alguns autores têm associado efeitos positivos da oxidação no processo de 
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embriogênese somática (AZOFEIFA et al., 2009). Na embriogênese somática de Coffea, 

por exemplo, verifica-se que, em geral, a formação de embriões ocorre após o início da 

oxidação dos calos (ALMEIDA et al., (2008). A coloração escura em calos de Coffea 

está associada ao metabolismo de fenóis, que é característico dessa espécie, e que se 

encontra em concentração elevada (MONACO et al., 1977). No caso de J. curcas, ainda 

não existem estudos sobre o efeito da oxidação na morfogêneses in vitro. 

As avaliações referentes à porcentagem de explantes oxidados nos meios de 

cultura foram realizadas após 60 dias de inoculação nos diferentes tratamentos do 

experimento I. Na maioria dos tratamentos avaliados, os explantes dos quatro genótipos 

apresentaram oxidação dos explantes. Essa oxidação se iniciou na abaxial do explante, 

em contato com o meio de cultura e, em alguns casos, continuou até a necrose completa 

dos explantes.  

A tabela 15 mostra diferença estatística entre os meios básicos nos genótipos dos 

híbridos interespecíficos avaliados quando se utilizou segmentos foliares como 

explantes. Observa-se que o meio DKW apresentou menor número de explantes foliares 

oxidados tanto no genótipo RC1F1 (0,71) como no genótipo F1 (0,21). Quando se 

utilizou pecíolos não houve diferença estatística entres os meios testados para nenhum 

dos genótipos.  

Já para o genótipo de J. curcas A1, nota-se diferenças estatísticas entre os meios 

básicos apenas para os explantes de hipocótilo, sendo que a maior oxidação foi 

observada no meio MS. Já o genótipo A4 apresentou diferenças entre os meios avaliados 

para os dois explantes avaliados (cotilédones e hipocótilos), sendo que a maior oxidação 

foi observada nos meios NN e MS para cotilédone e hipocótilo, respetivamente (Tabela 

15).  

Segundo AZOFEIA et al. (2007), a oxidação geralmente é maior em meios com 

altos níveis de sais minerais. UTINO et al., (2001) relatam que certos micronutrientes do 

meio de cultura como o ferro, cobre e zinco, em determinadas concentrações, podem 

ocasionar o processo de oxidação. No meio MS as concentrações desses micronutrientes 

é elevada, se comparada com outros meios de cultura, como o WPM, DKW e NN 

(NUNES et al., 2002). Nossos resultados mostram que o meio MS foi o que promoveu 

maior oxidação em todos os genótipos e explantes avaliados, com exceção do cotilédone 

no genótipo A4. 

Os dois tipos de explantes provenientes dos genótipos A1 e A4 apresentaram 

médias mais baixas de oxidação na maioria dos meios em comparação com os explantes 
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dos genótipos RC1F1 e F1. A resposta diferencial entre os genótipos pode ser atribuída 

ao controle genético específico para cada espécie e genótipo. Sabe-se que em arroz, um 

único gene regula o processo de oxidação dos explantes (ZHONG et al., 2007), entanto 

que em  Arabidopsis  são estimados cerca de 152 genes no controle do nível de 

sustâncias reativas ao oxigênio (MITTLER et al., 2004). O tipo de explante utilizado 

também tem alta influência no processo de oxidação fenólica. TEIXEIRA (2005). 

Segundo os autores, explantes jovens (como cotilédones, hipocótilos e epicótilos), em 

geral oxidam menos que os mais velhos (tecidos adultos).   

 

 

Tabela 15 - Efeito do meio básico na oxidação explantes de quatro genótipos de J. 

curcas. 

FOLHA PECIOLO FOLHA PECIOLO COTILÉDONE HIPOCOTILO COTILÉDONE HIPOCOTILO

WPM 3,21 a 0,57 a 2,32 a 0,50 a 0,36 a 0,21 b 0,28 ab 0,71 b

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

MS 2,71 a 1,32 a 2,61 a 1,25 a 0,50 a 1,54 a 0,03 b 1,14 a

DKW 0,71 b 0,57 a 0,21 c 0,64 a 0,25 a 0,54 b 0,7 b 0,96 ab

MEIO 

RC1F1 F1 A1 A4

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

 

 

Adicionalmente, os reguladores de crescimento adicionados ao meio também 

exercem influência sobre a produção de fenóis. Entretanto, o efeito e a relação dos 

fitorreguladores com o processo de oxidação dos explantes ainda é inconsistente e 

influenciada pelas diferenças genéticas entre os genótipos estudados (VAN STADEN et 

al., 2006). 

A Tabela 16 mostra as análises referentes à interação da concentração de auxinas 

(2,4 D e Dicamba) e o tipo de explante para o nível de oxidação dos explantes. Observa-

se diferenças estatísticas apenas para o explantes foliares do genótipo RC1F1 e 

segmentos de hipocótilo para o genótipo A4. Segmentos foliares de RC1F1 apresentaram 

altos níveis de oxidação (3,5) mesmo quando cultivados em meio de cultura sem adição 

de auxinas. A maior oxidação para o A4 ocorreu nos explantes de hipocótilo, utilizando-

se 1,6 mg.L
-1

 de 2,4-D no meio. Verificou-se que os explantes foliares, 

independentemente da concentração de fitorreguladores, foram os que apresentaram 

maior oxidação.  
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Segundo AZOFEIFA (2007) as auxinas são o grupo de reguladores de 

crescimento mais relacionados com a oxidação dos explantes na cultura de tecidos, 

principalmente o 2,4-D. BAKER & WETZSTEIN (1994) cultivaram in vitro cotilédones 

de Arachis hypogaea em níveis crescentes da auxina ácido naftalen-acético (ANA) e 2,4-

D. Estes autores encontraram que conforme aumentaram os níveis de auxinas no meio 

houve maior frequência de oxidação dos explantes, especialmente quando utilizaram o 

2,4-D. 

