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RESUMO GERAL

NUNES, Claudinéia  Ferreira.  Organogénese e  caracteristicas
morfoanatdmicas de pinh&o-manso. 2010. 101 p. Tese (Doutorado em
Agronomia/Fitotecnia) - Universidade Federal de Lavras, Lavras.

Mediante a necessidade de producdo de insumos aos biocombustiveis e
da ampliagdo do conhecimento da espécie Jatropha curcas, o objetivo deste
trabalho foi analisar aspectos da germinacdo de embrides zigéticos e a
organogénese in vitro, bem como caracterizar, morfologicamente, folhas e calos
de pinhdo-manso. Os resultados permitem afirmar que o IVG é maior em 30°C.
Maior numero de plantulas normais é obtido na luz branca e plantulas mais
desenvolvidas na auséncia de luz. Seu desenvolvimento ocorre em auséncia e
presenca de luz, caracterizando-a como fotoblastica neutra. Pode ser
caracterizada como espécie anfihipoestomatica, com maior presenca de
estdbmatos na face abaxial, independente da condicéo de luz ou temperatura. O
meio MS com metade da concentracdo dos sais favorece a formagéo de calos. A
intensidade da coloracdo do calo e a fonte de explante sdo pardmetros que
devem ser usados na avaliacdo e na escolha de um tratamento objetivando a
organogénese. O BAP proporciona maiores indices de formacdo de gemas e
brotacGes e a regeneracdo de gemas, utilizando como fonte de explantes folhas
cotiledonares de plantulas in vitro, é desejavel para a resposta morfogenética. A
auséncia de agua de coco no meio de cultivo favorece a multiplicacdo das
brotacbes. O uso do filme plastico, seguido da tampa de polipropileno com
filtro, tem efeito positivo na inducdo da organogénese em explantes de pinhao-
manso. As caracteristicas de formacdo de gemas sobre a superficie dos explantes
de pinhdo-manso podem ser utilizadas como descritores da organogénese, sendo
que as estruturas formadas, em meio nutritivo com menores concentragbes de
agua de coco e uso de vedacgdes que permita 0 minimo de troca gasosa com 0
meio externo, sdo satisfatorias. Recomendam-se concentra¢des entre 50 e 100%
de KNO3; e NH4NO3; no meio MS pois favorecem a indugéo de calos responsivos
com formacdo de primordios vegetais. O maior numero de brotos é obtido aos
60 dias de cultivo com concentracdo de 150% para NH4NO; e até 100% para
KNOs, em relacdo a concentracdo padrdo do meio MS.

“ Comité Orientador: Dr. Moacir Pasqual — UFLA (Orientador); Dra. Aparecida

Gomes de Araujo — UFLA
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ABSTRACT

NUNES, Claudinéia Ferreira. Organogenesis and morpho-anatomical
characteristics of physic nut. 2010. 101 p. Thesis (Doctorate in
Agronomy/Crop Science) - Universidade Federal de Lavras, Lavras. *

Through the need for production of inputs for biofuels and the expansion
of knowledge of the specie, this study aimed to analyze the germination of
zygotic embryos and the in vitro organogenesis, as well as to characterize
morphologically, leaves and callus of physic nut. The results indicate that the
IVG is greater in 30 °C. Increased number of normal seedlings is obtained in
white light and seedling more developed in the absence of light. Its development
of the specie studied occurs in the absence and presence of light, characterizing
it as neutral photoblastic. Can be characterized as an amphihypostomatic specie,
with greater presence of stomata on the abaxial surface, independent of lighting
conditions or temperature. The MS medium with half concentration of salt
favors the formation of callus. The intensity of callus staining and the explant
source are parameters to be used in evaluating and choosing a treatment aiming
organogenesis. The BAP induces higher levels of buds and shoots formation
and, the bud regeneration using as source of explant cotyledonary leaves of in
vitro seedlings, is desirable for the morphogenetic response. The absence of
coconut water in the culture medium favors the multiplication of shoots. The use
of plastic film, followed by the polypropylene cap with filter has a positive
effect on the induction of organogenesis in explants of physic nut. The
characteristics of buds formation on the surface of explants of physic nut can be
used as descriptors of organogenesis, and the structures formed, on nutrient
medium with lower concentrations of coconut water and the use of sealing that
allow the minimum of gas exchange with the external environment, are
satisfactory. It is recommended concentrations between 50 and 100% of KNO;
and NH;NO; in the MS medium because it favors the induction of responsive
callus with formation of early plants. The highest number of shoots is obtained
at 60 days of culture with concentration of 150% to NH,NO; and up to 100% to
KNOs3, compared to the standard concentration of MS medium.

“ Guidance committee: Dr Moacir Pasqual — UFLA (Adviser); Dra. Aparecida
Gomes de Araujo — UFLA.



CAPITULO 1



1 INTRODUCAO GERAL

A utilizacdo da biomassa para fornecer energia tem sido fundamental
para o desenvolvimento da civilizagcdo. Biomassa contribui para uma parte
significativa do consumo global de energia priméria e sua importancia tende a
aumentar no futuro cenario energético mundial (Vasudevan et al., 2005). Para
Urquiaga et al. (2005), os biocombustiveis também favorecem a sustentabilidade
ambiental através da reducdo no uso de energia fossil pela sociedade, com
consequente diminuicdo na emissdo de gases de efeito estufa.

O pinhdo-manso, de nome cientifico Jatropha curcas, pertence a familia
Euphorbiaceae e tem sido reconhecido como mais uma boa op¢do no leque de
plantas oleaginosas para a producdo de biodiesel. Na América Central, seu mais
provavel local de origem, o pinhdo-manso foi largamente utilizado na inddstria
de sabdo e igualmente em cercas-vivas, mas, atualmente, os interesses pela
planta tém tido relacdo com a produgdo de combustivel renovavel (Durdes &
Laviola, 2009).

O pinhdo manso € uma cultura que possui potencial de rendimento de
grdos e 6leos e, em sua fase inicial, permite o cultivo em consércio com outras
culturas de interesse econdmico e alimentar. Além disso, ndo concorre
diretamente com a agricultura de alimentos, por ser uma espécie ndo alimentar.
Por todos esses motivos, essa oleaginosa € considerada uma cultura potencial
para atender a produc¢do do biocombustivel.

Mediante o emprego racional de suas técnicas, a cultura de tecidos pode
tanto propiciar a produgdo comercial continua de mudas de pinh@o-manso de
alta qualidade, como gerar variabilidade, tdo importante para o melhoramento
genético. E, assim, em interacdo com as modernas técnicas da biotecnologia, ter
uma participacdo essencial no atendimento a crescente demanda de matéria

prima para o setor agroenergético.



As pesquisas colocam em evidéncia o entendimento e a utilizagdo da
espécie para a producdo de 6leo e o desenvolvimento de sistemas produtivos. No
entanto, é preciso que a espécie seja domesticada e domesticar o pinhdo manso
significa gerar valor para uma espécie de ocorréncia natural e criar uma nova
cultivar, para que assim a oleaginosa deixe de ser potencial e passe a ser uma
nova matéria-prima para o mercado do biodiesel (Durdes & Laviola, 2009).

Estes esforgos focam o estado da arte sobre o entendimento e a utilizacao
da espécie no Brasil e no mundo e buscam atender as exigéncias do mercado
competitivo e 0 tempo necessario para que a ciéncia possa produzir resultados e
efeitos consolidados para o entendimento e utilizagdo adequada da espécie.

Objetivou-se, com este trabalho, analisar aspectos da germinacdo de
embrides zigdticos e a organogénese in vitro, bem como caracterizar,

morfologicamente, folhas e calos de pinhdo-manso.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos gerais do pinhdo-manso (Jatropha curcas L.)

Jatropha curcas é o nome cientifico de uma planta do género jatropha,
da familia Euforbiaceae, denominada popularmente como pinh&o-manso,
purgueira, pinha de purga, dentre outros nomes populares.

O género Jatropha contém cerca de 175 espécies conhecidas, com
variacOes significativas em relacdo a resisténcia/tolerancia a pragas e doencas,
ao perfil dos acidos graxos presentes no 6leo, ao padrdo de florescimento e
frutificacdo. Linnaeus (1753) foi o primeiro a nomear o pinhdo-manso de curcas
L. em "Species Plantarum". O nome do género Jatropha deriva da palavra grega
iatrés (doutor) e trophé (comida), implicando as suas propriedades medicinais
(Heller, 1996).



Existem pesquisadores que consideram o pinh&o-manso nativo do Brasil,
mas, conforme o Anuario Brasileiro de Agroenergia - ABA (2007), seu mais
provavel local de origem é a América Central; outros autores, como Tominaga et
al. (2007), apontam o México como seu pais de origem; os indios que migraram
da América do Norte para a América do Sul, ha mais de dez mil anos, seriam 0s
responsaveis por sua distribuicdo do México até a Argentina, incluindo o Brasil.

O pinhdo-manso tem a sua ampla distribuicdo em regifes tropicais e
subtropicais, como México, América Central, Brasil, Bolivia, Peru, Argentina e
Paraguai. Jatropha curcas (L.) é uma espécie natural introduzida no Brasil ha
séculos e esta dispersa em grande parte do territério nacional, na forma de
plantas isoladas ou reduzidos maci¢os em pequenas alamedas e cercas, quintais e
sitios, indicando forte acdo antrdpica para manutencdo e disseminacdo da
espécie.

O pinhdo-manso é um arbusto que pode atingir mais de 3 metros de
altura e segue a arquitetura cléssica das euforbiaceas, sendo a primeira
inflorescéncia apical, com a emissdo de dois novos ramos secundarios, que
passam a ser axilares até o surgimento de novas inflorescéncias que, por sua vez,
impedem novamente o crescimento apical, surgindo dois novos ramos, 0s ramos
terciarios. Planta perene, com folhas deciduas na estacdo seca, ressurgindo logo
apés as primeiras chuvas e é também uma planta xerdfita, com elevada
resisténcia a seca (Arruda et al., 2004; Saturnino et al., 2005). E uma planta de
regido quente, embora se desenvolva bem em baixas temperaturas e pode
suportar geada leve. A produtividade do pinhdo-manso é bastante variavel, em
funcdo da regido de plantio, método de cultivo e tratos culturais (Arruda et al.,
2004).

Apresenta muitos atributos, multiplos usos, podendo ser usada para
prevenir e/ou controlar erosdo, cultivada como cerca viva, Gtil na producéo de

sabdo, vela, pesticida e possui efeitos farmacoldgicos apresentados pelas folhas,



sementes e cascas utilizados na medicina caseira (Staubmann et al., 1999). Além
disso, é plantada como cultura comercial agroenergética (Openshaw, 2000; Li &
Yang, 2001; Lin et al., 2004; Mampane et al., 2006). Esta ultima utilizacdo tem
implicagfes importantes para praticas de substituicdo de combustiveis fosseis.
Estas caracteristicas, juntamente com a sua versatilidade tornam-o de
importancia vital para os paises em desenvolvimento (Kumar & Sharma, 2008).
Inicialmente na década de 1980 e, mais recentemente, a partir de 2005, a
espécie esta sendo plantada em areas comerciais e experimentais, visando seu
entendimento e aproveitamento para a producdo de dleos (Durdes & Laviola,
2009). Apesar de ser considerada uma planta ristica, adaptada a condicdes
edafoclimaticas marginais, o pinhdo-manso necessita da aplicacdo de
tecnologias de cultivo (adubacdo, controle de pragas e doencas, praticas de

manejo, etc.) para apresentar niveis econdmicos de producéo.

2.2 O pinhdo-manso como cultura agroenergética

O Brasil precisa de 6leos de qualidade e busca, nas matérias-primas
convencionais e potenciais, oportunidades para ofertar quantidades consistentes
destes produtos e atender as crescentes demandas nacionais e globais. As
espécies convencionais sdo culturas “com dominio tecnoldgico” e cadeias
produtivas consolidadas. Dentre as espécies potenciais, 0 pinhd manso
(Jatropha curcas L.) tem sido considerado como uma das alternativas de
interesse, com o objetivo de transforma-la de espécie natural em espécie
cultivada, em bases cientificas.

Durdes & Laviola (2009) destacam que o pinhdo manso se tornou uma
matéria prima atrativa para producdo de biodiesel por apresentar um elevado
potencial de rendimento de gréos e 6leo: a produtividade do pinhdo manso pode
ser de trés a quatro vezes superior a da soja, que esta em torno de 500 litros/ha.

Além disso, o pinhdo manso é uma espécie nao alimentar, ou seja, ndo concorre



diretamente com a agricultura de alimentos. A espécie possui, também,
caracteristicas compativeis com o perfil da agricultura familiar: é uma espécie
perene, ndo necessita de renovacdo anual do cultivo, dependente de méao-de-obra
e 0s espacamentos adotados permitem, nos primeiros anos de cultivo, o
consércio com outras culturas, podendo se produzir, em uma mesma area,
matéria-prima para producdo de energia e alimento. Estas caracteristicas
somadas a outras fazem com que o pinhdo-manso se torne uma oleaginosa com
potencial para atender ao Programa Nacional de Producdo de Biodiesel. Deste
modo, a sua importancia envolve, além da inclusdo social da agricultura
familiar, a possibilidade de diversificacdo na matriz agroenergética.

No entanto, existem alguns desafios técnicos e cientificos para a insercéo
do pinhdo-manso na matriz energética de biocombustiveis no Brasil que podem
ser analisados através de trés aspectos: Primeiro, tecnologia de producdo e
produtividade da cultura: necessidade de conhecimentos cientificos que
fundamentem e déem base genética aos descritores boténicos, melhoramento e
sistemas de producéo; segundo, limita¢cdes normativas para o cultivo do pinhdo-
manso: registro nacional de cultivares (RNC) e exploragdo comercial; e terceiro,
qualidade do 6leo vegetal e aproveitamento da torta: presenca de fatores
antinutricionais, alergénicos e téxicos (como a curcina e ésteres de forbol)
(Durées & Laviola, 2009).

Os desafios do cultivo do pinhdo-manso requerem a coordenacdo de
esforgos e, para fazer frente a essa demanda, € necessario articular e trabalhar
com perspectivas de alta densidade cientifica e tecnolégica, visando otimizar o
uso de recursos para definir tecnologias e estratégias que viabilizem a insercao

do pinh&o-manso na cadeia produtiva do biodiesel.



2.3 Importéncia da luz e da temperatura na germinagao

A germinagdo € o conjunto de processos fisiolégicos e uma sequéncia
ordenada de atividades metabdlicas divididas em fases, que resulta na formacéo
de uma plantula, sendo uma etapa importante para iniciacdo da cultura in vitro
de tecidos vegetais e também uma estratégia promissora na obtencdo de plantas
em grande quantidade (Kulkami et al., 2006).

Tanto as caracteristicas de natureza extrinseca (fatores do ambiente
fisico) e intrinseca, ou seja, os processos fisio-metabdlicos interferem nas
respostas de germinacdo e desenvolvimento de diferentes espécies. Entre eles, a
luz e a temperatura.

A temperatura é um fator ambiental crucial na germinacao de sementes e
embrides in vitro, pois afeta tanto a porcentagem final como também a
velocidade de germinacgdo; além disso, ainda estd relacionada com as reacdes
bioquimicas necessarias para o inicio do processo germinativo. A temperatura
afeta 0 processo germinativo de trés maneiras distintas: sobre o total de
germinacdo, sobre a velocidade de germinacdo e sobre a uniformidade de
germinacdo (Carvalho & Nakagawa, 2000).

A germinacéo sera mais rapida e o processo mais eficiente quanto maior
for a temperatura, dentro de certos limites. A temperatura 6tima, para a maioria
das espécies cultivadas, encontra-se entre 20-30°C. Abaixo da temperatura étima
h& reducdo da velocidade do processo, o0 que pode também levar a uma reducao
no total de germinacdo. Carvalho & Nakagawa (2000) relatam também que a
temperatura 6tima para a germinacdo varia de acordo com as espécies, sendo
esta definida geneticamente e, também, em funcdo das condices fisioldgicas
das sementes.

A luz é outro fator ambiental que desencadeia sinais internos de ativacdo
ou inativacdo de vias metabolicas nas sementes, nas plantas (Bhattacharya &

Khuspe, 2001; Kerbauy, 2008) e nos embrides zigoticos in vitro.