 

 

Tabela 16 - Efeito do meio básico na oxidação explantes de quatro genótipos de J. 

curcas, 

HORMONIO CO NCENTRAÇÃO  

3,5 a 0,5 a 2,18 a 0,312 a 0,31 a 0,43 a 0,06 a 1,37 ab

0,3 mg.L
-1 3,18 a 0,37 a 1,56 a 0,75 a 0,25 a 0,37 a 0,43 a 0,43 c  

1,1 mg.L
-1 2,62 ab 1,37 a 1,75 a 1,12 a 0,87 a 0,93 a 0,56 a 1,75 a    

1,6 mg.L
-1 2,68 ab 0,62 a 1,81 a 0,93 a 0,68 a 0,75 a 0,25 a 0,87 abc

0,8 mg.L
-1 1,62 b 1,06 a 1,25 a 0,56 a 0,43 a 0,5 a 0,43 a 0,50  bc

1,5 mg.L
-1 1,25 bc 0,81 a 1,12 a 0,62 a 0,18 a 0,68 a 0,18 a 0,87 abc

3,0 mg.L
-1 1,18 c 0,93 a 1,06 a 0,56 a 0,25 a 0,81 a 0,18 a 0,93 abc

COTILÉDONE

RC1F1 F1 A1 A4

HIPOCOTILO COTILÉDONE HIPOCOTILO

Dicamba

FOLHA PECIOLO FOLHA PECIOLO

Sim Hormonio

2,4 -D

 

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

 

4.6 Tipos de calos obtidos 

 

A avaliação dos calos obtidos após 60 dias da inoculação nos diferentes 

tratamentos revelou a formação de diversos tipos de calos (Figura 13) classificados 

quanto as suas características (1-consitência: compacto/friável; 2- coloração: verde, 

branco, bege/amarelado; 3- textura: arenosa, cremosa, aquosa).  

Calos embriogênicos são massas ou agregados celulares que são capazes de 

induzir a formação de embriões somáticos. Já os calos organogênicos, são aptos a formar 

gemas adventícias e brotos. O tipo de calo obtido depende altamente do genótipo, do tipo 

e idade do explante, do meio de cultivo, do tipo e concentração de reguladores de 

crescimento, das condições ambientais e microambientais de cultivo.  

Os aspectos morfológicos e histológicos podem dar uma indicação do tipo de calo 

obtido. Segundo APPEZZATO-DA-GLÓRIA et al. (2003), calos embriogênicos são 

compostos em sua maioria por células meristemáticas, arredondadas, com dimensão 
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relativamente pequena e com citoplasma denso. Já os aspectos morfológicos externos 

variam de espécie para espécie (ou mesmo de genótipo para genótipo, dentro de uma 

mesma espécie), podendo apresentar-se compacto ou friável; cremoso, arenoso/granular 

ou aquoso, coloração verde, amarelo, branco, translúcido. Em café, por exemplo, os 

calos embriogênicos se apresentam friáveis e coloração castanho-escuro.  

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

apresentaram friáveis, cremosos, de cor amarela pálida e capaz de ser multiplicado por 

subcultura, a intervalos de um mês e posteriormente formarem estruturas globulares 

correspondentes à embriões somáticos (SIANG et al. 2012; JHA et al., 2007) (Figura 

13). 

 

  

 

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

2007) 

 

 

Já MOREIRA et al (2013), obtiveram uma grande diversidade de tipos de calos 

com relação á cor, consistência, textura quando os explantes (embriões zigóticos 

imaturos de híbridos interespecíficos J. curcas/J. podagrica) foram cultivados em meio 

DKW. Os calos que induziram a produção de embriões somáticos eram de dois tipos: (a) 

friáveis, de cor bege/amarelada e (b) friáveis, translúcidos e brilhantes. Após 90 dias de 

incubação em meio DKW no escuro, foi possível discernir unidades globulares de 

tecidos de calos branco cremoso sobre a superfície de ambos os tipos de calos 

embriogênicos. Tais calos ainda estão sendo multiplicados e subcultivados no laboratório 

de cultura de tecidos do IAC e dão origem a embriões somáticos que são convertidos em 

híbridos raros. Já segundo FRANCO (2013) os calos compactos e verdes são, em geral, 

organogênicos. 
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Por comparação das características morfológicas dos calos embriogênicos 

(MOREIRA et al. 2013) e organogênico (FRANCO et al. 2010) obtidos pela nossa 

equipe do IAC, nós avaliamos a influência do genótipo, meios de cultura e tipo de 

explante na indução de calos potencialmente embriogênicos (Figura 14).  

 

 

 

Figura 14 - Tipos de calos obtidos nos experimentos I e II, a) calos de consistência 

compacta, textura granular, e coloração verde; b) Calo friável, aquoso, verde; c) Calo 

compacto, granular, branco; d) Calo misto: friável e coloração bege e friável translúcido 

e) Calos friáveis translúcidos e f) Calo friável de cor bege-amarelo com algumas 

estruturas de tecidos de calo branco cremoso (seta). Barra de escala = 5mm 

a)  b)  

c) 
d)  

e) f)  
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Para o genótipo RC1F1 os meios WPM e NN foram os mais eficientes para a 

indução de calos potencialmente embriogênicos a partir de explantes foliares. Quando se 

utilizou pecíolos do mesmo genótipo, o WPM e DKW foram superiores. Já para o 

genótipo F1 usando como explantes segmentos foliares, os melhores meios foram o NN 

e o MS. O DKW foi superior no caso de explantes de pecíolos (Figura 15).  

De modo geral, as maiores médias para indução de calos potencialmente 

embriogênicos ocorreu com o cultivo de hipocótilo e as menores médias, quando se usou 

folhas. 

Na indução de calos de aspecto embriogênico o meio DKW foi igualmente 

eficiente nos explantes de cotilédone, em ambos os genótipos A1 e A4. No entanto, para 

hipocótilo o meio MS foi o mais eficiente. Já para o genótipo A1, o meio inferior para 

indução de calo embriogênico tanto utilizando folha como pecíolo, foi o WPM (Figura 

15). 

Na literatura podemos constatar que o meio MS é o único que tem sido utilizado 

para a indução de calos embriogênicos em J. curcas, provenientes de diferentes 

explantes como folha (JHA et al., 2007; SOLIS-RAMOS et al., 2013; SOOMRO & 

MEMON, 2007), cotilédone (SAXENA et al., 2011; SIANG, et al., 2012) hipocótilo 

(SOLIS-RAMOS et al., 2013).  

Sabe-se que a produção de calos e suas propriedades embriogênicas variam 

também em função da composição de sais no meio de cultura. A interação do meio 

básico e o genótipo também é bem evidente. Por exemplo, avaliando meios nutritivos 

diferente em culturas de calos a partir de segmentos de folhas de Morus indica L. 