As respostas de desenvolvimento das plantas as propriedades do
ambiente de luz sdo coletivamente referidas como fotomorfogénese. Respostas
fotomorfogenéticas envolvem a acdo de varias classes distintas de
fotorreceptores, incluindo os fitocromos, que sdo sensiveis as diferentes regides
do espectro luminoso. Os fitocromos sdo cromoproteinas interconversiveis entre
a forma inativa e ativa. Quando a forma inativa absorve luz vermelha ou luz
azul, altera a conformacéo estrutural de seu croméforo e se converte em forma
ativa, e ao absorver na faixa do vermelho extremo retorna & forma inativa. A
resposta a luz dependera da fluéncia luminosa, da qualidade e da quantidade de
luz inserida no processo. Sementes e/ou embrides in vitro de diferentes espécies
emitem respostas fisioldgicas distintas conforme a qualidade e intensidade de luz
(Kulkami et al., 2006). A transicdo da condicdo heterotrofica do embrido,
dependente das reservas nutritivas, para o estadgio autotrofico da plantula é
regulado pela luz (Kerbauy, 2008).

A avaliacdo de diferentes qualidades de luz no desenvolvimento vegetal
revela variagfes nos parametros morfoldgicos e fisioldgicos e na otimizacdo da
produgdo de metabdlitos primarios e especiais (Islam et al., 1999; Victorio et al.,
2007a; Victorio et al., 2007b). Com base na sensibilidade ao estimulo luminoso,
as sementes e/ou embrifes in vitro sdo classificados em trés categorias:
fotoblasticas positivas, negativas e neutras. Fotoblasticas positivas possuem a
germinacdo promovida pela luz branca, ndo germinando no escuro. Por outro
lado, as fotoblasticas negativas apresentam germinacéo inibida pela luz branca,
enquanto as neutras sdo indiferentes a luz (Carvalho & Nakagawa, 2000).

Vérias técnicas para manipulacdo da qualidade da luz e da temperatura
tém sido utilizadas na multiplicagdo de plantas. Alguns trabalhos mostram
efeitos marcantes sobre a fotomorfogénese de plantas, seja pela iluminagéo
artificial ou coberturas coloridas que modificam a radiacéo por elas transmitida
(Menezes et al., 2004; Stefanello et al., 2008; Victorio & Lage, 2009).



2.4 Aspectos gerais da organogénese in vitro

A cultura de tecidos vegetais compreende um conjunto de técnicas, nas
quais um explante (célula, tecido ou 6rgéo) € isolado e cultivado em condigdes
assépticas sobre um meio nutritivo artificial. O fundamento basico da cultura de
tecidos é a totipotencialidade das células, segundo o qual qualquer célula no
organismo vegetal contém toda a informac&o genética necessaria a regeneracdo
de uma planta completa (Pasqual, 2000). Dessa forma, € uma importante
ferramenta, ndo sé na genética e no melhoramento de plantas, como também
pode auxiliar em inimeras areas da agricultura (Ramalho et al., 1997).

A cultura de tecidos vegetais € uma técnica vantajosa, quando aplicada a
variedades de importancia econémica que possuem pouco material e necessitam
ser propagadas em curto periodo de tempo e em grande escala, destacando-se
como alternativa importante para a multiplicacdo da espécie Jatropha curcas.

O estabelecimento in vitro do pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) é
essencial quando se deseja fazer a manutencdo da espécie, utilizando-se
procedimentos biotecnoldgicos. Para tanto, devem estar disponiveis, na
literatura, protocolos para obtencdo de plantulas, material juvenil para utilizacéo
como explante, bem como protocolos de organogénese e embriogénese somatica
de plantas a partir de hipocotilo, raiz, 4pices meristematicos, gemas e segmentos
nodais e foliares.

A organogénese in vitro pode ser definida como o processo no qual
células e tecidos vegetais sao induzidos a sofrer mudancas que levam a producéo
de uma estrutura unipolar, denominada primérdio vegetativo, cujo sistema
vascular esta frequentemente conectado com o tecido de origem. Pode ocorrer
diretamente, a partir de células do explante original, ou indiretamente, via

formacéo de calos (Grattapaglia & Machado, 1998).



Inimeros fatores podem estar, direta ou indiretamente, envolvidos com o
sucesso da morfogénese in vitro, podendo citar como exemplos: o tipo de
explante, o balanco de fitorreguladores, a disponibilidade de nutrientes, as
condicGes ambientais nas quais se da o cultivo e os fatores genéticos, entre
outros. Arruda et al. (2005), por exemplo, afirmam que a temperatura de cultivo
dos materiais fornecedores de explantes influencia na inducdo do processo
organogénico, ocasionando varia¢des na eficiéncia de regeneracéo.

Em geral, sdo reconhecidas trés fases da organogénese, com base na
natureza manipulavel da cultura de tecidos no controle da mesma. Na primeira
fase, as células dos explantes adquirem competéncia, a qual é definida como a
habilidade de responder a sinais hormonais de inducdo de érgdos. O processo de
aquisicdo da competéncia organogénica é referido como desdiferenciagdo, no
qual a competéncia das células dos explantes cultivados é canalizada e
determinada para a formacdo de um 6rgdo especifico sob a influéncia de fatores
exogenos como os fitohormdnios durante a segunda fase. Entdo, a morfogénese
ocorre independentemente dos estimulos exdgenos durante a terceira fase
(Sugiyama, 1999).

Ja existem varios estudos publicados sobre a regeneracdo in vitro de
diversas espécies de Jatropha (Prabakaran & Sujatha, 1999; Sujatha & Reddy,
2000; Sardana et al., 2000; Sujatha & Prabakaran, 2003; Sujatha et al., 2005; Jha
et al., 2007; Deore & Johnson, 2008; Li et al., 2008; He et al., 2009), mas as
informacdes ainda séo incipientes. Diversos fatores contribuem para isso € um
dos principais é a variacdo da resposta entre genétipos. As variagcGes sdo mais
evidentes quando sdo feitos experimentos com espécies pouco domesticadas,
como a J. curcas, em que a variabilidade genética é muito grande. As respostas
diferentes se acentuam por conta dos varios explantes utilizados, das diversas

condi¢es ambientais de incubacdo, como luz, temperatura e fotoperiodo,
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balanco de fitorreguladores, tipos de frascos e suas vedacdes, meios de cultura e
suas variagoes, dentre outros fatores.

A despeito da importancia dos estudos morfoldgicos para a
organogénese, pouco tem sido publicado em Jatropha curcas. Para visualizar a
via de regeneracdo in vitro, diferenciando-se gemas caulinares de estruturas
foliares isoladas, devem ser realizados estudos de diferenciacdo morfologica. A
formacéo organogénica de estruturas foliares isoladas compromete o sucesso da
cultura in vitro, pois a presenga de meristema apical caulinar é essencial para a
producdo de brotos. Depois de caracterizar a via de regeneracdo, podem-se
estabelecer melhores condicfes de cultivo, para o estabelecimento de protocolos

eficientes na inducdo e obtencdo de plantas.
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CAPITULO 2

QUALIDADE DE LUZ E TEMPERATURA NA GERMINACAO
IN VITRO DE EMBRIOES DE PINHAO-MANSO

16



1 RESUMO

O pinh&o-manso possui potencial para 0 mercado agroenergético devido
a alta produtividade de frutos e acimulo de altos niveis de 6leo. Existem muitas
informacdes sobre caracteristicas agronémicas do pinhdo-manso e poucas sobre
exigéncias de luz e temperatura no processo germinativo de suas sementes in
vitro. Objetivou-se estudar os efeitos de diferentes condicdes de luz e
temperatura na germinag&o in vitro de embrifes e descrever a anatomia foliar de
plantulas de Jatropha curcas cultivadas nessas mesmas condi¢cdes. EmbriGes
zig6ticos de pinhdo-manso foram inoculados individualmente em tubos de
ensaio contendo 15 mL do meio basico de Murashige & Skoog (MS), acrescido
de 30 g L™ de sacarose e 6 g L™ de &gar. Os tratamentos consistiram do cultivo
desses embrides em diferentes condi¢cdes, combinadas entre si: temperatura (25 e
30 °C) e qualidade de luz (branca, vermelha, vermelha extrema e auséncia de
luz). O delineamento experimental foi o inteiramente ao acaso. Avaliaram-se
caracteristicas fitotécnicas das plantulas e anatomia das folhas das plantulas
oriundas dos embrides cultivados in vitro. Para a andlise das estruturas
anatdmicas foram utilizadas técnicas de microscopia de luz e de varredura no
material botanico fixado. O IVG é maior em 30°C. Maior nimero de plantulas
normais é obtido na luz branca e plantulas mais desenvolvidas na auséncia de
luz. O desenvolvimento da espécie estudada ocorre em condicGes de auséncia e
presenca de luz, caracterizando-a como fotoblastica neutra. O pinhdo-manso
pode ser caracterizado como espécie anfihipoestomatica, com maior presenca de
estdbmatos na face abaxial, independente da condigéo de luz ou temperatura.
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2 ABSTRACT

The physic nut has potential for the agro-energy market due to its high
productivity and high levels of oil accumulation. There are a lot of information
on the agronomic characteristics of jatropha and few about the demands on light
and temperature on the germination of in vitro seeds. The objective was to study
the effects of different conditions of light and temperature on in vitro
germination of embryos and to describe the foliar anatomy of seedlings of
Jatropha curcas grown in these same conditions. Zygotic embryos were
inoculated individually in test tubes containing 15 mL of basic medium of
Murashige and Skoog (MS) added with 30 g L™ of sucrose and 6 g L™ of agar.
The treatments consisted of growing these embryos in different conditions,
combined with each other: temperature (25 and 30°C) and light quality (white,
red, far red and light absence). The experimental design was completely
randomized. It was evaluated developmental characteristics and the leaves
anatomy of seedling derived from embryos cultivated in vitro. For the analysis
of anatomical structure, it was used techniques of light and scanning electron
microscopy on the fixed botanic material. The IVVG is greater in 30°C. Increased
number of normal seedlings is obtained in white light and more developed
seedling in the absence of light. The development of the studied specie occurs in
conditions of absence and presence of light, characterizing it as neutral
photoblastic. Physic nut can be characterized as hypoamphistomatic specie, with
greater presence of stomata on the abaxial surface, independent of lighting or
temperature conditions.
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3 INTRODUCAO

O sistema de produgdo de biocombustivel pode cooperar com o
desenvolvimento econdmico de diversas regides do Brasil, uma vez que €
possivel explorar, de acordo com as condicdes edafoclimaticas, a melhor
alternativa de matéria-prima, no caso fontes de dleos vegetais tais como 6leo de
pinhdo-manso (Jatropha curcas L.), mamona (Ricinus communis L.) e girassol
(Helianthus annuus). O pinhdo-manso, destaque como planta oleaginosa
promissora, € uma espécie arbustiva ou arbdrea de médio porte, pertencente a
familia Euphorbiaceae, de ocorréncia espontanea desde o Maranhdo até o
Parana. A planta é resistente a seca e apresenta crescimento mais rapido em
regides de clima quente (Arruda et al., 2004).

O pinhdo-manso ndo apresenta entraves na germinacgdo in situ, mas a
desuniformidade das plantulas, a indisponibilidade de genes de interesse ao
melhoramento como os de resisténcia a pragas e doencas ou 0S genes
relacionados ao metabolismo dos acidos graxos, ndo estdo disponiveis, devido as
barreiras interespecificas. Barreiras deste tipo e a desuniformidade podem ser
rompidas com o auxilio de técnicas como a cultura de embrides. A propagacao
in vitro, pela cultura de embrides, torna-se uma ferramenta bastante valiosa, uma
vez que permite, dentre outras aplicacdes, o conhecimento da fisiologia da
germinacdo, o fornecimento de explantes juvenis para propagagdo clonal e a
aceleracdo dos programas de melhoramento.

Estudos promissores sobre o comportamento germinativo de espécies de
Jatropha tém sido realizados com a técnica da cultura de embribes zigoticos,
sendo que os principais resultados estdo relacionados ao aumento das taxas de
germinacdo, uniformidade das plantas e conversdo de plantulas viaveis para
espécies como Jatropha podagrica (Jesus et al., 2003) e Jatropha curcas (Nunes
et al., 2008).
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O ambiente exerce papel fundamental na fisiologia da germinacédo. Para
muitas espécies, o fornecimento de condicdes ideais de luz e temperatura
determinara tanto a quantidade de material germinativo como a velocidade de
germinacdo (Menezes et al., 2004), permitindo uma compreensdo mais precisa
dos mecanismos que regulam a longevidade do material vegetal em condicdes in
vitro ou no solo e o posterior estabelecimento das plantas em condi¢des naturais.

Existe grande variabilidade de respostas germinativas em funcéo da luz.
A germinacdo das sementes ou de embrides zigoticos de espécies fotossensiveis
pode ser estimulada ou inibida, dependendo da qualidade espectral da luz. Para
essas respostas existe um pigmento receptor, o fitocromo, responsavel pela
captacdo de sinais luminosos, que podem ou ndo desencadear a germinacéo.
Esse pigmento se encontra em todas as plantas superiores e ao absorver luz num
determinado comprimento de onda, muda sua estrutura bioquimica e permite, ou
ndo, a resposta fotomorfogenética (Borges & Reno, 1993). Aparentemente, 0
fitocromo est4 sempre associado ao funcionamento das membranas bioldgicas,
regulando, provavelmente, sua permeabilidade e controlando dessa maneira, o
fluxo de inimeras substancias dentro das células e entre elas (Taiz & Zeiger,
2004).

A temperatura age sobre a velocidade de absor¢do de agua e também
sobre as reagdes bioquimicas que determinam todo o processo e, em
consequéncia, afeta tanto a velocidade e uniformidade de germinacdo, como a
germinacdo total. A germinagdo sO ocorre dentro de determinados limites de
temperatura, nos quais existe uma temperatura 6tima, ou faixa de temperaturas,
na qual o processo ocorre com a maxima eficiéncia, obtendo-se 0 maximo de
germinagao no menor periodo possivel (Carvalho & Nakagawa, 2000).

A influéncia da luz e da temperatura na germinagéo ex vitro ou in vitro
das espécies tem sido estudada como uma forma de avaliar quais as condigdes

ambientais mais favoraveis ao processo germinativo em ambientes naturais.
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Os atributos luz e temperatura no ambiente de cultivo influenciam
aspectos anatdbmicos e fisioldgicos, interferindo na qualidade das plantas. A
estrutura da folha pode ser grandemente influenciada pelo nivel de luz e
temperatura durante o crescimento in vitro. O aumento nos niveis de luz e
temperatura pode proporcionar aumentos nas espessuras dos tecidos que
compBem o limbo foliar (Dickison, 2000).

A anatomia foliar em Jatropha ainda é pouco estudada e os trabalhos
descritivos ndo apresentam abordagem especifica para o género curcas (Dehgan,
1980; Olowokudejo, 1993).

Os reduzidos estudos existentes, enfocando a germinacgdo in vitro de
embrides zigdticos em espécies oleaginosas perenes e sua caracterizacdo
anatdmica, motivaram este trabalho com o objetivo de estudar os efeitos de
diferentes condicdes de luz e temperatura na germinacao in vitro de embrides e

descrever a anatomia foliar de plantulas de Jatropha curcas.

4 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais,
do Departamento de Agricultura, na Universidade Federal de Lavras,
Lavras/MG, no ano de 2008.

Utilizou-se como material vegetal, sementes colhidas na safra de 2008,
provenientes da matriz Oracilia, acesso selecionado do banco de germoplasma
do municipio de Janaiba (MG), cedidas pela empresa NNE Minas Agroflorestal.
As sementes para manutencdo de sua qualidade foram armazenadas por seis
meses sob condic¢Oes de cdmara fria (temperatura de 10°C e umidade relativa de
60%), no Setor de Sementes do Departamento de Agricultura da Universidade
Federal de Lavras — UFLA. As sementes tiveram o involucro exterior
(tegumento) removido e foram submetidas a assepsia pela imersdo em agua

destilada, com duas gotas de detergente comercial por 1 min, em alcool 70% v/v
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por 1 min e em hipoclorito de sédio 1% v/v por 20 min, sob agitacdo constante.
Os agentes desinfestantes foram removidos com triplice lavagem em agua
destilada estéril, permanecendo por trinta minutos na quarta agua, para posterior
utilizacéo.

Em camara de fluxo laminar, os tegumentos das sementes foram
separados longitudinalmente pela regido oposta a micrépila, sendo os embrides
excisados e a seguir colocados, individualmente, em tubos de ensaio de 25x150
mm, com 15 mL do meio de cultivo MS (Murashige & Skoog, 1962)
distribuidos em grades.

Para avaliar o desenvolvimento dos embribes, cAmaras de germinadores
tipo BOD, com fotoperiodo de 16h/8h, foram utilizadas e aplicaram-se como
tratamentos as combinagfes dos seguintes fatores: temperaturas (25°C e 30 °C) e
condices de luz (branca, vermelha, vermelha extrema e auséncia de luz).

Para se obter a luz branca, as grades foram revestidas com duas camadas
de papel celofane transparente e expostas a luz produzida por quatro lampadas
fluorescentes (20W), fixadas internamente na porta do germinador. A luz
vermelha foi obtida a partir da luz branca que ultrapassou duas folhas de papel
celofane vermelho envolvendo cada grade e a luz vermelha extrema com a
cobertura das grades com duas folhas de papel celofane azul e duas folhas de
papel celofane vermelho, conforme indicacbes de Menezes et al. (2004). A
auséncia de luz foi obtida pelo uso de papel laminado e tecido TNT preto
envolvendo as grades.

As observag0es fitotécnicas foram feitas diariamente, durante 10 dias. O
monitoramento das avaliagcdes foi realizado sob luz verde fraca de seguranca e
analisados os seguintes parametros: indice de velocidade de germinacéo (IVG),
conforme Maguire (1962): IVG = G1/N1 + G2/N2 + ... + Gn/Nn onde: G1, G2,
Gn = nimero de plantulas germinadas na primeira, segunda, até a Ultima

contagem e N1, N2, Nn = nimero de dias desde o primeiro, segundo, até a

22



ltima contagem, porcentagem de germinacao, plantulas normais e anormais e
comprimento de plantulas aos 10 dias ap6s a inoculacéo.

Os embrides foram considerados germinados apds crescimento do eixo
embrionario e expansdo dos cotilédones.

O critério adotado para descricdo de plantulas normais, além do
desenvolvimento da pliumula e da raiz priméaria na mesma estrutura, foi a
expansdo cotiledonar e, esporadicamente, 0 desenvolvimento de raizes
secundarias. Plantulas com aspecto hiperidrico e cujo crescimento da plimula e
da raiz primaria mostrou-se atrofiado, e auséncia de expansdo cotiledonar, foram
consideradas anormais.

As avaliacdes anatdmicas foram realizadas ao término do experimento e
as plantulas selecionadas foram fixadas em alcool etilico 70% até a realizacédo
das anélises.

Para caracterizacdo da anatomia foliar foram mensurados espessura das
epidermes abaxial e adaxial, parénquimas palicadico e esponjoso (caracteristicas
de limbo foliar) em microscopia de luz, segundo protocolo de Kraus & Arduin
(1997). As fotomicrografias foram realizadas no Laboratério de Anatomia
Vegetal do Departamento de Biologia da UFLA, utilizando-se méaquina
fotografica acoplada a um microscdpio Olympus modelo BX 60 em objetiva de
10x.

Para melhor definicdo da epiderme e estdmatos, porcGes da regido
mediana da folha foram desidratadas em série etanélica crescente, utilizando-se
ponto critico, em seguida as amostras foram metalizadas e observadas ao
Microscépio Eletronico de Varredura (MEV), modelo Zeiss DSM 940,
realizadas no Laboratério de Microscopia do Departamento de Fitopatologia,
segundo protocolo de Alves (2004).

O delineamento estatistico foi inteiramente casualizado, em esquema

fatorial 2 x 4 (duas temperaturas e quatro condi¢des de luz) com 6 repeticdes de

23



12 embribes cada uma. Os dados obtidos foram analisados pelo programa Sisvar
(Ferreira, 2000) e as médias comparadas pelo Teste de Scott & Knott a 5% de

probabilidade.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O indice de velocidade de germinacdo de embrifes zig6ticos de pinhdo-
manso sofreu influéncia da temperatura (Figura 1A), e ndo respondeu as
diferentes condigdes de luz (Tabela 1). Os embribes responderam bem quando
incubados em temperatura de 30°C, condicdo esta que permitiu aos embrides
germinarem do segundo ao sétimo dia, demonstrando assim alta sincronizacédo
em relacdo a varidvel analisada.

Sementes e embrides tém a capacidade de germinar dentro de uma
determinada faixa de temperatura, peculiar a cada espécie, mas o0 tempo
necessario para se obter a porcentagem maxima de germinacéo é dependente da
temperatura (Malavasi, 1998). Percebe-se que a germinacdo foi mais rapida e o
processo mais eficiente, quando a temperatura passou de 25°C para 30°C (Figura
1A), correspondendo de forma satisfatoria a um IVG de 5,63, superior ao
resultado de 4,60 obtido na condicdo de temperatura de 25°C, caracterizando
menor velocidade do processo. De acordo com os resultados obtidos, o indice de
velocidade de germinacdo foi mais expressivo quando estes embribes foram
expostos a condigdes elevadas de temperatura.

Embora tenha ocorrido diferenga significativa no indice de velocidade de
germinacdo em relacdo a temperatura, os resultados ndo mostraram tendéncia
significativa para porcentagem de germinagdo dos embribes zig6ticos de pinh&o-
manso em relacdo aos fatores analisados. A germinabilidade foi elevada em
todas as condicbes de luz avaliadas (acima de 90%), independentemente da

temperatura (Tabela 1).
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Existe ampla variacdo nas respostas germinativas em funcdo da
sensibilidade a luz para as diferentes espécies, porém, embriGes de pinhao-
manso comportaram-se como indiferentes a luz, pois foram capazes de germinar
sob todos os estimulos luminosos avaliados. Possivelmente, embrides de pinhao-
manso ndo exibem fotossensibilidade pois desencadeiam a germinagdo, em
condicdo de pouca ou na auséncia de luz. Para Takaki (2001), que recomenda a
forma do fitocromo para classificar a reacdo das sementes frente a luz, pode-se
dizer que o pinhdo-manso possui fitocromo na forma ativa suficiente para
induzir a germinacao de embrides zigoticos na auséncia da luz.

De acordo com os resultados, ainda que ndo haja diferenca significativa,
a espécie J.curcas requer faixas elevadas de temperatura para que ocorra a
germinacdo, independente da condicdo de luz. Isto corrobora a hipotese de que a
temperatura pode regular a germinacéo de maneira a determinar sua capacidade
e taxa de germinacao.

O processo germinativo da espécie J. curcas € eficiente tanto a
temperaturas constantes de 25°C quanto de 30°C em condigdes in vitro, como
evidencia o trabalho. Resultados semelhantes foram observados por Martins et
al. (2008) que estudaram temperaturas alternadas de 20-30°C, em sementes de
pinhdo-manso, quando cultivadas em substrato areia ou papel.

A espécie em estudo, quando cultivada in vitro, requer pouco mais de 5
dias de incubacdo para completar seu processo de desenvolvimento, alcancando
a fase de plantula e exibindo radicelas, hipocotilo e folhas cotiledonares, dando
origem a plantulas completas. Estas foram influenciadas positivamente pelas
condicOes de luz e o efeito produzido por esse fator revelou maior formacao de
plantulas normais na luz branca e na auséncia de luz, respectivamente. Menor
predominancia desta variavel foi verificada na condicdo de luz vermelha. Efeito
contrario foi observado para plantulas anormais mantidas na luz vermelha e

vermelha extrema, nas quais apresentaram os melhores resultados, diferindo dos
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demais estimulos luminosos com respostas inferiores (Tabela 1). Este
comportamento é apenas quantitativo porque a formacdo de plantulas normais
e/ou anormais ocorreu tanto na presenca como na auséncia de luz. O
desenvolvimento de plantulas, como eventos fotomorfogénicos, esta
condicionado a disponibilidade de luz e respondem tanto a presenca como a
auséncia.

A temperatura de 30°C correspondeu a uma maior incidéncia de plantula
normal (Figura 1B), independente das condigbes de luz. A condicdo mais
adequada para germinacdo de sementes e/ou embrifes zig6ticos de uma
determinada espécie é aquela que permite alcangar o maior ndmero de plantulas
normais, associado a um menor nimero de plantulas anormais, no menor tempo,
e o tratamento que apresentou tal condicdo foi luz branca na temperatura de
30°C.

Para comprimento de plantulas normais, a associacdo dos fatores
condicOes de luz e temperatura apresentaram resposta significativa (Figura 2).
Maior comprimento (11,88 cm) foi obtido quando as plantulas foram cultivadas
no escuro em temperatura de 30°C, assim como menor comprimento (4,68 cm)
foi visualmente observado no tratamento de luz vermelha extrema com
temperatura de 25°C.

Quando uma planta é exposta a luz assim que emerge do solo ou em
condicbes controladas de cultivo, como por exemplo, cultivo in vitro, ela sofre
influéncia das condicBes que lhe sdo impostas, como algumas mudancgas. Uma
das alteracfes mais sérias é o decréscimo na taxa do alongamento do caule, de
modo que um caule na luz é mais curto do que um no escuro. Quando uma
planta cresce na luz, a taxa de extensdo diminui devido a regulagdo por
modificagBes nos niveis hormonais ou na sensibilidade aos componentes
existentes no meio de cultivo (Taiz & Zeiger, 2004), explicando bem o resultado
obtido no presente trabalho.
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Ha uma forte influéncia da temperatura e da condicéo de luz, no cultivo
in vitro de pinhdo-manso; quanto mais elevada a temperatura, maiores
comprimentos sdo exibidos pelas plantulas, em todas as condi¢bGes de luz
(auséncia, vermelha extrema, vermelha e branca).

Com base no estimulo luminoso, diversos autores tém utilizado o termo
fotoblastismo para agrupar as sementes em diferentes categorias. Desta forma,
sementes fotoblasticas positivas sdo aquelas cuja germinacdo é promovida pela
luz branca, ndo germinam no escuro, o contrario das fotoblasticas negativas que
germinam no escuro. Desta forma, a espécie pinhdo-manso (Jatropha curcas L.)
pode ser considerada como fotoblastica neutra, pois desencadeia a germinagédo
dos embrides zig6ticos independente da presenca ou auséncia de estimulo
luminoso.

Quanto as espessuras dos tecidos que compdem o limbo foliar, foram
observadas interacfes significativas para as varidveis analisadas (Tabela 2).
Plantulas cultivadas em condic¢des de 25°C exibiram as maiores espessuras para
todos os tecidos do limbo foliar, em todos os regimes luminosos, sendo as
menores espessuras verificadas na condi¢do de 30°C.

Em seccéo transversal, a epiderme é unisseriada, com células menores e
de tamanhos irregulares (Figura 3B). A epiderme da face adaxial apresentou-se
mais espessa que a da face abaxial, sendo a melhor resposta observada na luz
vermelha a 25°C e resultado inferior na auséncia de luz a 30°C (Tabela 2). O
parénquima palicadico € uniestratificado (Figura 3B) e apresenta uma camada de
células com espessura superior para tecido foliar cultivado sob luz vermelha a
25°C e espessura inferior para a auséncia de luz a 30°C (Tabela 2). O
parénquima esponjoso é constituido por cerca de sete camadas de células
irregulares, resultando em espagos com varias dimensdes (Figuras 3B e 3C),
exibindo maior espessura quando seu tecido é exposto sob luz branca a 25°C
(Tabela 2).
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Ao se observarem as seccOes anatdbmicas das folhas de pinhdo-manso,
obtidas por meio de microscopia eletrénica de varredura (MEV), foi verificado
que, nas folhas de plantulas de pinhdo-manso cultivadas sob diferentes
temperaturas e condicGes de luz, os estdmatos sdo arranjados de forma aleatoria,
superficiais e/ou proeminentes e assumem forma reniforme estreita ou larga.
Exibem pouca presenca de cera em forma de flocos ou particulas, com epiderme
ligeiramente ondulada. As células da face adaxial e abaxial apresentam formato
poligonal, variando em tamanho.

Diferencas quanto ao posicionamento dos estbmatos foram observadas.
Os estdmatos das folhas de pinh@o-manso cultivadas a 25°C (Figura 4A-M)
apresentaram-se aparentemente bem superficiais, independente da condicdo de
luz, em relacdo aos estdmatos mais proeminentes encontrados na condi¢éo de
30°C (Figura 5A-M). Destacando a luz branca (Figura 5E-F) e excetuando-se a
luz vermelha extrema, onde néo foi possivel uma boa visualizacdo dos estbmatos
(Figura 5L-M), podemos destacar que, provavelmente, estes se encontram mais
aprofundados ao longo da epiderme foliar.

Em geral, observou-se a presenca de estdmatos em ambas as faces, com
maior intensidade na superficie da epiderme da face abaxial, caracterizando a
espécie como anfihipoestomatica. A Jatropha gossypifolia (Olowokudejo, 1993)
e a Euphorbia heterophylla (Ferreira et al., 2003) s&o consideradas
anfiestomaticas. Varias interpretacdes tém sido dadas para explicar a presenca
de estbmatos em ambas as superficies foliares. Para Leite & Scatena (2001),
folhas anfiestomaticas e hipoestomaticas sdo caracteristicas encontradas em
plantas que crescem em ambientes mesofiticos, ou seja, ambiente com relativa
disponibilidade de &gua, no solo e na atmosfera.

A espécie J.curcas apresenta estdmatos paraciticos, assim como a
Jatropha gossypifolia registrada por Karatela & Gill (1984). Estudos anteriores
de Raju & Rao (1977) indicaram a presenca de outros tipos de estdmatos, como
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0 braquiparacitico em J.curcas e J.gossypifolia, porém, em uma freqliéncia
muito baixa. Entretanto, segundo Raju & Rao (1977), o tipo mais predominante
de estdbmatos no género Jatropha é, sem davida, o paracitico, sendo considerado
como mais comum para a familia Euphorbiaceae.

A espécie em estudo cresce naturalmente e com grande frequéncia, a
pleno sol, constituindo-se numa espécie tipica de regides tropicais e subtropicais,
0 que poderia explicar o0 seu comportamento em condicGes in vitro ao apresentar
tendéncia de germinar melhor e de acelerar a germinagdo em temperaturas mais
altas que a temperatura ambiente. Também, apresenta ampla adaptabilidade a
diferentes condicOes de luz, seja & sombra, sinbnima a auséncia de luz ou a
outros estimulos luminosos. Como complemento aos estudos de adaptabilidade,
a anatomia foliar tem sido uma boa ferramenta para avaliar quais as condicdes
ecolégicas mais favoraveis para o desenvolvimento da planta em seu ambiente

natural.

6 CONCLUSOES

O IVG é maior em 30°C. Maior nimero de plantulas normais séo obtidas
na luz branca e plantulas mais desenvolvidas na auséncia de luz.
O desenvolvimento da espécie estudada ocorre em condicfes de auséncia
e presenga de luz, caracterizando-a como fotoblastica neutra.
O pinhdo-manso pode ser caracterizado como espécie anfihipoestomatica,
com maior presenca de estdbmatos na face abaxial, independente da condicéo de

luz ou temperatura.
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ANEXOS

TABELA 1 indice de velocidade de germinacdo (IVG) e porcentagem de
germinacdo (%G); plantula normal (%PNO) e anormal (%PNA) de
pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) cultivadas in vitro sob diferentes

condicOes de luz*.

Condicao de luz IVG %G %PNO %PNA
Auséncia 5,09 a 98,61 a 7453 a 498D
Branca 5,08 a 9791 a 78,10 a 467b
Vermelha 5,08 a 96,52 a 62,81 b 5,98 a
Vermelha extrema 519a 96,52 a 64,65b 5,82a
CV (%) 5,86 4,52 16,68 19,52

* Médias seguidas de letras iguais, na vertical, ndo diferem entre si pelo teste de
Scott-Knott, a 5% de probabilidade.
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FIGURA 1 indice de velocidade de germinacdo (IVG) (A), plantula normal
(PNO) (B) de pinh&o-manso (Jatropha curcas L.) cultivada in vitro
sob diferentes condi¢Bes de luz e temperatura. * Médias seguidas de
letras diferentes diferem entre si.
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FIGURA 2 Comprimento de plantula normal (CPNO) de pinh&o-manso
(Jatropha curcas L.) cultivada in vitro sob diferentes condicGes de
luz e temperatura. * Médias seguidas de letras iguais, mindsculas na
linha e mailsculas na coluna, ndo diferem entre si.
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TABELA 2 Epiderme adaxial (EpADA), epiderme abaxial (EpABA),
parénquima palicadico (PP), parénquima esponjoso (PE) de tecido
foliar de pinh&o-manso (Jatropha curcas L.) sob diferentes condi¢es
de luz e temperatura*.