SAHOO et al., (1997) verificou-se que o meio de cultura MS não produz calogênese. No 

entanto, em estudos com folhas adultas de Paulownia elongata S. se obtiveram maior 

proporção de calo com resposta morfogênica no meio MS do que no meio WPM 

(CASTELLANOS et al., 2006). Para J. curcas, nenhum estudo foi realizado 

comparando-se o efeito dos sais do meio de cultura básico na calogênese, sendo o 

presente estudo o pioneiro. 
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Figura 15 - Efeito do meio básico dentro do tipo de explante para variável de calos 

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

probabilidade 

 

 

Além do meio básico e genótipo, outras variáveis influenciam no potencial 

embrionário ou organogênico de calos produzidos, tais como tipo e concentração de 

fitorreguladores, suplementação de outros aditivos orgânicos, condições de cultivo (luz e 

temperatura). 

Para o analise de variância da interação dos fitorreguladores (2,4 D e Dicamba) e 

tipo de explante, os quatro genótipos mostraram diferenças significativas. Em todos os 

genótipos e os tipos de explante avaliados, os tratamentos livres de fitorreguladores no 

meio foram estatisticamente inferiores aos demais tratamentos. No entanto, verificou-se 

que até mesmo sem adição de fitorreguladores, todos os genótipos estudados (menos o 

RC1F1) foram capazes de induzir a formação de calos com aspecto embriogênico nos 

quatro tipos de explantes. 
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Para o RC1F1 os valores mais altos para indução de calos embriogênicos 

correspondem, aos tratamentos com 1,1 mg.L
-1

de 2,4-D e 3 mg.L
-1

 de Dicamba em  

explantes de folha e tratamentos com 1,1 e 1,6 mg.L
-1

 de 2,4-D e 1,5 mg.L
-1

 de Dicamba 

em pecíolo. Ao avaliar esta mesma variável no genótipo F1, ambos os explantes (folhas e 

pecíolos) foi verificado que a utilização de 2,4-D com 1,1 e 1,6 mg.L
-1 

e 3 mg.L
-1

 de 

Dicamba apresentaram os melhores resultados (Figura 16).  

Nossos resultados são similares aos encontrados por outros autores, os quais 

relataram a indução de calos embriogênicos em J. curcas com a utilização de 2,4-D em 

diferentes concentrações (SOOMRO & MEMON, 2007), (SOLIS-RAMOS et al., 2013). 

Apenas, JHA et al., (2007) obtiveram calos embriogênicos e embriões somáticos a partir 

de explantes foliares utilizando unicamente cinetina no meio de cultura, em concentração 

de 2,0 mg.L
-1

. 

SOLIS-RAMOS et al. (2013), utilizando hipocótilo de J. curcas como explantes,  

mencionaram a formação de calogênese em todos os tratamentos que incluíam 2,4-D, 

embora somente na presença de 1,5 mg.L
-1

 de 2,4-D, os calos obtidos apresentaram 

características de calos embriogênicos. 

Nos genótipos de J. curcas (A1 e A2), o Dicamba em concentração de 1,5 mg.L
-1

 

foi estatisticamente superior aos demais tratamentos na indução de calos embriogênicos 

a partir de folhas cotiledonares. Entretanto, quando se utilizou explantes de hipocótilo, o 

genótipo A1 mostrou melhor resposta para indução de calos embriogênicos em meio 

com altas concentrações de 2,4-D (1,1 e 1,6 mg.L
-1

) e Dicamba (1,5 e 3 mg.L
-1

) e o 

genótipo A4 mostrou melhor resposta no tratamento com 1,6 mg.L
-1

 de 2,4-D (Figura 

16). 

SIANG et al, (2012) utilizando explantes foliares, verificaram que embora a 

utilização de 2,4-D também tenha promovido a formação de calos embriogênicos, o 

Dicamba na concentração de 0,8 mg.L
-1

 se mostrou superior na indução de calogênese e 

todos os calos obtidos nessa concentração eram embriogênicos. Já SOLIS-RAMOS et al. 

(2013) obtiveram calos verde-amarelos, com textura friável quando explantes de 

hipocótilo foram cultivados em meio com 1,5 mg.L
-1

 de 2,4-D. 

Comparando-se as mesmas concentrações e os mesmos reguladores de 

crescimento dentro de cada genótipo, pôde-se observar que o tipo de explante utilizado 

influencia na indução de calos embriogênicos. Nota-se que quando cultivados explantes 

de pecíolo e hipocótilo, as médias para indução de calos embriogênicos foram maiores 

que as médias dos explantes de folha e cotilédone (Figura 15). Estes resultados condizem 
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como os resultados obtidos por SOOMRO & MEMON (2007), os quais reportaram 

100% de indução de calos friáveis a partir de hipocótilo de J. curcas e calos não friáveis 

quando utilizaram tecido foliar como explante. Os autores comentam que tecidos mais 

jovens (hipocótilos, cotilédones, epicótilos) tendem a ser mais responsivos do que 

tecidos adultos (folhas e pecíolos), pois normalmente apresentam maior quantidade de 

células meristemáticas. No entanto, nós conseguimos melhores respostas tanto em tecido 

adulto (pecíolos) quanto em tecidos jovens (hipocótilos) dependendo do genótipo 

utilizado. 

 

 

 

 

Figura 16 - Efeito de 2,4-D e Dicamba dentro do tipo de explante para variável de calos 

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

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

 

Para a avaliação do desenvolvimento dos calos, optou-se por utilizar o método 

indireto de dimensionamento do seu comprimento e da sua largura, por ser este um 

método não destrutivo, ao contrário da avaliação por peso fresco e seco (método 

destrutivo).  

A análise de variância da variável comprimento do calo mostrou um efeito 

significativo na interação entre o tipo de explante e o meio de cultura para os quatro 

genótipos.  

Observando-se as tabelas 10, 11, 12 e 13, podemos verificar que os explantes de 

pecíolos (nos genótipos RC1F1 e F1) e hipocótilos (nos genótipos A1 e A4) foram os 

que resultaram em um maior desenvolvimento dos calos, tanto em comprimento quanto 

em largura.  

Os sais do meio de cultura influenciaram o desenvolvimento dos calos em todos 

os genótipos estudados. Nos genótipos híbridos (RC1F1 e F1), os explantes de pecíolos 

responderam melhor do que explantes foliares em todos os meios básicos (WPM, NN, 

MS, DKW). Já nos genótipos de J. curcas (A1 e A4), os explantes de hipocótilo foram 

os que melhor responderam a este parâmetro (desenvolvimento de calos) do que 

explantes de folhas cotiledonares. 