Condicéo de luz Temperatura (°C)
25 30
EpADA (um)
Auséncia 17,30 bA 9,91 cB
Branca 17,20 bA 13,51 bB
Vermelha 20,59 aA 16,89 aB
Vermelha extrema 14,64 cA 15,32 aA
EpABA (um)
Auséncia 16,74 bA 10,09 bB
Branca 18,90 aA 12,54 aB
Vermelha 19,60 aA 12,30 aB
Vermelha extrema 15,19 bA 12,62 aB
PP (um)
Auséncia 34,31 cA 26,09 bB
Branca 52,03 aA 28,42 bB
Vermelha 53,71 aA 36,05 aB
Vermelha extrema 47,12 bA 28,49 bB
PE (um)

Auséncia 147,60 aA 92,65 aB
Branca 167,05 aA 111,78 aB
Vermelha 159,30 aA 113,54 aB
Vermelha extrema 159,62 aA 103,42 aB

* Meédias seguidas por letras distintas, mindscula na vertical e maidscula na
horizontal, dentro de cada varidvel avaliada, diferem entre si, a 5 % de
probabilidade, pelo teste Scott Knott.
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FIGURA 3 Fotomicrografias de secgdes transversais de folhas de
pinhdo-manso desenvolvidas in vitro incubadas em camara de
germinacdo (B.0.D.) em temperatura constante de 30° C/ 16
horas de fotoperiodo, sob quatro condicfes de luz. Branca
(A), Vermelha extrema (B), Auséncia de luz (C), Vermelha
(D). Barra = 20,0um.
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FIGURA 4 Eletromicrografias de folhas de pinhdo-manso desenvolvidas in vitro incubadas em
camara de germinacgdo (B.O.D.) em temperatura constante de 25° C/ 16 horas de
fotoperiodo, sob quatro condi¢Bes de luz. Auséncia de luz: face adaxial (A) face
abaxial (B) e estdbmato (C); Luz branca: face adaxial (D) face abaxial (E) e
estdmato (F); Luz vermelha: face adaxial (G) face abaxial (H) e estémato (1); Luz
vermelha extrema: face adaxial (J) face abaxial (L) e estdmato (M).
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FIGURA 5 Eletromicrografias de folhas de pinhdo-manso desenvolvidas in vitro incubadas em
camara de germinacdo (B.O.D.) em temperatura constante de 30° C/ 16 horas de
fotoperiodo, sob quatro condicfes de luz. Auséncia de luz: face adaxial (A) face
abaxial (B) e estdmato (C); Luz branca: face adaxial (D) face abaxial (E) e
estdmato (F); Luz vermelha: face adaxial (G) face abaxial (H) e estdmato (I); Luz
vermelha extrema: face adaxial (J) face abaxial (L) e estdbmato (M).
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CAPITULO 3

ORGANOGENESE IN VITRO A PARTIR DE EXPLANTES FOLIARES
DE PINHAO-MANSO (Jatropha curcas L.)
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1 RESUMO

O sucesso de técnicas biotecnoldgicas para o cultivo in vitro de Jatropha
curcas depende diretamente do desenvolvimento de protocolos eficientes para
regeneracdo de plantas. Objetivou-se avaliar a indugdo e a formacdo de gemas
adventicias em pinhdo-manso, por meio do uso de diferentes meios de cultura,
fonte de explantes e fitorreguladores. Foram instalados dois experimentos: 1)
folhas cotiledonares oriundas de plantulas in vitro inoculadas em diferentes
meios (MS, WPM, BDS, JADS, OM e MSM), combinados com porcentagens de
sais (50 e 100%) e 2) folhas cotiledonares provenientes de plantulas in vitro e
folhas cotiledonares e folhas maduras de plantas provenientes de casa de
vegetacdo inoculadas em meio MS com 50% de sais, suplementado com
diferentes combinacgdes de fitorreguladores. O material foi mantido no escuro
por nove semanas. O meio MS com metade da concentragdo dos sais favorece a
formacéo de calos. A intensidade da coloracdo do calo e a fonte de explante sdo
parametros que devem ser usados na avaliacdo e na escolha de um tratamento
objetivando a organogénese. O fitorregulador BAP proporciona maiores indices
de formacdo de gemas e brotacOes e a regeneracdo de gemas utilizando como
fonte de explantes folhas cotiledonares de plantulas in vitro é desejavel para a
resposta morfogenética em pinhao-manso.
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2 ABSTRACT

The success of biotechnologies technical for the in vitro cultivation of
Jatropha curcas is directly dependent on the development of efficient protocols
for plant regeneration. The present work aimed to evaluate the induction and
formation of adventitious buds in physic nut, through the use of different culture
medium, explant source and phytoregulators. Two experiments were established:
1) cotyledonary leaves originated from in vitro seedlings inoculated in different
medium (MS, WPM, BDS, JADS, OM and MSM), combined with percentages
of salts (50 and 100%) and 2) cotyledonary leaves from seedlings in vitro and
cotyledonary leaves and mature leaves of plants deriving from greenhouse
inoculated on MS medium with 50% of salts, supplemented with different
combinations of phytoregulators. The material was kept in the dark for nine
weeks. The MS medium with half concentration of salt favors the formation of
callus. The intensity of callus staining and the explant source are parameters to
be used in evaluating and choosing a treatment aiming organogenesis. The BAP
phytoregulator induces higher levels of buds and shoots formation and, the bud
regeneration using as source of explant cotyledonary leaves of seedlings in vitro,
is desirable for the morphogenetic response in physic nut.
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3 INTRODUCAO

A organogénese como técnica biotecnoldgica parece ser uma alternativa
eficaz para a rapida propagacdo de gendtipos selecionados de pinhdo-manso
(Jatropha curcas L.). Os eventos organogénicos acontecem mediante a
desdiferenciacdo efou rediferenciacdo celular, dependendo da retomada da
atividade meristematica em células maduras diferenciadas ou em tecido
calogénico desorganizado. O processo de organogénese in vitro é complexo,
com atuacdo de multiplos fatores externos e internos envolvendo interacdo entre
meio de cultura, fonte de explantes e fatores do ambiente (George, 2008; Pierik,
1997; Joy & Thorpe, 1999). O processo de organogénese depende, também, da
acdo de fitorreguladores, em particular auxinas e citocininas, e da competéncia
do tecido em responder a essas mudancas hormonais durante o periodo de
cultivo (Sugiyama, 1999). No entanto, 0 uso desta técnica exige um eficiente
protocolo de regeneracao in vitro.

Alguns autores como Sujatha & Dhingra (1993), Sujatha & Reddy
(2000), Sujatha et al. (2005), Jha et al. (2007), Deore & Johnson (2008) e
Marques & Ferrari (2008) tém desenvolvido trabalhos com J. curcas e outras
espécies do género visando tal objetivo. Na realizacdo de estudos focando a
regeneracdo in vitro de J.curcas foram utilizados materiais juvenis como fonte
de explantes, tais como cotilédones, peciolos, hipocotilo, epicétilo e tecido foliar
(Sujatha & Mukta, 1996; Lin et al., 2002; Lu et al., 2003; Wei et al., 2004; Datta
et al., 2007).

Entre os fatores que afetam o cultivo in vitro e a regeneracdo de plantas
em condi¢des controladas, merecem destaque meios de cultura e
fitorreguladores. No decorrer do cultivo in vitro, as formulagdes de sais que
compdem os meios de cultura ndo exercem efeito puramente nutritivo, mas
também influenciam o crescimento celular e a morfogénese por meio de

propriedades osmaticas (George, 2008). Desta forma, diversas formulacfes de
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meios bésicos tém sido utilizadas no cultivo in vitro. Ndo h&d um meio ou
formulacdo padrdo, mas o meio MS (Murashige & Skoog, 1962), com suas
modifica¢bes, tem sido utilizado com sucesso na regeneracdo de plantas da
espécie Jatropha curcas, mediante técnicas de organogénese e embriogénese
somatica (Jha et al., 2007; Deore & Johnson, 2008; Yang et al., 2009).

Reguladores de crescimento se constituem em um importante fator a ser
abordado, ja que a interacdo entre auxinas e citocininas é freqlientemente
dependente da espécie e do tipo de tecido utilizado no cultivo (Coenen &
Lomax, 1997; Pierik, 1997). A maneira complexa com que os reguladores de
crescimento e as células interagem indica que, se o tecido ndo esta em estadio
responsivo, este ndo ira responder adequadamente aos reguladores de
crescimento exdgenos, ndo importando em quais concentracdes e combinacdes
esses reguladores sdo utilizados. Entre os trabalhos realizados com pinhéo-
manso, nos quais foram utilizadas fontes exdgenas de reguladores de
crescimento nos eventos organogénicos, o de Deore & Johnson (2008) constou
de estudos de regeneragdo in vitro a partir de explantes foliares de pinhéo-
manso. Estes autores constataram a existéncia de diferencas no requerimento
com relacdo aos reguladores de crescimento; sua presenga ou auséncia regulou
eventos como a formacéo de calos e de gemas adventicias.

Na micropropagacdo de pinhdo-manso, assim como para diversas
espécies, quando se compara diferentes fontes de explantes, obtém-se grande
variacdo de respostas em relacdo a competéncia de regeneracdo. Assim, faz-se
necessaria a adequacdo de protocolos de regeneracdo utilizando explantes
coletados de materiais juvenis visando otimizar a capacidade organogénica. A
possibilidade e otimizag@o de protocolos eficientes de micropropagagdo podera
constituir-se em alternativa para garantir o fornecimento continuo de material

para atender aos programas de melhoramento genético.
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Diante do exposto, este trabalho teve por objetivo avaliar a inducéo e a
formacédo de gemas adventicias em pinhdo-manso, por meio do uso de diferentes

meios de cultura, fonte de explantes e fitorreguladores.

4 MATERIAIS E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais,
do Departamento de Agricultura, na Universidade Federal de Lavras,
Lavras/MG.

Utilizou-se como material vegetal, sementes colhidas na safra de 2008,
provenientes da matriz Oracilia, acesso selecionado do banco de germoplasma
do municipio de Janatba (MG), cedidas pela empresa NNE Minas Agroflorestal.
As sementes para manutencdo de sua qualidade foram armazenadas por seis
meses sob condic¢Bes de cdmara fria (temperatura de 10°C e umidade relativa de
60%), no Setor de Sementes do Departamento de Agricultura da Universidade
Federal de Lavras - UFLA. Apds o processo de assepsia com alcool 70% vlv,
hipoclorito de s6dio 1% v/v e triplice lavagem das sementes em agua destilada,
os embrides zigdticos foram retirados e inoculados em meio MS para posterior
utilizacdo das plantulas nos experimentos.

Como fontes de explantes foram utilizadas folhas cotiledonares obtidas
de pléntulas oriundas de germinacdo in vitro e dez dias de cultivo, folhas
cotiledonares e folhas maduras (32 folha, a partir do &pice), de plantas com trinta
dias de cultivo em casa de vegetacdo. Os explantes foram submetidos a dois
experimentos. No experimento 1, segmentos foliares de aproximadamente 1cm2
foram retirados da regido central das folhas cotiledonares oriundas de plantulas
in vitro e inoculados individualmente em tubo de ensaio contendo o0s
tratamentos, que consistiram de diferentes meios de cultura: MS (Murashige &
Skoog, 1962), WPM (Lloyd & McCown, 1980), BDS (Dunstan & Short, 1977),
JADS (Correia et al., 1995), OM (Ruggini, 1984) e MSM (Monteiro et al., 1999)
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combinados com porcentagens de sais (50 e 100%), em todas as combinacdes
possiveis. Todos os tratamentos foram suplementados com 3mg.L™ de BAP (6-
Benzilaminopurina) 3mg.L™ AIA (Acido 3-indolacético) e 30 g L™ de sacarose.
Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 6x2,
com quatro repeticdes de quatro tubos cada uma.

As folhas oriundas de plantas em casa de vegetacdo com trinta dias de
cultivo foram submetidas & assepsia pela imersdo em &gua destilada, com duas
gotas de detergente comercial por 1 min, em alcool 70% v/v por 1 min e em
hipoclorito de sodio 1% v/v por 20 min, sob agitagdo constante. Os agentes
desinfestantes foram removidos com triplice lavagem em &gua destilada estéril,
para posterior utilizagdo no experimento.

No experimento 2, segmentos foliares foram retirados da regido central
das folhas cotiledonares provenientes de plantulas in vitro e folhas cotiledonares
e folhas maduras (3% folha, a partir do &pice) de plantas oriundas de casa de
vegetacdo e inoculados com a face abaxial voltada para o meio de cultivo MS
com 50% da porcentagem dos sais, suplementado com diferentes combinagdes
dos fitorreguladores Tidiazuron — TDZ, 6-Benzilaminopurina — BAP, Acido
indolbutirico — AIB e Acido 3-indolacético - AIA, em mg L-1: (1) 0,5 TDZ +
0,5 BAP + 0,1 AIB (Deore & Johnson, 2008); (2) 1,0 TDZ; (3) 1,0 BAP; (4) 1,0
TDZ + 0,5 AIB; (5) 2,0 TDZ + 1,0 AIB; (6) 1,0 BAP + 0,5 AIB; (7) 2,0 BAP +
1,0 AIB; (8) 1,0 TDZ + 0,5 IAA; (9) 2,0 TDZ + 1,0 IAA; (10) 1,0 BAP + 0,5
IAA e (11) 2,0 BAP + 1,0 IAA, acrescido de 30 g. L-' de sacarose e vitaminas
do meio Bs (Gamborg et al., 1968). O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, em ensaio fatorial 11x3, constituido de cinco
repeticdes com cinco tubos cada uma.

Nos dois experimentos, os meios de cultivo foram solidificados com 6
g.L™ de 4gar, com pH ajustado para 5,8, antes da autoclavagem a 121°C por 20

min. As culturas foram mantidas por nove semanas, no escuro, dentro de um
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compartimento de metal (armario) instalado em sala de crescimento a 25+2°C. O
material foi observado durante todo o periodo de cultivo para melhor
acompanhamento do desenvolvimento de calos e, no final do experimento,
foram realizadas as avaliagdes: porcentagem de calejamento e gemas
adventicias, aspecto dos calos (coloracdo), presenca de calos regenerados e
numero de brotacfes. Foram aplicadas notas de 0 a 2 como critério na avaliacao
da porcentagem das variaveis, sendo: (0) auséncia, (1) médio, correspondente a
50% e (2) intenso, correspondente a 100%. Do mesmo modo, foram dadas notas
referentes a coloracdo dos calos em relacdo ao desenvolvimento regenerativo:
(0) bege escuro (1) bege e (2) bege claro. O bege escuro refere-se a calos de
coloragdo mais escura, mas que ndo estdo oxidados.

Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F a 5% de
probabilidade. As médias de fator qualitativo foram comparadas pelo teste de
médias de Scott-Knott a 5% de probabilidade, pelo programa SISVAR®
(Ferreira, 2000).

Para confirmacdo de que os calos regenerados apresentavam células
meristematicas com competéncia organogénica, foi realizada analise citoquimica
de uma fracdo do material regenerado. Foram coletadas fracGes de 100mg de
cultura, em seguida coradas com azul de Evans e carmim acético e as mesmas
foram fixadas em l&minas, segundo protocolo de Valente (2007). As
fotomicrografias foram realizadas no Laboratério de Anatomia Vegetal do
Departamento de Biologia da UFLA, utilizando-se maquina fotogréfica acoplada
a um microscépio Olympus modelo BX 60 em objetiva de 10x.

Para melhor definicdo das gemas regeneradas, amostras das culturas in
vitro foram coletadas e desidratadas em série etandlica crescente, utilizando-se
ponto critico, em seguida as amostras foram metalizadas e observadas ao
Microscépio Eletrdnico de Varredura (MEV), modelo Zeiss DSM 940,
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realizadas no Laboratério de Microscopia do Departamento de Fitopatologia,
segundo protocolo de Alves (2004).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Diferentes meios de cultura e concentraces de sais:

A formag&o de calos iniciou-se ao longo da segunda semana de cultivo, a
partir de pontos que se expandiam e recobriam a superficie do explante.