 Para o genótipo RC1F1, utilizando como explante segmentos de pecíolos, o meio 

de cultura que proporcionou maior comprimento médio (1,29 cm) e largura (0,70 cm) foi 

no WPM, porém não diferindo estatisticamente dos demais meios. Já para o F1, também 

foi observado maior comprimento e largura dos calos nos explantes de pecíolos, sendo os 

melhores meios o MS e WPM (Tabela 17). 

Explantes foliares tiveram um pior desempenho (quanto ao desenvolvimento de 

calos) quando foram cultivados em meio DKW, em ambos os genótipos. Nota-se que 

houve diferença estatística entre o meio WPM e os demais apenas para a variável 

comprimento do calo (Tabela 17). A largura dos calos não apresentou diferenças entre os 

meios de cultura. 
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Tabela 17 - Efeito de quatro meios de cultura básico dentro do tipo de explante, para as 

variáveis de comprimento e largura de calos nos genótipos RC1F1 e F1 de J. curcas. 

MEIO
COMPRIMENTO 

DO CALO

LARGURA 

DO CALO

COMPRIMENTO 

DO CALO

LAGURA 

DO CALO

COMPRIMENTO 

DO CALO

LARGURA 

DO CALO

COMPRIMENTO 

DO CALO

LAGURA DO 

CALO

WPM 0,66 a 0,45 a 1,29 a 0,79 ab 0,48 a 0,35a 1,04 b 0,69 b

NN 0,59 a 0,41 a 0,99 b 0,66 b 0,41 ab 0,29 ab 0,88 b 0,61 b

MS 0,69 a 0,53 a 1,15 ab 0,78 ab 0,47 a 0,32 a 1,27 a 0,85 a

DKW 0,24 b 0,18 a 1,23 ab 0,87 a 0,19 b 0,15 b 1,04 a 0,73 ab

RC1F1 F1

FOLHA PECIOLO FOLHA PECIOLO

 

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

 

 

Para explantes de hipocótilo do genótipo A1, o DKW foi o melhor meio para o 

comprimento (1,26 cm) e largura (0,86 cm), embora não tenha havido diferenças 

estatísticas com relação aos demais meios. Para explantes de segmentos de folhas 

cotiledonares do mesmo genótipo, as melhores médias para comprimento (0,76 cm) e 

largura (0,59 cm) também foram obtidas no meio DKW, embora sem diferenças 

estatísticas significativas. Já para o genótipo A4, o meio MS se mostrou superior ao 

DKW tanto no comprimento quanto na largura de calos provenientes de explantes 

cotiledonares, porém também não houve diferenças significativas entre os meios. Já para 

explantes de hipocótilos do mesmo genéotipo, os meios WPM e MS foram 

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

 

 

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

variáveis de comprimento e largura de calos nos genótipos A1 e A4 de J. curcas. 

MEIO
COMPRIMENTO 

DO CALO

LARGURA 

DO CALO

COMPRIMENTO 

DO CALO

LAGURA 

DO CALO

COMPRIMENTO 

DO CALO

LARGURA 

DO CALO

COMPRIMENTO 

DO CALO

LAGURA DO 

CALO

WPM 0,57 a 0,41 c 1,20 ab 0,75 a 0,51 a 0,39 a 1,35 a 0,86 ab

NN 0,66 ab 0,43 bc 1,06 b 0,76 a 0,64 ab 0,43 a 1,08 b 0,79 ab

MS 0,72 ab 0,55 ab 1,33 a 0,87 a 0,69 a 0,51 a 1,34 a 0,91 a

DKW 0,76 a 0,59 a 1,26 a 0,86 a 0,64 ab 0,43 a 1,12 b 0,74 b

A1 A4

COTILEDONE HIPOCOTILO COTILEDONE HIPOCOTILO

 

Médias com letras distintas nas colunas diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
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Os contrastes de médias para as variáveis de comprimento e largura dos calos, no 

desdobramento do fator tipo e concentração de auxinas dentro do tipo de explante, 

apresentaram diferenças significativas tanto no genótipo RC1F1 como no F1. Mais uma 

vez é possível notar superioridade no desenvolvimento de calos provenientes de 

explantes de pecíolos quando comparado a segmentos foliares, independentemente do 

genótipo e do tipo e concentração de auxinas usadas.  

No genótipo RC1F1, calos provenientes de explantes foliares tiveram melhor 

resposta quanto ao comprimento e largura na concentração de 3 mg.L
-1

 de Dicamba. 

Embora este tratamento se diferencie estatisticamente apenas da testemunha (sem 

fitorreguladores) e do tratamento com 0,3 mg.L
-1

 de 2,4 D (Tabela 19). Na mesma 

tabela, nota-se que para explantes de pecíolos, houve diferença significativa apenas entre 

o controle (sem adição de hormônios) e os demais tratamentos. 

Explantes de folhas do genótipo F1, com adição das concentrações mais elevadas 

de 2,4-D (1,1 e 1,6 mg.L
-1

) e de Dicamba (1,5 e 3 mg.L
-1

), mostram-se mais eficientes no 

tamanho do calo, tanto para o comprimento como para a largura. Já explantes de pecíolo 

do mesmo genótipo, embora não diferindo entre si, todas as doses de 2,4-D e Dicamba 

foram superiores no comprimento e largura quando comparados ao controle (sem 

fitorreguladores) (Tabela 19). 

 

 

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

variáveis de comprimento e largura de calos, nos genótipos RC1F1 e F1 de J. curcas. 

COMPRIMENTO 

DO CALO

LARGURA 

DO CALO

COMPRIMENTO 

DO CALO

LAGURA 

DO CALO

COMPRIMENTO 

DO CALO

LARGURA 

DO CALO

COMPRIMENTO 

DO CALO

LAGURA DO 

CALO

0,15 c 0,11 c 0,33 b 0,22 c 0 c 0 c 0,32 b 0,2 b

0,3 mg.L
-1 0,28 bc 0,19 bc 1,18 a 0,78 ab 0,37 ab 0,25 ab 1,12 a 0,80 a

1,1 mg.L
-1 0,63 ab 0,46 a 1,34 a 0,99 a 0,64 a 0,49 a 1,20 a 0,89 a

1,6 mg.L
-1 0,60 ab 0,42 ab 1,32 a 0,89 ab 0,58 a 0,39 a 1,20 a 0,76 a

0,8 mg.L
-1 0,63 ab 0,47 a 1,12 a 0,69 b 0,06 bc 0,05 bc 1,01 a 0,69 a

1,5 mg.L
-1 0,68 ab 0,48 a 1,35 a 0,97 a 0,44 a 0,33 a 1,32 a 0,88 a

3,0 mg.L
-1 0,85 a 0,61a 1,51 a 0,90 ab 0,62 a 0,43 a 1,22 a 0,82 a

MEIO

2,4-D

Dicamba

Sin hormônios

RC1F1 F1

FOLHA PECIOLO FOLHA PECIOLO

 

Médias com letras distintas nas colunas diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
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Embora as médias superiores para comprimento e largura de calos dos explantes 

de cotilédone, dos genótipos A1 e A4 tenham sido aquelas com adição de auxinas, estas 

não diferiram estatisticamente entre si (Tabela 20). 