Considerando a proporcdo de recobrimento entre os diferentes meios
testados, indiferente das concentracdes de sais utilizadas, a diferenca foi
significativa apenas para o meio BDS (Tabela 1), com média inferior aos demais
tratamentos em relacdo a porcentagem de calo. A maneira complexa com que 0s
meios de cultura e suas concentragdes salinas interagem com as células indica
que, se o tecido cultivado ndo se encontra em estadio responsivo, este nao ird
responder adequadamente a condicdo que lhe foi imposta, o que ndo foi
verificado no trabalho, uma vez que todos os explantes corresponderam
satisfatoriamente & varidvel avaliada. Pelas observacfes, o pinhdo-manso nédo
apresenta dificuldades quanto & formacédo de calejamento. Observa-se na Figura
(1) que os explantes foliares ndo tém apresentado dificuldades para gerar calos
quando cultivados em meio de cultura com 50% dos sais minerais. Para 0s
autores do presente trabalho, a eficiéncia na emissdo de calos/gemas aumenta
com a diminuicdo da concentracdo desses sais.

Quanto a porcentagem de gemas adventicias, 0s meios e suas
concentracfes de sais (50 e 100%) mostraram diferente capacidade de
desenvolver gemas. Melhores respostas foram obtidas com metade dos sais dos
meios MS e MSM, correspondendo a 55% e 35% de formacdo de gemas,
respectivamente. Os demais meios de cultura sequer apresentaram competéncia
regenerativa, ndo sendo os explantes considerados responsivos para formacéao de

gemas. Para a concentracdo total de sais, as médias foram iguais ou inferiores a
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20% de presenca de gemas, exceto para os meios JADS e OM que ndo foram

significativos (Tabela 1).

Diferentes fontes de explantes e fitorreguladores:

Houve interacdo significativa entre os fatores fitorreguladores e fonte de
explante para as varidveis: coloracdo, presenca de gema adventicia e nimero de
brotacGes adventicias (Tabela 2).

A maximizacdo da coloragdo bege claro foi obtida pelo explante folha
cotiledonar de plantula in vitro nas combinacdes dos fitorreguladores: 2, 3, 4, 9,
10 e 11, seguido de folha cotiledonar de plantas de casa de vegetacdo e com
menor expressividade no explante folha madura. A coloracdo bege foi mais
abundante nas combinacdes: 2, 3, 6, 10 e 11 exibida por calos oriundos de folhas
maduras, sendo sua ocorréncia semelhante nos demais explantes. Folhas
cotiledonares de plantas de casa de vegetacdo exibiram maior nimero de calos
com coloragdo bege escuro quando cultivados na presenca dos fitorreguladores:
4, 5, 6 e 7 e menor ocorréncia foi observada pelas folhas cotiledonares de
plantulas in vitro (Tabela 2).

O parametro coloracdo de calo tem sido utilizado como indicativo de
material vegetal com capacidade regenerativa. Essa variedade de caracteristicas
observadas referentes a diferentes coloragfes dos calos foi citada por Warrag et
al. (1991) e Hervé et al. (2001), como sendo resultado da influéncia de diferentes
concentracdes de fitorreguladores. Pelas observacgdes, os calos que apresentavam
coloracdo bege e bege claro foram considerados como responsivos. Estes
apresentavam  protuberncias em sua superficie, caracterizando 0o
desenvolvimento de gemas, com consequente formacdo de brotacGes, diferente
dos calos com coloracdo bege escuro que ndo apresentaram competéncia

regenerativa.
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O experimento indica que o uso do AIB em combinagdo com TDZ ou
BAP produziu resultados insatisfatorios na inducdo e/ou presenca de gemas
adventicias, em relacdo a todos os explantes. Estes tratamentos foram
considerados indesejaveis na organogénese de pinhdo-manso, diferentemente do
que foi observado nos demais tratamentos com presenca isolada dos
fitorreguladores TDZ e BAP e ambos em combinagdo com AlA, os quais ndo
apresentaram dificuldades para gerar calos com competéncia organogénica
(Tabela 2). Estes resultados corroboram respostas encontradas por Sujatha et al.
(2005), os quais registraram regeneracdo de calos de explantes foliares, com a
utilizagdo dos mesmos fitorreguladores para a mesma espécie utilizada no
presente trabalho.

E importante ressaltar que o uso do AIB néo foi interessante, talvez a
concentracdo utilizada fosse demasiadamente elevada, ndo correspondendo as
expectativas do trabalho. Porém, ao comparar os resultados do presente trabalho
com 0s obtidos por Deore & Johnson (2008) percebemos que estes obtiveram
um pequeno nimero de brotagdes com o cultivo de segmentos foliares em meio
de cultura contendo AIB em concentragdes bem menores do que as testadas no
presente trabalho, sendo os fitorreguladores TDZ e BAP também utilizados em
concentragBes menores por estes autores.

Nota-se pela figura (2) que isoladamente ou em combinagdo, 0s
fitorreguladores podem induzir a formacdo de calos no mesmo explante, no
entanto, o tipo de calo proveniente de cada tratamento pode diferir quanto a
competéncia organogénica. Sabe-se que certos tecidos sdo mais favoraveis a
regeneracdo de gemas do que outros, um exemplo sdo os diferentes explantes de
pinhd0-manso e suas respostas regenerativas, apresentadas na figura (2). De
posse desses resultados infere-se que explantes nos estagios mais juvenis, como
por exemplo, as folhas cotiledonares, apresentam maior totipotencialidade que

explantes em estdgios mais avangados de desenvolvimento, como folhas
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maduras. Segundo Kerbauy (1999), as diferencas celulares séo estabelecidas e
mantidas pelas influéncias mituas das células e dos tecidos entre si (ambiente
celular interno).

Com a formacéo de brotos em calos de coloracdo bege e bege claro a
partir da sétima semana, foi possivel observar o desenvolvimento de gemas,
verificando a formacdo de protuberéncias densas que culminavam na formacéo
de brotagbes em pinhdo-manso (Figura 2). Assim, a coloracdo e a relagdo
auxina/citocinina sdo parametros que devem ser usados na escolha de um
tratamento em que se objetiva a organogénese.

Observou-se germinagdo diferencial in vitro, o que pode estar associada
ao efeito totipotencial especifico, peculiar de cada explante, resultando em
diferencas na inducdo de brotaces. Maior nimero de brotos foi observado na
superficie organogénica de folhas cotiledonares de plantulas in vitro, seguido do
explante folha madura e folhas cotiledonares de plantas de casa de vegetacao na
presenca isolada de 1,0 mg.L" BAP efou associada com 0,5mg.L™" AIA,
respectivamente (Tabela 2). Explantes cultivados nos tratamentos com presenga
de AIB ndo corresponderam as expectativas do estudo, pois apresentaram baixa
frequéncia ou auséncia de competéncia regenerativa. Os resultados deste
trabalho assemelham-se aos obtidos por Rajore & Batra (2005), que detectaram
maior nimero de brotos em segmento apical de J. curcas mediante a
incorporacdo de BAP e AIA no meio de cultura e discordam dos obtidos por
Shrivastava & Banerjee (2008), que verificaram maior nimero de brotos em
explantes axilares de J. curcas com a adigdo de 3,0mg.L™ de BAP + 1,0 mg.L™
de AIB no meio MS.

Os explantes apresentaram, na regido do calo formado por gemas em
estagio inicial de desenvolvimento, diferentes respostas para os trés tipos de

explante. Contudo, essas gemas ndo se desenvolveram quando subcultivadas em
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meio de regeneracdo ou alongamento, provavelmente devido ao balanco
hormonal endégeno nos tecidos da planta.

As culturas inoculadas nos tratamentos contendo as citocininas BAP e
TDZ, isoladas ou na presenca da auxina AlA, apresentaram reacao positiva ao
corante carmim acético, sendo a reagdo com BAP mais expressiva. A coloracdo
vermelha, caracteristica do carmim acético, possui afinidade com células
meristematicas, ou seja, células que apresentam competéncia de regeneracéo
seja embriogénica ou organogénica. No presente estudo foi possivel observar
protuberancias originando partes aéreas ou radiculares na superficie calosa dos
trés explantes estudados, os quais foram corados para a confirmagéo da presenca
de células meristematicas (Figura 3). Também foram observadas células
desprovidas de competéncia regenerativa nos tratamentos contendo AIB,
caracteristica de culturas que apresentaram reacdo positiva ao azul de Evans,
com células coradas de azul.

Pelas observagfes em MEV foi possivel a visualizagdo nitida de
mudanca de formato celular (Figuras 4, 5 e 6), supondo que a presenga de BAP
isolada ou associada ao AIA nas concentragdes de 1,0mg.L™" de BAP e 1,0mg.L”
! BAP + 0,5 mg.L*AlA seja fator crucial para a sinalizacio de desdiferenciacéo
celular e consequente retomada de caracteristicas meristematicas, favorecendo a
organogénese dos trés explantes testados.

Por estas analises, verifica-se que houve alteracdes celulares a partir do
cultivo com BAP e AIA, de maneira que as células tiveram condicdes
fisiologicas suficientes para desenvolver a capacidade organogénica.

As células apresentam formato alongado com formagdo de
protuberancias sobre a superficie calosa que caracterizam células meristematicas
caulinares e radiculares. A fase inicial de proliferagédo e crescimento de calo foi
seguida por inducdo de brotos ou raizes e consequente desenvolvimento desses

tecidos. Os calos oriundos de folhas cotiledonares de plantulas in vitro seguidas
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de folhas cotiledonares de plantas de casa de vegetagdo apresentaram maior
competéncia regenerativa em comparagdo ao tecido oriundo de folhas maduras
de plantas de casa de vegetacdo. Quando o objetivo é a multiplicacdo de plantas
via organogénese, somente é interessante a formacao de meristemas caulinares,
0s quais originardo plantas completas. A formacdo de primoérdios foliares e/ou
radiculares encontrados nas figuras (4E e H); (5E) e (6E e F) s@o erroneamente
interpretados como brotos e estes comprometem o éxito da cultura in vitro.

As citocininas induzem a divisdo celular de calos na presenca de auxina,
levando a formacdo de gemas ou raizes adventicias diretamente no explante ou a
partir de calos, entre outros (Taiz & Zeiger, 2004). O tipo de citocinina e
concentracdo sdo fatores essenciais para o desempenho de multiplicacdo in vitro.
Para os autores do presente trabalho, BAP é a mais indicada para o sucesso da
micropropagacdo de pinhdo-manso, via organogénese.

Como indicadores para uma segunda fase de experimentos, sugere-se
novamente o uso de folhas cotiledonares como explantes por terem sido

seguramente os tecidos que mais produziram gemas.

6 CONCLUSOES

O meio MS com metade da concentragdo dos sais favorece a formagao
de calos.

A intensidade da coloracéo do calo e a fonte de explante sdo parametros
que devem ser usados na avaliacéo e na escolha de um tratamento objetivando a
organogénese em pinhdo-manso.

O fitorregulador BAP proporciona maiores indices de formacdo de
gemas e brotagdes.

A regeneracdo de gemas utilizando como fonte de explantes folhas

cotiledonares de plantulas in vitro é desejavel para a resposta morfogenética.
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ANEXOS

TABELA 1 Porcentagem de calo (PC) e de gemas adventicias (GA) em folhas cotiledonares de
pléntulas de pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) cultivadas in vitro sob diferentes meios
de cultura e concentracdes de sais.*

PC GA
(%) (%)
Concentracdo de sais

Meios de cultura 50% 100% 50% 100%
MS 100 aA 95aA 55 aA 15aB
WPM 100 aA 100 aA 00 bA 10 aA
BDS 85 bB 100 aA 00 bA 20 aA
JADS 100 aA 90 aA 00 bA 00 aA
oM 100 aA 100 aA 00 bA 00 aA
MSM 100 aA 100 aA 35aA 20 aA

* Médias seguidas por letras distintas, mindscula na vertical e maitscula na horizontal, dentro de
cada variavel avaliada, diferem entre si, a 5 % de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott, a 5%
de probabilidade.

FIGURA 1 Calos obtidos de segmentos foliares de plantulas de pinhdo-manso
cultivadas em meio MS contendo metade da concentracéo de seus sais,
suplementado com BAP e AIA (3mg.L™). Calo aos 40 dias de cultivo
(A); calo cobrindo toda superficie da folha cotiledonar (B) e calo
regenerando gemas adventicias ao final das nove semanas (C)-seta.
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TABELA 2 Coloracéo de calos (coloracdo), presenca de calos que regeneraram gemas adventicias (PGA) e nimeros de brotacbes adventicias
(NBA) originadas de folhas cotiledonares (C) e folhas completas (FC) oriundas de plantas em casa de vegetacdo (CV) e folhas
cotiledonares (C) de plantulas in vitro (IV) de pinhdo-manso (Jatropha curcas) cultivadas em meio MS com diferentes
concentracdes de fitorreguladores.*

Tipos de explantes

Combinacdes de fitorreguladores C. (CV) FC (CV) C.(IV) C.(CV) FC(CV) C.(IV) | C.(CV) FC(CVv) C.(IV)
Coloragéo PGA NBA
1-TDZ 0,5 + BAP0,5+AIB0,1 2,00 aA 2,00 aA 1,00bA | 1,00aA 0,00bB 1,00aA | 0,64cB 0,32cB 2,92bA
2-TDz1,0 2,00 aA 1,00 aA 200aA | 1,00aA 100aA 1,00aA | 0,96cB 4,12aA 1,40cB
3-BAP1,0 2,00 aA 1,00 aA 200aA | 1,00aA 1,00aA 100aA | 480aA 2,64bB 4,80aA
4-TDZ1,0 +AIBO05 0,00 cB 0,00 cB 2,00aA | 0,00bA 0,00bA 0,00bA | 0,00dA 0,00cA 0,00dA
5-TDZ2,0 +AIB1,0 0,00 cA 0,00 cA 0,00cA | 0,00bA 0,00bA 0,00bA | 0,00dA 0,00cA 0,00dA
6-BAP1,0 +AIBO0,5 0,00 cB 1,00 bA 1,00bA | 0,00 bA 0,00bA 0,00bA | 0,00dA 0,00cA 0,00dA
7-BAP2,0 +AIB1,0 0,00 cA 0,00 bA 0,00cA | 0,00bA 0,00bA 0,00bA | 0,00dA 0,00cA 0,00dA
8-TDZ 1,0+ AIAQ,5 1,00 bA 2,00 aA 1,00bA | 1,00aA 1,00aA 100aA | 0,84cB 160bB 3,40bA
9-TDZ2,0+AIA 10 1,00 bB 2,00 aA 2,00aA | 1,00aA 1,00aA 1,00aA | 1,00dC 2,00bB 3,60 bA
10-BAP 1,0+ AIA 05 2,00 aA 1,00 aB 200aA | 1,00aA 1,00aA 100aA | 3,60bB 340aB 4,56aA
11-BAP2,0+AIA 10 1,00 bB 1,00 aB 2,00aA | 1,00aA 1,00aA 100aA | 0,84cC 2,00bB 4,16aA

* Médias seguidas por letras distintas, minUscula na vertical e maiUscula na horizontal, dentro de cada variavel avaliada, diferem entre si, a 5
% de probabilidade, pelo teste Scott-Knott, a 5% de probabilidade.
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FIGURA 2 Organogénese de explantes de pinhdo-manso (Jatropha curcas) oriundos de
folhas cotiledonares (A-E) e folhas maduras (F-J) de plantas em casa de
vegetacdo e folhas cotiledonares de plantulas in vitro (K-O), apresentando
coloracGes do tipo (2) bege claro e do tipo (1) bege, nas condigdes de regeneracao
de gemas na presenca de diferentes fitorreguladores.
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FIGURA 3 Fotomicrografias de fracdes de cultura de calos com células meristematicas coradas
de vermelho (seta) e ndo meristematicas coradas de azul (seta). (A-B) explante de
folhas cotiledonares e (C-D) explante de folha madura de plantas em casa de
vegetacdo, (E-F) folhas cotiledonares de plantula in vitro oriundos dos tratamentos
1,0mg.L™" de BAP e 1,0mg.L™ BAP + 0,5 mg.L"AIA, respectivamente.
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FIGURA 4 Eletromicrografias de calos oriundos de folhas cotiledonares de plantas de pinhao-
manso (Jatropha curcas) cultivadas em casa de vegetacdo. Calos desenvolvidos in
vitro em meio MS com metade dos sais e diferentes concentragbes de
fitorreguladores e incubados sob auséncia de luz e diferentes concentracdes de
fitorreguladores: (A-B) desenvolvimento de gema adventicia, (C) meristema, (D-F)
gema foliar, (G) presenca de estdmatos na superficie da gema foliar, (H) presenca de
raizes e (1) superficie calosa.
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FIGURA 5 Eletromicrografias de calos oriundos de folhas maduras de plantas de pinh&do-manso
(Jatropha curcas) cultivadas em casa de vegetagdo. Calos desenvolvidos in vitro em
meio MS com metade dos sais e diferentes concentracdes de fitorreguladores e
incubados sob auséncia de luz e diferentes concentracdes de fitorreguladores: (A-F)
desenvolvimento de gema adventicia, (G) presenca de raizes, (H-1) superficie calosa.
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FIGURA 6 Eletromicrografias de calos oriundos de folhas cotiledonares de plantulas de pinhé&o-
manso (Jatropha curcas) cultivadas in vitro. Calos desenvolvidos in vitro em meio
MS com metade dos sais e diferentes concentracdes de fitorreguladores e incubados
sob auséncia de luz e diferentes concentraces de fitorreguladores: (A, B e D)
desenvolvimento de gema adventicia, (C) meristema, (E e H) gema foliar, (F)
presenca de estdbmatos na superficie da gema foliar, (G) presenca de raizes e ()
superficie calosa.
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CAPITULO 4

AGUA DE COCO E TIPO DE VEDAGCAO NA MORFOGENESE IN
VITRO DE PINHAO-MANSO (Jatropha curcas L.)
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1 RESUMO

Devido a importancia do pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) para
multiplos propdsitos e a dificuldade de otimizacéo de protocolos de regeneragao
in vitro para obtencdo de mudas micropropagadas, este trabalho teve como
objetivo avaliar a influéncia de concentracBes de agua de coco e tipo de vedacio
dos frascos na indugdo da organogénese e nas caracteristicas morfoldgicas de
pinhdo-manso. Folhas cotiledonares oriundas de plantulas in vitro foram
inoculadas em meio MS com metade dos sais, suplementado com vitaminas do
meio Bs, 30g.L™" de sacarose, 3mg.L™" de BAP (6-Benzilaminopurina) e 3mg.L™
AIA (Acido 3-indolacético). Os tratamentos consistiram de concentracdes de
4gua de coco (0, 50, 100, 150 e 200mL.L™) e tipos de vedacéo dos frascos (filme
plastico transparente, tampa de polipropileno com filtro de membrana permeéavel
a gases e tampa de polipropileno sem filtro). O material foi mantido sob
auséncia de luz por nove semanas. A auséncia de agua de coco no meio de
cultivo favorece a multiplicacdo das brotacGes em explantes de pinhdo-manso. O
uso do filme plastico, seguido da tampa de polipropileno com filtro tem efeito
positivo na indu¢do da organogénese em explantes de pinhdo-manso. As
caracteristicas de formacédo de gemas sobre a superficie dos explantes de pinhao-
manso podem ser utilizadas como descritores da organogénese, e as estruturas
formadas, em meio nutritivo com menores concentracdes de agua de coco e uso
de vedacbes que permita 0 minimo de troca gasosa com 0 meio externo, sdo
satisfatorias.

66



2 ABSTRACT

Due to the importance of physic nut (Jatropha curcas L.) for multiple
purposes and the difficulty of optimizing protocols for in vitro regeneration to
the obtainment of micropropagated plants, this study aimed to evaluate the
influence of concentrations of coconut water and type of flasks sealing in the
induction of organogenesis and morphological characteristics of physic nut.
Cotyledonary leaves originated from in vitro seedlings were inoculated on MS
medium with half of the salts, supplemented with vitamins from Bs medium,
30g.L™ of sucrose, 3mg.L™ BAP (6-Benzilaminopurina) and 3mg.L™ AIA (3-
indolacetic acid). The treatments consisted of coconut water concentrations (0,
50, 100, 150 and 200mL.L™) and types of flasks sealing (transparent plastic film,
polypropylene cap with permeable membrane filter to gases and polypropylene
cap without filter). The material was kept in the dark for nine weeks. The
absence of coconut water in the culture medium favors the multiplication of
shoots in explants of physic nut. The use of plastic film, followed by the
polypropylene cap with filter has a positive effect on the induction of
organogenesis in explants of physic nut. The characteristics of buds formation
on the surface of explants of physic nut can be used as descriptors of
organogenesis, and the structures formed, on nutrient medium with lower
concentrations of coconut water and the use of sealing that allow the minimum
of gas exchange with the external environment, are satisfactory.
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3 INTRODUGCAO

O pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) pertence & familia Euphorbiaceae,
€ uma espécie que se desenvolve bem em climas tropicais e subtropicais, e vem
sendo pesquisada como alternativa na area de biocombustiveis. No entanto, uma
das dificuldades encontradas pelos pesquisadores é a obtencdo de tecnologias
para producdo de grande nimero de plantas micropropagadas com alta qualidade
fitossanitaria para oferecer aos produtores. Tal processo é limitado pela baixa
disponibilidade de protocolos eficientes, capazes de induzir altas taxas de
multiplicacdo via organogénese ou embriogénese somaética.

Em comparagdo as técnicas de propagacdo tradicional, a
micropropagacdo apresenta significativas vantagens, entre as quais, a
possibilidade de propagar rapidamente em larga escala novos genoétipos, obter
plantas livres de doencas e propagar vegetativamente espécies dificeis de serem
propagadas por outros métodos. Entretanto, para que a aplicacdo da
micropropagacdo de pinhdo-manso se torne vidvel comercialmente e possa
competir com os métodos tradicionais de propagacdo, Sd0 necessarios a
otimizacdo da técnica, pela reducdo dos seus custos de producdo, e 0
estabelecimento de protocolos eficientes.

A maioria dos fatores relacionados ao sucesso do cultivo in vitro das
espécies esta direta ou indiretamente ligada ao sistema de produgdo in vitro e ao
ambiente de cultivo. Elementos aditivos complexos como, por exemplo, coco
(endosperma, &gua, leite), sdo utilizados nos meios de cultura com o propdsito
de favorecer o crescimento e desenvolvimento in vitro. Taiz & Zeiger (2004)
relatam que a &gua de coco é o liquido do endosperma de sementes de coco que
contém citocininas e outros fatores nutricionais. A Zeatina, uma citocinina de
ocorréncia natural que estimula a divisdo de células vegetais maduras, foi
identificada na dgua de coco. Algumas culturas possuem necessidade desse

horménio vegetal para melhor desenvolvimento e produtividade no meio de
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cultura e, para outras, esse componente é fator de sucesso ou insucesso no
cultivo in vitro.

Em estudo com germinacgdo in vitro de pinhdo-manso, a agua de coco
proporcionou bons resultados (Nunes et al., 2008). Outros estudos com
diferentes espécies como algoddo (Gossypium hirsutum) e hibrido de orquidea
(Cattleya loddgesii ‘Grande’ x Cattleya loddgesii ‘Alba’) apontam que a
utilizagdo da agua de coco em suplementacdo ao meio de cultura é requerida
para suprir as exigéncias nutricionais, fisioldgicas e consequentemente, a
regeneracdo do material cultivado (Carvalho et al., 2003; Araujo et al., 2006).

Outro fator relevante é o sistema de vedacdo dos frascos na
micropropagacdo, que surge como possibilidade potencial para aumentar a
eficiéncia do processo in vitro, viabilizando-o comercialmente. Os cultivos in
vitro sdo mantidos em frascos vedados e, em geral, apresentam elevada umidade
relativa, temperatura constante, grande flutuacdo na concentracdo de CO; e alta
concentracdo de sais no meio de cultura (Arigita et al., 2002). Essas condicdes
proporcionam baixa taxa de transpiracdo e fotossintese, dificuldade de absorcéao
de agua e nutrientes e, consequentemente, baixa taxa de crescimento de muitas
espécies de plantas cultivadas in vitro.

De acordo com o tipo de vedacdo, verifica-se também baixa troca de ar
entre 0 ambiente externo e interno (Chen, 2004), induzindo ao acimulo de
compostos gasosos nos frascos, afetando o crescimento e a morfogénese dos
explantes cultivados (Marino & Berardi, 2004).

E possivel reduzir a umidade relativa utilizando-se filtros permeéveis a
gases, como o polipropileno ou poliuretano (Zobayed, 2000). Esses sistemas
consistem na utilizacdo de tampas com membranas facilitadoras de trocas
gasosas, impedindo o acumulo de gases, entre estes o etileno. Dessa maneira,
aumentam-se as trocas gasosas e a atmosfera interna dos frascos de cultura fica

menos contrastante daquela encontrada no ambiente externo (Gongalves, 2004).
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Estudos com jojoba (Simmondsia chinensis), berinjela (Solanum
melongema), mirtilo (Vaccinium spp.) e araticum (Annona glabra) tém revelado
que o controle do ambiente pode vir a se tornar uma técnica essencial para obter
cultivos micropropagados de boa qualidade (Mills et al., 2004, Ribeiro, 2006,
Damiani & Schuch, 2008; Moreira, 2008).

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a
influéncia de concentracBes de agua de coco e tipo de vedacdo dos frascos na
inducdo da organogénese e nas caracteristicas morfolégicas em pinhdo-manso

(Jatropha curcas L.).

4 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais,
do Departamento de Agricultura, na Universidade Federal de Lavras, Lavras,
Minas Gerais.

Utilizou-se como material vegetal, sementes colhidas na safra de 2008,
provenientes da matriz Oracilia, acesso selecionado do banco de germoplasma
do municipio de Janauba (MG), cedidas pela empresa NNE Minas Agroflorestal.
As sementes para manutencdo de sua qualidade foram armazenadas por seis
meses sob condicBes de camara fria (temperatura de 10°C e umidade relativa de
60%), no Setor de Sementes do Departamento de Agricultura da Universidade
Federal de Lavras — UFLA.

Antes da inoculacdo nos diferentes tratamentos, as sementes foram
submetidas ao processo de assepsia com duas gotas de detergente comercial por
1 min, em alcool 70% v/v por 1 min e em hipoclorito de sédio 1% v/v por 20
min, sob agitacdo constante e os agentes desinfestantes foram removidos com
triplice lavagem em agua destilada estéril. Posteriormente, em camara de fluxo

laminar, os embrifes zigéticos foram retirados e inoculados em meio MS
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(Murashige & Skoog, 1962), adicionado de vitaminas do meio Bs (Gamborg et
al., 1968), 30g.L™ de sacarose, para posterior utilizaco das plantulas originadas.

Folhas cotiledonares provenientes de plantulas in vitro (etapa anterior)
com 10 dias de cultivo, foram utilizadas na indugdo da organogénese. Os
segmentos de folhas cotiledonares foram retirados da regido central das folhas
com cerca de 1cm? e inoculados em frascos de vidro com capacidade de 300 mL
contendo 40 mL/frasco de meio de cultura. Os segmentos foliares foram
colocados com a face abaxial voltada para o meio de cultivo MS com metade
dos sais, acrescido de vitaminas do meio Bs, 309.L'1 de sacarose, 3mg.L'l de
BAP (6-Benzilaminopurina) e 3mg.L™ AIA (Acido 3-indolacético). Os
tratamentos consistiram da suplementacdo do meio de cultivo com
concentracdes de agua de coco (0, 50, 100, 150 e 200mL.L™) proveniente do
fruto e tipos de vedagdes dos frascos (filme plastico transparente, tampa de
polipropileno com filtro de membrana permeével a gases e tampa de
polipropileno sem filtro). Os meios foram solidificados com 6g.L™ de &gar, com
pH ajustado para 5,8, antes da autoclavagem a 121°C por 20 min. As culturas
foram mantidas por nove semanas, no escuro, dentro de um compartimento de
metal (armario) instalado em sala de crescimento a 25+2°C. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, em ensaio fatorial 5x3, constituido de
oito repeti¢cbes com quatro explantes cada uma.

As avaliagBes da capacidade organogénica do material foram realizadas
com base na porcentagem de brotacdes, nimero de brotos, comprimento medio
das brotagfes, porcentagem de folhas e de primérdios radiculares. Foram
aplicadas notas de 0 a 2 como critério na avaliacdo da porcentagem das
variaveis, sendo: (0) auséncia, (1) médio, correspondente a 50% e (2) intenso,
correspondente a 100%.

Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F a 5% de

probabilidade, utilizando-se o programa SISVAR® (Ferreira, 2000).
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Para melhor definicdo das gemas regeneradas, amostras das culturas in
vitro foram coletadas e desidratadas em série etandlica crescente, utilizando-se
ponto critico, em seguida as amostras foram metalizadas e observadas ao
Microscépio Eletrénico de Varredura (MEV), modelo Zeiss DSM 940,
realizadas no Laboratério de Microscopia do Departamento de Fitopatologia,

segundo protocolo de Alves (2004).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Considerando-se a inducdo de organogénese, observou-se que o tipo de
vedacdo e concentragdo de agua de coco influenciam significativamente nos
resultados das varidveis analisadas, com interacdo significativa para todas as
varidveis analisadas (Tabela 1).

Em relagdo a porcentagem de brotos, apenas as concentracfes de 0 e
50mL.L™ de 4gua de coco combinadas com todos os tipos de vedacdes dos
frascos tiveram significancia. Maior porcentagem de brotos (96,34%) foi
observada quando ndo adicionou-se dgua de coco ao meio, sendo os frascos
vedados com filme plastico. A concentracdo de 50mL.L™" de &gua de coco
associada com os diferentes tipos de vedacBes ndo apresentou diferenga
significativa. Nas combinacdes de tipos de vedag¢Ges com concentragdes de 100
a 200mL.L™ de 4gua de coco n&o houve formagéo de brotagdes, exceto para a
concentracdo de 100mL.L™* de &gua de coco com a vedacdo sem filtro,
apresentando 25,08% de brotacGes (Tabela 1 e Figura 1). ConcentracGes
crescentes de agua de coco promoveram reducdo e/ou auséncia na porcentagem
de brotos (Figura 1); provavelmente, sua presenca pode ter desequilibrado os
nutrientes do meio de cultivo, prejudicando a emisséo de brotos.

Comportamento semelhante também foi observado para nimero de
brotos (Tabela 1). Novamente, a auséncia de &gua de coco, em combinagdo com

as trés vedacOes, apresentou melhores resultados. Maior nimero de brotos foi
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verificado sem a adicdo de agua de coco para as vedacOes de filme plastico com
2,07/explante e vedacdo com filtro (1,84/explante), ndo apresentando diferencas
significativas entre si. O uso do filme plastico é interessante no que diz respeito
a reducdo de custo, uma vez que a tampa com filtro torna-se mais onerosa.
Embora deva-se considerar que o nimero de brotos encontrado nos resultados
pareca pequeno, os trabalhos de organogénese com a espécie J. curcas se
encontram em fase de estabelecimento de protocolos e, num primeiro momento,
0s autores Rajore & Batra (2005) e Deore & Johnson (2008), trabalhando com
apices caulinares e segmento foliar de pinhdo-manso, respectivamente,
verificaram numeros de 1 a 3 brotos por explante, corroborando resultados
observados no presente estudo.

Para nimero de brotos, analisando a concentracdo de 50mL.L™" de agua
de coco em interagdo com os tipos de vedagdo, ndo foi verificada diferenca
significativa e, de forma comparativa entre a maior média de brotos (2,07) na
auséncia de agua de coco e com 50mL.L™ (0,62) desta substancia no meio de
cultura, a diferenca de 1,45 brotos por explante é representativa, nao justificando
a utilizacdo de um meio com agua de coco para a inducdo da organogénese em
explantes de pinhdo-manso. Observa-se que concentracdo crescente de agua de
coco influenciou de forma negativa na variavel nimero de brotos (Tabela 1).

Sabe-se que a tampa de polipropileno sem filtro é o tipo de vedacdo que
ndo permite troca gasosa com o meio externo. Esse impedimento teve efeito
negativo na formagdo e nimero de brotos no presente trabalho. Estes resultados
diferem de Moreira (2008) que obteve melhoria no numero de brotos quando os
explantes de Annona glabra L. foram colocados em condi¢Ges de maior troca
gasosa com tampas plasticas com um par de filtros de membranas permedveis a
gases, em ambiente de luz natural.

Para comprimento de brotos, diferencas significativas foram observadas

entre tipos de vedagio com adicdo de 50mL.L™*de 4gua de coco. Na auséncia de
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agua de coco ndo houve diferenca significativa para tipos de vedacdo dos
frascos. O mesmo foi observado nas demais concentragcdes de agua de coco.
Verificou-se melhores respostas de alongamento de brotos na auséncia de agua
de coco e utilizagdo da tampa com filtro (1,82cm), seguido do filme plastico
(1,59cm) e da tampa sem filtro (1,29cm) (Tabela 1 e Figura 1).