Nossos resultados mostram que o uso de auxinas é essencial para o 

desenvolvimento dos calos, já que no tratamento controle houve pouco ou nenhum 

desenvolvimento de calos provenientes dos quatro tipos de explantes. No entanto, para 

os genótipos estudados, foi possível obter um desenvolvimento similar usando 2,4 D (a 

partir de 0,3 mg.L
-1

 ) ou Dicamba (ambas as concentrações testadas), na maioria dos 

explantes. Portanto, por uma questão de economia de custos recomenda-se a utilização 

de 0,3 mg.L
-1

 de 2,4 D. 

ESPINOZA et al. (2012) relataram o aumento no desenvolvimento de calos de 

Morus alba, com incremento das concentrações de 2,4-D (1 e 2 mg.L-
1
 ) tanto em 

explantes de folhas como de pecíolos. Já para os explantes de segmentos de caule, 

utilizando as mesmas concentrações de 2,4-D o desenvolvimento do calo foi menor 

mesmo quando os autores utilizaram as mesmas concentrações de 2,4-D. Resultados 

similares foram encontrados por GARCIA et al. (2006), os quais relataram que os calos 

provenientes de explantes cotiledonares de feijão apresentaram maior crescimento na 

medida em que se incrementavam as concentrações de 2,4-D no meio de cultura. Porém , 

quando utilizaram AIA no meio, os calos apresentaram uma diminuição no tamanho em 

relação aos obtido com 2,4-D. 

 

Tabela 20 - Efeito dos hormônios 2,4-D e Dicamba dentro do tipo de explante, para as 

variáveis de comprimento e largura de calos nos genótipos A1 e A4 de J. curcas. 

COMPRIMENTO 

DO CALO

LARGURA 

DO CALO

COMPRIMENTO 

DO CALO

LAGURA 

DO CALO

COMPRIMENTO 

DO CALO

LARGURA 

DO CALO

COMPRIMENTO 

DO CALO

LAGURA DO 

CALO

0,18 b 0,13 b 0,28 d 0,17 c 0,15 b 0,1 b 0,27 c 0,18 d

0,3 mg.L
-1 0,62 a 0,49 a 1,16 c 0,77 b 0,6 a 0,47 a 1,28 ab 0,82 bc

1,1 mg.L
-1 0,84 a 0,59 a 1,44 ab 1,03 a 0,62 a 0,44 a 1,14 b 0,78  c

1,6 mg.L
-1 0,79 a 0,54 a 1,52 a 0,95 ab 0,7 a 0,49 a 1,51 a 1,0 ab

0,8 mg.L
-1 0,76 a 0,54 a 1,27 bc 0,85 ab 0,69 a 0,5 a 1,45 a 0,94 abc

1,5 mg.L
-1 0,76 a 0,56 a 1,43 ab 1,00 a 0,8 a 0,55 a 1,51 a 1,10 a

3,0 mg.L
-1 0,78 a 0,62 a 1,38 ab 0,92 ab 0,77 a 0,53 a 1,42 a 0,98 ab 

Dicamba

MEIO

Sin hormônios

2,4-D

A1 A4

COTILEDONE HIPOCOTILO COTILEDONE HIPOCOTILO

 

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

potencialmente embriogênicos em J. curcas. 

 

A interação de auxinas e citocinas têm um papel vital na divisão celular, 

crescimento, desenvolvimento, diferenciação e formação de órgãos em planta (ZHONG 

et al., 2012). Segundo SHRIVASTAVA & BANERJEE (2008) J. curcas é altamente 

sensível às auxina para estimulação da divisão celular. No entanto, o uso de outros 

reguladores de crescimento isolados ou em combinação com auxinas, também tem sido 

reportado como eficiente para a indução de calos embriogênicos como relatou 

KALIMUTHU et al. (2007). 

Partes vegetativas, especialmente folhas, são explantes desejáveis para clonagem 

in vitro, pois a regeneração de plantas a partir destes explantes contribui para a 

preservação da identidade genética do genótipo das plantas matrizes. Com esta 

finalidade, visando à manutenção de características de interesse agronômico dos híbridos 

RC1F1 e F1 gerados pelo PMG do IAC, optou-se pelo uso exclusivo de explantes 

oriundos de tecidos adultos tanto no experimento 1 (segmentos de folhas e de pecíolos) 

como no segundo experimento (somente segmentos de folhas jovens). Este experimento 

teve como objetivo complementar os estudos de indução de calos embriogênicos e/ou 

embriões somáticos verificando-se o efeito da adição de uma citocina (cinetina) e uma 

auxina (IBA) em meio básico MS.  

Os resultados da análise de variância indicam que há uma diferença 

estatisticamente significativa entre os tratamentos. O teste de Scott Knott evidenciou que 

o tratamento T1 (controle, sem hormônios) não induziu à formação de calos em nenhum 

dos genótipos utilizados.  

Para o genótipo RC1F1, os tratamentos com as concentrações mais elevadas de 

cinetina ,independentemente da concentração de IBA, promoveram a maior formação de 

calos, sendo os tratamentos T14 (0,5 mg.L
-1

 de IBA e 0,8 mg.L
-1

 de Cinetina) e T16 (2 

mg.L
-1

 de IBA e 0,8 mg.L
-1

 de Cinetina), os que se destacaram com as melhor médias 

para explantes responsivos. Na presença unicamente de cinetina 0,9 mg.L
-1

 (T13), 

também houve alta formação de calos (Tabela 21). Estes resultados concordam com 

ATTAYA et al, (2012) que indicaram que J. curcas responde a concentrações altas de 

auxinas e citocininas, estimulando a divisão celular e a calogêneses. 
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Difentemente, no genótipo F1 não se observou uma tendência clara entre o 

número de explantes responsivos e a concentração dos hormônios, porém os tratamentos 

estatisticamente inferiores para esta variável (T1, T2, T4 e T10) foram aqueles com 

concentrações baixas de ambos os fitorreguladores: IBA e cinetina (Tabela 21). Para este 

genótipo F1, esta variável foi, portanto, de baixa discriminação para escolha de meios de 

cultura, devido às múltiplas variações estabelecidas. 