Em contraste, Nunes et al. (2008), estudando o efeito de concentracbes
de agua de coco no desenvolvimento in vitro de plantulas de Jatropha curcas,
observaram maior crescimento quando foram adicionados 100mL.L™* de agua de
coco ao meio MS.

Com a utilizacdo do filme plastico espera-se poucas trocas gasosas, mas
o suficiente para permitir respostas positivas e semelhantes a vedacéo com filtro
no alongamento de explantes de Jatropha curcas, quando comparada com a
vedacdo que ndo permite trocas gasosas. Estas descri¢des corroboram com Mills
et al. (2004), que observaram, no tratamento de ventilagdo intermediario, que 0s
propagulos de jojoba alongaram a uma extensdo maior que 0s propagulos
crescidos sem ventilacdo. Ribeiro (2006) também observou que a utilizacdo de
diferentes tipos de vedacbes que permitam maior troca gasosa proporciona efeito
positivo na organogénese em berinjela.

Para o paramentro porcentagem de folhas apresentado na Tabela 1,
interacBes significativas foram observadas para os niveis de 0 a 50mL.L™" de
agua de coco e as vedacdes testadas. Observou-se maior porcentagem de folhas
na auséncia de agua de coco e uso de filme plastico (52,81%), resultado superior
as demais vedacOes. Respostas inferiores foram observadas na concentracdo de
50mL.L™ na presenca do filme pléstico e vedacéo com filtro.

Interacdes significativas da porcentagem de primordios radiculares
foram observados nas concentracdes de 50 e 100mL.L™ de agua de coco, sendo
a melhor resposta encontrada na combinacéo de 50mL.L™ de agua de coco com

vedacdo com filtro e filme plastico (28,12 e 25,08%, respectivamente) e 27,34%
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na concentrag&o de 100 mL.L™ de 4gua de coco com a vedacéo de filme plastico
(Tabela 1). Pela Figura (2) é possivel visualizar a formacéao de raizes adventicias
sobre a superficie do explante.

O efeito inibitério da 4gua de coco na inducdo da organogénese de
pinhdo-manso pode ser explicado pela presenca de elevados teores de glicose,
frutose e sais minerais, além de hormonios vegetais, necessarios ao processo de
formagdo e desenvolvimento de culturas in vitro, que provavelmente em
combinac¢do com os constituintes do meio MS, meio rico em sais minerais e
outros elementos, apresentaram efeito desestimulador.

Concentrac@es crescentes de dgua de coco incorporadas ao meio MS em
associacdo com frascos vedados com tampas de polipropileno sem filtro
influenciaram o desenvolvimento organogénico dos explantes de maneira
negativa. Para &gua de coco, como a relacdo foi direta para a maioria das
varidveis, excecdo para primodios radiculares, quanto maior a concentragdo
menor a resposta, pode-se inferir que o comportamento ndo regenerativo dos
explantes foi devido ao uso de dgua de coco no meio de cultura.

De modo geral, o meio de cultura nos frascos tem uma concentragdo
adequada de agua e nutrientes de tal maneira que a umidade relativa interna é
muito alta. A alta umidade dentro do frasco com vedacdo sem filtro pode afetar
o0 crescimento e a morfogénese de cultivos in vitro, sendo, provavelmente, uma
das causas da baixa taxa de crescimento dos explantes.

Pelas observagdes em MEV foi possivel visualizar mudancas no formato
celular dos calos cultivados em meio MS na auséncia e na presenca de 50mL.L™*
de agua de coco, em frascos com diferentes tipos de vedagdo (Figura 3). Pelas
observacdes é possivel inferir que explantes de pinhdo-manso somente
apresentaram competéncia regenerativa quando na auséncia ou em baixas
concentracfes de agua de coco. Estes tratamentos podem ser considerados como

fatores sinalizadores de desdiferenciacdo celular e conseqiiente retomada de
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caracteristicas meristematicas, favoraveis a organogénese da espécie. Em altas
concentracbes de &gua de coco, acima de 50mL.L™ pode-se afirmar que o
desenvolvimento das estruturas organogénicas foi limitado ou impedido. E
sabido que as células sdo autbnomas e tém a potencialidade de regenerar plantas,
desde que submetidas a tratamentos adequados, explicando bem os resultados
obtidos no trabalho.

Em relagdo a Figura 3 A, B e C, observa-se as caracteristicas mais
persistentes, mas ndo necessariamente melhores; sdo mais facilmente
discerniveis e, em certa extensdo, também em nldmero maior do que as
caracteristicas apresentadas pelos individuos da Figura 3 D, E e F. Um exemplo
desta situacdo é a mudanca da concentracdo de agua de coco e o tipo de vedacdo
em que os explantes ou individuos foram submetidos. Foi verificado que, quanto
menor a concentragdo de &gua de coco e 0 uso de vedagBes que permita o
minimo de troca gasosa com o0 meio externo, melhores sdo as respostas.

Contudo, dependendo da concentracdo de agua de coco, a organogénese
in vitro foi positiva, ou seja, houve formacdo de protuberancias e gemas nas
condi¢des de auséncia e da menor concentragdo de agua de coco. Concentragdes
elevadas ndo sdo vantajosas para a micropropagacao, uma vez que o nimero de
gemas formado ¢é significativamente e morfologicamente inferior nos
tratamentos com concentraces superiores a 50mL.L™ de &gua de coco. Estes
resultados corroboram resultados obtidos por Fernando et al. (2005), que
verificou um maior nimero de gemas e protuberancias em segmentos de
hipocétilo de Passiflora edulis inoculados em meio MS contendo 5% de agua de
coco.

Observa-se, no presente estudo, que em calos de J. curcas ha formacao
de estruturas foliares, as quais sdo erroneamente interpretadas como gemas que
ndo se alongam (Figura 3F). As andlises estruturais da organogénese in vitro em

J. curcas mostra grande capacidade dos explantes para a formacao de primérdios
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caulinares e ndo foliares (Figura 3). O caminho organogénico via primdrdio
foliar compromete o sucesso da cultura in vitro, pois a presenca de meristema
apical caulinar é essencial para a producéo de brotos.

Para Kerbauy (1999), a utilizacdo de substancias reguladoras de
crescimento tem-se mostrado de importancia fundamental para o
estabelecimento da competéncia e determinacdo, condigdes estas necessarias a
formacdo de meristemas caulinares e/ou radiculares. Era 0 que se esperava com
0 uso de altas concentracfes de agua de coco, mas percebe-se que esta
substancia, quando elevada, ndo proporciona tal evento em cultivos in vitro de
explantes de pinhdo-manso. Neste trabalho, a auséncia de agua de coco ou
concentracdes até 50mL.L™" e vedacdo do tipo filme plastico ou tampa de
polipropileno com filtro de membrana sdo indicativos para o éxito da

organogénese em pinhdo-manso.

6 CONCLUSOES

A auséncia de agua de coco no meio de cultivo favorece a multiplicacdo
das brotaces em explantes de pinhdo-manso.

O uso do filme plastico, seguido da tampa de polipropileno com filtro
tem efeito positivo na inducdo da organogénese em explantes de pinhdo-manso.

As caracteristicas de formacao de gemas sobre a superficie dos explantes
de pinh&o-manso podem ser utilizadas como descritores da organogénese, sendo
que as estruturas formadas, em meio nutritivo com menores concentracfes de
agua de coco e uso de vedacbes que permita 0 minimo de troca gasosa com o

meio externo, sdo satisfatorias.
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ANEXOS

TABELA 1 Porcentagem de brotos (PB), nimero de brotos (NB), comprimento de broto
(CB), porcentagem de folhas (PF) e porcentagem de primdrdios radiculares (PPR)
em explantes de folhas cotiledonares de pinhdo-manso (Jatropha curcas)
cultivados em meio MS com diferentes concentragdes de &gua de coco e vedagdes:
filme pléastico (FP), tampa de polipropileno sem filtro (TSF) e tampa polipropileno
com filtro de membrana permeavel a gases (TCF)*

(FP) (TSF) (TCF)
Agua de coco (mL.L™) PB (%)
0 96,34 aA 39,53 aB 47,12 aB
50 34,21 bA 32,81 aA 41,40 aA
100 0,00 cB 25,08 aA 0,00 bB
150 0,00 cA 0,00 bA 0,00 bA
200 0,00 cA 0,00 bA 0,00 bA
NB
0 2,07 aA 1,05aB 1,84 aA
50 0,60 bA 0,57 aA 0,62 bA
100 0,00 bA 0,56 aA 0,00 bA
150 0,00 bA 0,00 bA 0,00 bA
200 0,00 bA 0,00 bA 0,00 bA
CB (cm)
0 1,59 aA 1,29 aA 1,82 aA
50 1,35aA 0,36 bB 0,95 bA
100 0,00 bA 0,00 bA 0,00 cA
150 0,00 bA 0,00 bA 0,00 cA
200 0,00 bA 0,00 bA 0,00 cA
PF (%)
0 52,81 aA 23,36 aC 45,30 aB
50 23,98 bA 0,00 bB 28,12 bA
100 0,00 cA 0,00 bA 0,00 cA
150 0,00 cA 0,00 bA 0,00 cA
200 0,00 cA 0,00 bA 0,00 cA
PPR (%)
0 0,00 bA 0,00 bA 0,00 bA
50 25,08 aA 0,00 bB 28,12 aA
100 27,34 aA 22,81 aB 0,00 bC
150 0,00 bA 0,00 bA 0,00 bA
200 0,00 bA 0,00 bA 0,00 bA

* Meédias seguidas por letras distintas, minGscula na vertical e mailscula na horizontal,
diferem entre si, pelo teste F, a 5 % de probabilidade.
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FIGURA 1 Influéncia do tipo de vedacdo e concentracGes de agua de coco sobre a
inducdo de organogénese em Jatropha curcas L. Explantes mantidos em
frascos vedados com: filme plastico (A, D, G, J e N); tampa polipropileno
com filtro de membrana permeavel a gases (B, E, H, L e O) e tampa
polipropileno sem filtro (C, F, I, M e P); e concentracdes de agua de coco:
auséncia (A, B e C); 50mL.L™ (D, E e F); 100mL.L™ (G, He I); 150 mL.L*
(J,LeM)e200mL.L* (N, OeP).

FIGURA 2 Inducdo de primoérdios radiculares em explantes de Jatropha curcas
L. cultivados em meio MS suplementado com 50mL.L™" e 100mL.L™
de agua de coco. (A) Explante com pouca formacdo de calos e
presenca de primordios radiculares e (B) Explantes com maior
presenca de calos e presenga de primdrdios radiculares (seta).
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FIGURA 3 Eletromicrografias de calos oriundos de folhas cotiledonares de pinhéo-
manso (Jatropha curcas) cultivados em meio MS com diferentes
concentragdes de 4gua de coco e tipo de vedacdes dos frascos: filme pléstico
(A e D); tampa polipropileno com filtro de membrana permeével a gases (B
e E) e tampa polipropileno sem filtro (C e F) e concentracbes de agua de
coco: auséncia (A, B e C) e 50mL.L™ (D, E e F). Meristema apical caulinar
(B) e primordio foliar (F).
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CAPITULO5

NITROGEl\IIO NA ORGANOGENESE DE SEGMENTOS FOLIARES DE
PINHAO-MANSO (Jatropha curcas L.) CULTIVADOS IN VITRO
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1 RESUMO

Culturas in vitro tendem a responder diferentemente as formas minerais
de nitrogénio e, considerando que a quantidade de N fornecida na forma de
nitrato e aménio no meio de cultura MS ¢ elevada, objetivou-se avaliar os efeitos
de diferentes concentracBes de nitrogénio usadas no meio de cultura de
segmentos foliares de pinh&o-manso. Folhas cotiledonares oriundas de plantulas
preestabelecidas in vitro foram inoculadas em meio MS, com adigdo de 30g.L™
de sacarose e vitaminas do meio Bs, 1,0 mg.L'l de BAPe 0,5 mg.L'l de AIA. Os
tratamentos consistiram da interacdo de concentragdes 0, 50, 100, 150 e 200%
de NH4NO; e KNO; do meio MS, combinadas entre si. As culturas foram
mantidas em cadmara escura. Foi realizada avaliacdo da capacidade organogénica
do material quanto a presenca de explantes responsivos aos 30 dias e nimero de
brotaces aos 30 e 60 dias apds a inoculacdo. Recomendam-se concentracBes
entre 50 e 100% de KNO; e NH4NO3 no meio MS, pois favorecem a indugéo de
calos responsivos com formacdo de primordios vegetais. O maior nimero de
brotos ¢é obtido aos 60 dias de cultivo com concentracdo de 150% para NH4;NO3
e até 100% para KNOs, em relacdo a concentracdo padrdo do meio MS.
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2 ABSTRACT

The in vitro cultures tend to respond differently to the nitrogen minerals
forms, and considering that the amount of N supplied as nitrate and ammonium
in the culture medium MS is high, this work aimed to evaluate the effects of
different concentrations of nitrogen used in the culture medium of leaf segments
of physic nut. Cotyledonary leaves originated from in vitro plants were
inoculated on MS medium added with 309.L'l of sucrose and vitamins of Bs
medium, 1.0 mg.L™ BAP and 0.5 mg.L™ AIA. The treatments consisted of the
interaction of concentrations 0, 50, 100, 150 and 200% of NH,NO3; and KNO; of
the MS medium, combined with each other. The cultures were kept in the dark.
It was evaluated the organogenic capacity of the material for the presence of
responsive explants at 30 days and number of shoots at 30 and 60 days after
inoculation. It is recommended concentrations between 50 and 100% of KNO;
and NH;NO; in MS medium because it favors the induction of responsive callus
with formation of early plants. The highest number of shoots is obtained at 60
days of culture with concentration of 150% to NH4;NO; and up to 100% to
KNOj3, compared to the standard concentration of MS medium.
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3 INTRODUGCAO

O pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) é normalmente propagado por
semente e, em consequéncia, suas progénies sao muito heterogéneas, inexistindo
uniformidade de produto. Se por um lado esta variabilidade pode representar
interessante material genético, por outro lado a uniformidade varietal podera
solucionar diversos problemas da producdo e da comercializagdo. Diante disto,
0s métodos de propagacdo vegetativa assumem grande importancia na expansao
e consolidacdo da cultura. No entanto, a producdo em larga escala destas plantas
s0 € possivel pela cultura in vitro, uma vez que pelo método tradicional de
propagacdo vegetativa apenas algumas unidades de novas mudas podem ser
obtidas.

Existe grande interesse do setor agroenergético para a obtencdo de
plantas oleaginosas com alto padrdo de uniformidade, com caracteristicas
impares de qualidade produtiva e elevado teor de 6leo. Dentre essas plantas
oleaginosas, o pinhdo-manso ja é cotado como uma cultura agroenergética de
destaque no mercado de biocombustiveis. Uma alternativa para obtencdo de
mudas uniformes em pinhdo-manso seria estabelecer uma tecnologia de
propagacdo vegetativa para a formacdo direta das mudas, 0 que representard um
significativo avango na cultura. Neste sentido, vérias pesquisas vém sendo
realizadas no intuito de desenvolver protocolos eficientes de organogénese e de
embriogénese somatica para a multiplicacdo dessa espécie (Sujatha et al., 2005;
Jha et al., 2007; Deore & Johnson, 2008; He et al., 2009). Técnicas de
multiplicacdo em pinhdo-manso via cultura in vitro ainda devem ser
aperfeicoadas, porque existem dificuldades na taxa de brotacdo e multiplicacdo
dos explantes.

No cultivo in vitro, as exigéncias nutricionais requeridas para um tecido
variam de acordo com o gendtipo, necessitando-se, assim, aperfeicoar os meios

de cultura. Esse aperfeicoamento pode ser feito a partir de variagbes de
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nutrientes minerais. Dentre os elementos presentes no meio de cultura, o
nitrogénio é um dos principais nutrientes essenciais e ativos, sendo absorvido,
principalmente, na forma de nitrato (NO;) e amonio (NH,). Tanto o
crescimento como a morfogénese e a totipoténcia celular em culturas in vitro sdo
sensivelmente influenciados pela disponibilidade de nitrogénio e pela forma
como é fornecido (Kirby et al., 1987)

Para alguns autores, dependendo da espécie em cultivo, pode-se observar
um estimulo do crescimento e desenvolvimento da planta in vitro, evidenciando
a essencialidade da combinacdo das duas formas de N, aménio e nitrato, tais
como café (Coffea arabica), ginseng brasileiro (Pfaffia glomerata) e orquidea
(Cattleya loddigesii) (Ribeiro et al., 2002; Maldaner et al., 2006; Pasqual et al.,
2009).