Em ambos os genótipos, se observou uma relação negativa entre oxidação e 

número de explantes responsivos, uma vez que tratamentos que proporcionaram baixa 

oxidação dos explantes (T14) foram também os que apresentaram as maiores médias 

para explantes responsivos. Enquanto que nos tratamentos com maiores médias de 

oxidação (T1) não houve resposta dos explantes a formação de calos.  

No presente estudo, para a formação de calos com aspecto embriogênico, os 

tratamentos com a maior concentração de cinetina, T14 (0,5 mg.L
-1

 de IBA e 0,8 mg.L
-1

 

de Cinetina) e T16 (2,0 mg.L
-1

 de IBA e 0,8 mg.L
-1

 de cinetina), se mostraram os mais 

eficientes para o genótipo RC1F1. Já para o genótipo F1, embora vários tratamentos 

tenham favorecido a formação de calos com aspecto embriogênico, o tratamento T10 

(0,5 mg.L
-1

 de IBA e 0,4 mg.L
-1

 de cinetina) apresentou a maior média para esta variável 

(Tabela 21).  

Semelhantemente aos nossos resultados, MACHADO et al. (2010) também 

observaram melhores respostas para a obtenção de calos embriogênicos em J. curcas 

com a interação entre citocinina e auxina. Os autores obtiveram formação de calos 

embriogênicos quando combinaram os fitoreguladores ANA e BAP em meio MS, sendo 

os melhores resultados encontrados quando combinaram 0,5 mg.L
-1

 de ANA e 1 mg.L
-1

 

de BAP ou 2 mg.L
-1

 de ANA e 1 mg.L
-1

 de BAP. Diferentemente, JHA et al. (2007) 

obtiveram calos embriogênicos de explantes foliares em meio MS suplementado 

unicamente com cinetina (2,0 mg.L
-1

). 

Em explantes de embriões zigóticos imaturos foi possível a indução de calos 

embriogênicos em meio MS suplementado com ANA (1,25 mg.L
-1

) e zeatina (60 µg L
-1

) 

(ASTHA et al., 2006). Moreira et al. (2013) também obtiveram calos embriogênicos e 

embriões somáticos a partir de embriões zigóticos imaturos de híbridos interespecíficos 

(J. curcas/J. integerrima). Tais explantes foram cultivados em meio DKW suplementado 

com 40 mg.L
-1

 de sulfato de adenina, um precursor de citocininas. 
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Tabela 21 - Efeito da interação de IBA e Cinetina na indução de calos em dois genótipos 

de J. curcas. 

IBA CINETINA 

(mg.L
-1

) (mg.L
-1

)

T1 0 0 0,00 c 2,75 a 0,00 c 0,00 d 0,00 d 0,00  b 3,50 a 0,00 b 0,00 b 0,00 b

T2 0,5 0 1,25 c 3,00 a 0,00 c 0,13 d 0,11 d 1,50 b 1,00 b 1,25 b 0,50 b 0,48 b

T3 0,9 0 0,75 c 1,00 b 0,00 c 0,12 d 0,10 d 2,75 a 2,50 a 0,50 b 0,69 b 0,48 b

T4 2,0 0 1,00 c 2,00 a 0,00 c 0,31 d 0,21 d 3,50 a 1,00 b 1,50 b 0,99 b 0,46 b

T5 0 0,2 1,25 c 1,25 b 0,25 c 0,61 c 0,51 c 3,00 a 0,75 b 1,75 b 1,02 b 0,79 a

T6 0,5 0,2 3,00 b 0,75 b 0,00 c 1,01 b 0,71 c 1,75 b 0,50 b 0,00 b 0,43 b 0,33 b

T7 0,9 0,2 4,25 a 1,50 b 0,00 c 1,28 b 0,92 b 4,75 a 2,00 a 4,00 a 1,87 a 1,38 a

T8 2,0 0,2 3,25 b 1,50 b 0,75 c 1,30 b 0,94 b 3,00 a 2,75 a 1,25 b 1,22 a 0,98 b

T9 0 0,4 3,25 b 1,25 b 0,50 c 1,24 b 1,02 b 2,00 b 0,00 b 1,00 b 0,54 b 0,34 b

T10 0,5 0,4 3,75 b 3,00 a 0,00 c 1,10 b 0,39 c 5,00 a 0,25 b 4,25 a 1,71 a 1,39 a

T11 0,9 0,4 4,25 a 1,25 b 0,50 c 1,56 a 1,14 b 3,75 a 0,00 b 3,25 a 1,37 a 1,35 a

T12 2,0 0,4 4,50 a 0,75 b 2,75 b 1,89 a 1,46 a 4,25 a 0,50 b 3,50 a 1,61 a 1,27 a

T13 0 0,8 4,66 a 0,33 b 0,33 c 1,67 a 1,41 a 4,00 a 0,50 b 0,00 cb 0,56 b 0,31 b

T14 0,5 0,8 5,00 a 0,00 b 3,50 a 1,89 a 1,55 a 4,50 a 0,00 b 3,50 a 1,77 a 1,28 a

T15 0,9 0,8 4,75 a 1,00 b 1,75 b 1,88 a 1,39 a 3,40 a 0,80 b 1,80 b 1,18 a 0,88 a

T16 2,0 0,8 5,00 a 1,00 b 4,00 a 1,94 a 1,49 a 4,50 a 1,50 a 3,00 a 1,74 a 1,31 a 

COMPRIMENTO 

DOS CALOS

LARGURA 

DOS 

CALOS

COMPRIMENT

O DOS CALOS

LARGURA 

DOS 

CALOS

F1

EXPLANTES 

RESPONSIVO

S

EXPLANTES 

OXIDADOS

CALOS 

EMBRIOGÊNICO

S

TRATAMIENTO

HORMONIOS

EXPLANTES 

RESPONSIVO

S

EXPLANTES 

OXIDADOS

CALOS 

EMBRIOGÊNICO

S

RC1F1

 

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

 

 

Com relação ao tamanho dos calos, verificou-se para ambos os genótipos (RC1F1 

e F1), que as concentrações de 0,4 mg.L
-1

 e 0,8 mg.L
-1

 de cinetina usadas isoladamente 

ou combinadas com IBA (tratamentos de T9 a T16) proporcionaram os maiores 

comprimentos e larguras dos calos. com exceção do tratamento T13, para o genótipo F1, 

no qual 0,8 mg.L
-1

 apresentou resultado estatisticamente inferior aos demais tratamentos 

(Tabela 20). Os resultados de MAHALAKSHMI et al. (2014) mostraram que a 

combinação de BAP, AIA e cinetina no meio de cultura proporcionou a maior 

porcentagem de indução de calos embriogênicos em explantes de pecíolos de J. curcas, 

embora, o maior crescimento dos calos tenha sido obtido em meio contendo 0,2 mg.L
-1

 

de cinetina em combinação com 1 mg.L
-1

 de ANA. 

De forma geral, no experimento para avaliar a interação do IBA e cinetina, para o 

genótipo RC1F1, o tratamento T16 foi o que apresentou baixa oxidação dos explantes, 

maior número calos responsivos, alta formação de calos com aspecto embriogênico e 

bom desenvolvimento dos calos tanto em comprimento quanto em largura. Já para o 

genótipo F1, embora sem diferença estatística com relação a outros tratamentos, os 

tratamentos T14 e T16 foram os que apresentaram maior número de calos. No entanto, o 

T14 foi o que apresentou maior número de calos friáveis e com melhor desenvolvimento 

dos calos, em comprimento e largura. 
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4.8 Indução de embriogênese somática 

 

Para a indução de embriões somáticos nos genótipos RC1F1 e F1, foram 

utilizados calos embriogênicos originados de explantes folhas jovens no meio de cultura 

MS acrescentado com de 0,7 mg.L
-1

 de IBA e 0,9 mg.L
-1

 de Cinetina, determinado como 

o melhor meio para indução de calos embriogênicos. Da mesma maneira, calos 

originados a partir de explantes de hipocótilo do genótipo A1 e cultivados em meio MS 

contendo 0,8 mg.L
-1

 de Dicamba foram os selecionados para este experimento, assim 

como os calos formados a partir de segmentos de hipocótilo do genótipo A4 quando 

cultivados em meio WPM com 1,6 mg.L
-1

 de 2,4-D. 

Para esta fase, no presente trabalho apenas os resultados da variável de calos que 

mantiveram as características embriogênicas (figura 17) são apresentados devido que não 

foram obtidos embriões somáticos nenhum dos tratamentos avaliados.  

 

 

Figura 17 – Calos com estruturas embriogênicas (seta). Barra de escala = 5mm 

 

 

Nas tendências dos dados observados como equações quadráticas, os valores de 

R
2
 variaram entre 41% a 99% para a variável de número de calos friáveis para o genótipo 

RC1F1 e entre 60% a 99% para o genótipo F1. Os resultados evidenciaram que para o 

genótipo RC1F1, os efeitos da concentração de IBA nos desvios da linha de tendência da 

equação quadrática são predominantes em relação aos efeitos de cinetina, donde a 

cinetina em concentrações de 0,9 mg.L
-1

em combinação com o IBA, em qualquer 

concentração, promoveu a manutenção das características embriogênicas dos calos 

(friáveis e de cor amarelo). O Tratamento que favoreceu a manutenção de maior numero 
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de calos com características embriogênicas no meio com concentração de 0,2 mg.L
-1 

de 

IBA de 0,9 mg.L
-1 

de  cinetina e (Figura 18). No entanto os calos inoculados nos 

tratamentos com uso de 0,5 mg.L-1 de IBA em qualquer concentração de cinetina 

também mantiveram características embriogênicas. A ausência de IBA no meio 

promoveu a perda das características embriogênicas nos calos, transformando-os em 

calos compactos de cor branco (Figura 20). 

 

 

 

Figura 18 - Efeito da interação de IBA e Cinetina na manutenção de calos com 

características embriogênicas no genótipo RC1F1.  

 

 

Já no genótipo F1, os efeitos da cinetina foram determinantes na manutenção das 

características de calos embriogênicos, verificando que o aumento nas concentrações de 

cinetina provocou uma diminuição na manutencao de calos friáveis. Os melhor 

tratamento para a manutencao das carateristicas de calos embriogenicos foi  nas 

concentrações de 0,9 mg.L
-1

 de IBA em ausência de cinetina (Figura 19). O tratamento 

com a concentração mais elevada de cinetina (0,9 mg.L
-1

) e ausência de IBA todos os 

calos perdieram as caracteristicas de embrigenicos. Neste tratamento, os calos se 

tornaram de cor branco e compactos. Por outro lado, calos mantidos no tratamento com 

0,9 mg.
L-1 

de IBA e combinacao com qualquer das concentracoes de cinetina, assim 
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como o tratamento com 0,2 mg.L
-1 

de IBA e 0,5 mg.L
-1

 de cinetina, foram os que melhor 

se desenvolveram e mantiveram caracteristicas embriogenicas. 

 

 

 

 

Figura 19 - Efeito da interação de IBA e Cinetina na manutenção de calos com 

características embriogênicas no genótipo F1. 

 

 

 
Figura 20 – Calos não embriogênicos. Barra de escala = 5mm 
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Para os acessos A1, através da análise de regressão, observou-se que as 

concentrações mais elevadas de IBA (0,9 mg.L
-1

) em na ausência desta  foi o melhor 

tratamento para o maior numero de calos que mantiveram características embriogênicas. 

No entanto, pode se observar que a concentração mais elevada de IBA (0,9 mg.L
-1

) em 

combinação com qualquer das concentrações de cinetina também favorece a manutenção 

das características embriogênicas nos calos.  

 O aumento das concentrações de cinetina provocou uma diminuição na 

manutenção das características embriogênicas dos calos. Na ausência de IBA, verificou-

se que esse decréscimo foi linear em função do aumento de cinetina (Figura 21). 

Pode-se observar que o meio de cultura desprovido de IBA com qualquer 

combinação de cinetina, resultou no menor numero de calos que mantiveram 

características embriogênicas para os genótipos A1 (Figura 20). 

 

 

Figura 21 - Efeito da interação de IBA e Cinetina na manutenção de calos com 

características embriogênicas no genótipo A1. 

 

 

Para o genótipo A4 o tratamento com 0,9mg.L
-1

 de IBA, em ausência de cinetina 

foi o melhor para a manutenção das características embriogênicas nos calos. Observou-se 

que aumento na concentração de IBA em combinação como a cinetina ou ainda na 

ausência dela, contribuem para o mantimento de calos com características 
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embriogênicas. O IBA em concentrações de 0,5 e 0,7 mg.L
-1

 quando combinado com 

cinetina 0,2 mg.L
-1

, também apresentou boa resposta para a manutenção de calos 

embriogênicos (Figura 22). Já o aumento das concentrações de cinetina em combinação 

com qualquer concentração de IBA promoveu a  perda das características embriogênicas 

nos calos, transformando os calos em calos duros, compactos e de cor branco e marrão 

obscuro. 

 

 

 

Figura 22 - Efeito da interação de IBA e Cinetina na manutenção de calos com 

características embriogênicas no genótipo A4. 

 

 

Os resultados de este experimento revelaram que o uso unicamente de IBA (0,9 

mg.L
-1

) no meio de cultura pode ser apontado como um ótimo tratamento para a 

manutenção de calos embriogênicos nos quatro  genótipos, sendo que o uso de Cinetina, 

principalmente em concentrações elevadas leva à ocorrência da formação de calos não 

embriogênicos, o que pode impedir o desenvolvimento posterior de embriões somáticos. 

Em todos os genótipos, a ausência de IBA no meio resultou no menor numero de calos 

que mantiveram as características embriogênicas, independentemente da concentração de 

Cinetina. 
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Ao contrário dos resultados obtidos até o momento neste trabalho, outros autores 

relatam a indução de embriões somáticos em J. curcas mediante a adição de auxinas e 

citocinas no meio de cultura. ASHTA, et al. (2006), utilizando embriões zigóticos como 

explantes, induziram embriões somáticos em meio MS suplementado com diferentes 

concentrações de cinetina em combinação como IBA. SAXENA et al. (2011) afirmaram 

que embriões somáticos foram formados quando explantes de cotilédone foram 

cultivados em meio MS contendo AIA (0,2 mg.L
-1

) e BAP (1,5 mg.L
-1

). Em 

contrapartida, SIANG et al. (2012) induziram o desenvolvimento de embriões somáticos 

a partir de segmentos cotiledonares cultivados em meio WPM livre de fitoreguladores. 

Embriogênese direta também foi relatada a partir de segmentos de cotilédones 

inoculados em meio MS suplementado com 2 mg.L
-1

 de BAP (KALIMUTHU et al., 

2007). 

A maioria dos autores acima mencionados partiu de explantes compostos por 

tecidos muito jovens (embrionário, cotiledonares ou de hipocótilo), os quais, em geral, 

apresentam maior competência morfogênica. A única exceção foi JHA et al. (2007), os 

quais usaram explantes de folhas adultas cultivadas também em MS com diversas 

concentrações de cinetina e IBA. Tecidos da planta matriz são mais indicados quando o 

objetivo é a clonagem in vitro, uma vez que as plantas resultantes deverão ser idênticas a 

planta doadora de explantes.  

A exemplo do que ocorre em outras espécies, a resposta à embriogênese somática 

parece estar estreitamente relacionada ao genótipo, uma vez que condições semelhantes 

às estabelecidas por JHA et al (2007) foram aplicadas neste trabalho não resultando, até 

o momento, em formação de embriões somáticos em nenhum genótipos estudado. 
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5 CONCLUSÕES 

 

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem concluir que: 

 

 Em relação às análises moleculares, foi comprovada a eficiência dos marcadores 

ISSR e AFLP para caracterização genética de acessos de Jatropha, mostrando-se 

sensíveis para a detecção de alto polimorfismo entre os acessos. Estes marcadores 

podem ser indicados  como  poderosa ferramenta para analises moleculares na 

espécie. 

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

Jatropha contida no Banco Ativo de Germoplasma do IAC, 

 Os resultados de agrupamento mediante UPGMA a partir de ambos os 

marcadores (ISSR e AFLP), não revelaram estruturação genética entre os acessos 

em função da origem geográfica. 

 O Marcador ISSR foi mais informativo em comparação com os marcadores 

AFLP e SSR 

 Quando os acessos foram analisados após a diferenciação dos mesmos em 

grupos, foi observada estruturação genética entre eles, o que pode ser explicada 

pelo baixo fluxo alélico entre eles, podendo estar associado ao sistema de 

propagação vegetativa da espécie. 

 Os resultados das análises de diversidade genética podem contribuir de forma 

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

 Referente ao desenvolvimento de protocolos via embriogênese somática, todos os 

genótipos responderam positivamente a calogênese. No entanto, esta resposta foi 

genótipo dependiente. 

 Explantes de pecíolos responderam melhor do que explantes de segmentos 

foliares com relação ao desenvolvimento dos calos. 

 Explantes de hipocótilo responderam melhor ao desenvolvimento de calos 

(tamanho) do que explantes de folhas cotiledonares. 
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 Observou-se superioridade no desenvolvimento de calos usando pecíolos quando 

comparado a folhas, independentemente do genótipo e do tipo e concentração de 

auxinas usadas. 

 O uso de 0,9 mg.L-1 de IBA foi o tratamento que favoreceu a manutenção das 

características embriogênicas nos calos no experimento.  

 Os resultados do presente trabalho servirão de referência para investigações 

futuras sobre a propagação de J. curcas via embriogênese somática. 
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6 PERSPETIVAS  

 

Estudos de analises histológicas e da embriogênese em nível molecular, 

analisando a expressão de genes relacionados ao desenvolvimento embrionário, são 

importantes ferramentas para a confirmação do processo embriogênico em tecidos 

cultivados in vitro. 

Neste sentido, como atividades futuras inerentes ao programa de melhoramento 

de Jatropha do IAC e em continuidade a os resultados obtidos neste estudo, os calos 

inoculados nos 16 tratamentos do experimento para indução de embriões, serão 

utilizados para realizar analises mediante técnicas histológicas com objetivo de 

identificar o melhor tratamento para a indução de células  meristemáticas potencialmente 

competentes para a formação de embriões somáticos. Assim, estudará-se mediante 

técnicas moleculares a expressão do gene Somatic Embryogenesis Receptor Kinase  

(SERK) para distinguir células competentes e não competentes para emrbiogeneses.  

Assim, é necessário o estabelecimento de novos experimentos afim de se alcançar 

a definição de protocolos  eficientes para a clonagem via embriogênese somática dos 

genótipos elites selecionados no programa de melhoramento genético do IAC. 
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