Este trabalho visou contribuir com informagdes para o estabelecimento
de um protocolo de organogénese in vitro do pinhdo-manso que possa refletir na
obtencdo de mudas de boa qualidade e em larga escala. Considerando que as
plantas tendem a responder diferentemente as formas minerais de N e que a
quantidade de N fornecida na forma de nitrato e amonio no meio de cultura MS
é elevada, aliado ao seu alto custo e dificuldade de aquisicdo, objetivou-se
avaliar os efeitos de diferentes concentracdes de nitrogénio usadas no meio de

cultura de segmentos foliares de pinhdo-manso.

4 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos de
Vegetais, do Departamento de Agricultura, na Universidade Federal de Lavras,
Lavras/MG.

Utilizou-se como material vegetal, sementes colhidas na safra de 2008,
provenientes da matriz Oracilia, acesso selecionado do banco de germoplasma

do municipio de Janauba (MG), cedidas pela empresa NNE Minas Agroflorestal.
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As sementes para manutencdo de sua qualidade foram armazenadas por seis
meses sob condicBes de cdmara fria (temperatura de 10°C e umidade relativa de
60%), no Setor de Sementes do Departamento de Agricultura da Universidade
Federal de Lavras - UFLA. Apos processo de assepsia com alcool 70% v/v,
hipoclorito de sédio 1% v/v e triplice lavagem das sementes, 0s embriGes
zigéticos foram retirados e incubados para posterior utilizacdo das plantulas no
experimento.

Segmentos foliares de pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) de
aproximadamente 1cm? foram retirados da regido central das folhas
cotiledonares provenientes de plantulas preestabelecidas in vitro em meio
Murashige & Skoog (1962) e inoculadas em tubos de ensaio (25 x 150 mm)
contendo 15 mL de meio de cultivo MS contendo metade dos sais, excetuando
0s sais de nitrato de amdnio (NH;NOs3) e nitrato de potassio (KNOs). Os
segmentos foliares foram inoculados com a face abaxial voltada para o meio de
cultivo. Os tratamentos consistiram da interacdo de concentra¢bes 0, 50, 100,
150 e 200% de nitrato de aménio (NH;NOs3) e nitrato de potassio (KNOs) do
meio MS, acrescido com 30g. L? de sacarose, 1,0 mg.L'l de BAP (6-
Benzilaminopurina), 0,5 mg.L™ de AIA (Acido 3-indolacético) e vitaminas do
meio Bs (Gamborg et al., 1968). O meio de cultivo foi solidificado com 6g.L™
de &gar, com pH ajustado para 5,8, antes da autoclavagem a 121°C por 20 min.
As culturas foram mantidas por 8 semanas, no escuro, dentro de um
compartimento de metal (armario) instalado em sala de crescimento a 25+2°C. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em ensaio fatorial 5x5,
constituido de quatro repeti¢cGes com trés tubos cada uma.

Foi realizada avaliacdo da capacidade organogénica do material quanto a
presenca de explantes responsivos e nimero de brotacGes aos 30 e 60 dias apés a
inoculacdo. Foram aplicadas as notas 0 e 1 como critério na avaliacdo dos

explantes responsivos aos 30 dias: (0) auséncia de brotagdes, (1) presenca de
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brotacdes. Posteriormente, as culturas foram transferidas para camara clara (sala
de crescimento), com fotoperiodo de 16 horas diarias e intensidade luminosa de
42 W.m>.

Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F a 5% de
probabilidade e os tratamentos comparados por meio de regressao polinomial,
pelo programa SISVAR® (Ferreira, 2000).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Depois de alguns dias em meio de inducdo, muitos explantes
apresentaram inchacgo nas bordas de corte, caracterizando a formacéo de calos
com aspecto organogénico (Figura 3A). Pela andlise fatorial dos dados, aos 30
dias de cultivo observou-se interacdo significativa para explantes responsivos,
em que a utilizacdo de 50 e 100% das concentracdes de NH4;NO; e todas as
doses de KNOj inclusive em sua auséncia no meio de cultura, promoveram a
formacdo de calos com capacidade organogénica. O uso de 150% de NH;NO;
em combinacdo as concentracbes de 150 e 200% de KNOs; mostrou-se
ineficiente no processo de organogénese in vitro. Ndo houve formacdo de
explantes responsivos tanto na auséncia como na utilizagdo de 200% da
concentracdo desses nutrientes no meio de cultura (Tabela 1), confirmando que o
estimulo para processos de organogénese dessa espécie € ativado na presenca de
concentracfes de 50 até 150% das fontes de N.

Quando se utilizou somente 0 KNOs, como fonte de N, a resposta foi
positiva para formacdo de explantes responsivos, resultado semelhante também
foi verificado com o uso isolado do NH;NO; (Tabela 1). Quando o N é fornecido
somente na forma de nitrato, a quantidade desse nutriente no meio de cultura é
abundante no inicio do estabelecimento do explante. Entretanto, com o

crescimento do explante, 0 meio comeca a apresentar deficiéncia desse nutriente.
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Quando o N ¢é fornecido nas formas de nitrato e amonio, inicialmente o N na
forma nitrica é consumido mais rapidamente e, posteriormente, 0 N na forma
amoniacal torna-se disponivel para ser consumido pelo explante. Em trabalho
realizado com segmentos nodais de Coffea arabica, obteve-se crescimento
minimo de brotagBes quando o cultivo foi realizado em meio contendo nitrato
como Unica fonte de N (Ribeiro et al., 2002). Desta forma fica evidenciada a
essencialidade da combinagdo de ambas as fontes no cultivo in vitro.

A andlise fatorial apresentou interacdo significativa para nimero de
brotos aos 30 e 60 dias ap6s a inoculacdo (Figuras 1A-D), com a diminuicao
e/ou aumento das concentra¢fes de NH4;NO; e KNO3.

Aos 30 dias apds a inoculacdo (DALI), os maiores nimeros de brotos (1,5
e 2,3) foram obtidos na presenca de duas situa¢fes que se comportaram de forma
linear decrescente, ou seja: pela combinagdo de maiores concentragdes de
NH;NO; com menores concentragdes de KNO; (Figura 1A). Estes resultados
demonstram que variagdes de componentes essenciais do meio MS podem
alterar o padrdo de desenvolvimento das plantas. Provavelmente, a combinacéo
de altas doses de NH4NO; com baixas de KNO; afeta positivamente a formacéo
de brotos, pois o nitrogénio contribui de forma efetiva tanto no metabolismo
celular como na regulacdo do potencial osmotico do meio de cultura. Situacéo
inversa visualizada pela Figura (1B) mostra que as concentraces de 150 % de
KNO; combinada a menores de NH4NO3; ndo necessariamente sdo satisfatorias,
pois correspondem a um numero menor de brotos (1,2) (Figura 1B).

Os resultados encontrados sdo concordantes com os de Sato et al. (2001)
que afirmam que a maioria das plantas prioriza a absorgcdo de NH;" a NOj.
Porém, situacdes contrarias também sdo verdadeiras quando se observa na
Figura (1A) um comportamento quadratico na auséncia de NH;NO; em
combinacdo KNOjs, sendo possivel estimar, pela equacdo de regressao, 0 nmero

maximo de brotos (1,3), correspondente a 100% KNO;. ConcentracGes
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crescentes de KNO; até 100% promoveram acréscimos significativos no nimero
de brotos e pode-se deduzir que concentracdes superiores a 100% de KNO; néo
sd0 necessarias para esta variavel, podendo ser toxico a partir do mesmo e
concentracfes inferiores a 50%, ndo sdo eficientes para obtencdo de maior
numero de brotos de explantes de pinhdo-manso.

Embora algumas espécies cresgam in vitro na presenca apenas de nitrato,
a maioria dos explantes derivados de plantas intactas, tecidos e 6rgéos, incorpora
nitrogénio e cresce mais rapidamente em solucdes contendo ions nitrato e
amonia do que na presenca de apenas uma dessas fontes (Pasqual, 2001).

Aos 60 dias ap6s a inoculacdo (DAI), o nimero de brotacdes (3,0 e 5,0)
por explante de pinhdo-manso também apresentou respostas semelhantes as
variagfes das concentracGes de N aos 30 (DAI), sendo que o aumento da
concentracdo de NH4NO; de 50 para 100% combinado com auséncia e
concentracbes menores de KNO; da concentragdo original do meio MS
proporcionou maior incremento de brotagdes (Figura 2A). Testando-se situacao
oposta (Figura 2B), ou seja: a combinacdo de concentracdes de KNO; associada
as concentracdes de NH4NOjs verificou-se que a melhor resposta para nimero de
brotaces (7,0) foi a combinacdo da auséncia de KNOs; com porcentagens
crescentes de NH;NOs. Também observou-se que a presenca de 150% de KNO;
em interagio com a diminuicdo das porcentagens de NH4NO; afeta
negativamente o nimero de brotagdes (1,0). De posse desses resultados pode-se
inferir que os niveis de nutrientes inorganicos nos substratos de cultivo in vitro
influenciam os processos metabdlicos nas culturas, apresentando efeito sobre o
crescimento e a diferenciacéo dos tecidos.

Sato et al. (2001), estudando a influéncia da concentracdo de nitrato de
amonio na micropropagacdo da mandioca (Manihot esculenta), verificaram que
concentracfes em torno de 50% da concentracdo original do MS favorecem o

maior nimero de brotacfes sem apresentar vitrificacdo. Silva et al. (2005)
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registraram que o incremento das concentracdes de nitrato de amodnio, na
auséncia de cinetina, aumentou o nimero de gemas e brotos em Dyckia
maritima (Bromeliaceae). Maldaner et al. (2006), ao testarem o efeito de
concentragfes de N em combinacdo com sacarose, obtiveram maior nimero de
brotos na presenca de 70% de N, em segmentos nodais de Pfaffia glomerata.
Também Araujo et al. (2009) constataram que concentracdes até 450 mg.L™" de
nitrato de aménio promoveram aumento de brotacdes na micropropagacdo de
Cattleya loddigesii (Orchidaceae). Estes resultados demonstram que as respostas
isoladas ou a interacdo entre concentraces reduzidas e/ou elevadas de N no
meio de cultivo variam em funcéo da espécie vegetal em questao.

Apdbs a transferéncia dos calos com competéncia organogénica para
camara clara (sala de crescimento), o desenvolvimento da regeneracdo de
estruturas foliares de pinhdo-manso foi acompanhado conforme Figuras (3B-E).
Passados 10 a 15 dias de estabelecimento dos calos na presenca de luz,
verificou-se inicio de formacdo de clorofila, indicando resposta ao estimulo
luminoso. A coloracdo marrom clara exibida pelos calos ndo caracterizavam
calos oxidados e estes ndo apresentaram dificuldades para regenerar suas
brotacbes (Figura 3B). A Figura (3C) torna visivel o desenvolvimento peculiar
de brotagdes no estagio inicial e broto alongado apds 2 meses de subcultivo em
meio MS contendo metade dos sais, com presenca de 150% de NH4NO3 e 50%
de KNOg, vitaminas do meio Bs e dos fitorreguladores BAP e AIA. As imagens
exibidas pela Figura (3A-F) corroboram o conceito de organogénese in vitro,
que pode ser definida como o processo no qual células e tecidos vegetais sdo
induzidos a sofrer mudangas que levam a producdo de uma estrutura unipolar,
denominada primordio vegetativo, com sistema vascular conectado com o tecido
de origem. Nos trabalhos com pinhdo-manso, essas estruturas tém sido

frequentemente observadas em diferentes explantes e de forma indireta (Sujatha
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et al., 2005; Deore & Johnson, 2008), via formacdo de calos como mostra o
trabalho.

Os calos foram novamente subcultivados e transferidos para 0 meio de
cultivo onde permaneceram por mais 2 meses e potencializaram a fase de
multiplicacdo (Figura 3D). Nessa fase, as células dos explantes adquiriram maior
competéncia e habilidade de responder a sinais hormonais com consequente
aumento da inducdo de 6rgdos. Durante essa fase, 0os autores puderam visualizar
a multipla formacdo e desenvolvimento de 6rgdos vegetativos sob a influéncia
do balanco nutricional estudado no presente trabalho.

Finalmente, brotos com aproximadamente 3cm de comprimento foram
individualizados e inoculados em meio de cultura com auséncia dos
fitorreguladores adicionados ao meio MS experimental (Figura 3E). Tais brotos
apresentavam estrutura definida e habilidade em responder ao estimulo de
enraizamento na fase final do processo de formagdo da muda. Desse modo, a
natureza manipulavel da cultura de tecidos para pinhdo-manso pode ser
explorada para a maximizagdo da multiplicacdo via organogénese in vitro, pois
estes resultados indicam que o ganho em nimero de brotos/explante pode trazer
vantagens significativas porque é um importante pardmetro de crescimento,
sendo fundamental quando se objetiva alta taxa de multiplicacdo para producédo

em larga escala de plantas.
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6 CONCLUSOES

ConcentracBes entre 50 e 100% de KNOz; e NH4NO; no meio MS
favorecem a inducdo de calos responsivos com formacdo de primérdios vegetais.
O maior nimero de brotos é obtido aos 60 dias de cultivo com
concentracdo de 150% para NH;NO; e até 100% para KNOs, em relacdo a

concentracdo padrdo do meio MS.

7 CONSIDERAGCOES FINAIS

Apos avaliagdo das condicOes de cultivo para o desenvolvimento de
protocolo via organogénese in vitro em pinhdo-manso, recomenda-se a
realizacdo do seguinte protocolo:
= Assepsia das sementes;
= Cultivo dos embrides em luz branca (sala de crescimento);
=  Obtencdo da plantula in vitro ap6s 10 dias de cultivo;
= Retirada do segmento foliar de folhas cotiledonares in vitro;

* Inoculagcdo em meio MS % dos sais, sendo 150% NH;NO; + 50%
KNO;; 1mg.L™" de BAP + 0,5 mg.L™ de IAA; vitaminas Bs, 30g.L™ de
sacarose; 6g.L 7 de &gar e filme plastico como vedag&o;

=  Manter a cultura na auséncia de luz por 60 a 90 dias;

= Transferir para luz (sala de crescimento) e, apés 15 dias, repicagem dos
calos e transferéncia para novo meio para multiplicacéo;

= Apds 2 meses, repicagem dos brotos para meio de enraizamento (etapa

ndo concluida).
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ANEXOS

TABELA 1 Efeito de concentracBes de nitrogénio do meio Murashige & Skoog (1962)
na formacdo de explantes responsivos de folhas cotiledonares de pinhdo-
manso (Jatropha curcas) cultivadas in vitro por 30 dias ap6s a inoculagdo.*

Explante responsivo

NH.NO; (%) KNO3; (%)

0 50 100 150 200
0 0bB 1aA 1aA 1aA 1aA
50 1aA 1aA 1aA 1aA 1aA
100 1aA 1aA 1aA 1aA 1aA
150 1aA 1aA 1aA 0bB 0bB
200 0 bA 0 bA 0 bA 0 bA 0 bA

* Médias seguidas por letras distintas, miniscula na vertical e maitscula na horizontal,
diferem entre si, pelo teste F, a 5 % de probabilidade.
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FIGURA 1. Efeito de concentragdes de nitrogénio do meio Murashige & Skoog
(1962) na formacdo de brotos em explantes de folhas cotiledonares
de pinhdo-manso (Jatropha curcas) cultivados in vitro por 30 dias
apos a inoculago.
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y 50 NH,NO,= -0,0132x + 3,19 R?=0,8437
y 100 NH,NO,= -0,0232x + 4,598 R?= 0,964

0 T T T
0 50 100 150 200
KNO, (%)
m 50 NH4NO3 @ 100 NH4NO3
A
8 y 0 KNO4= 0,037x + 0,65 R%= 0,9654
*
~ 7 y 150 KNO,= -0,0275x + 4,55 R?=0,7741
3 6
25
N
83
22
m
1
0 A4 T T L A
0 50 100 150 200
NH,NO, (%)
B * 0 KNO3 m 150 KNO3

FIGURA 2 Efeito de concentracGes de nitrogénio do meio Murashige & Skoog
(1962) na formacgéo de brotos em explantes de folhas cotiledonares
de pinhdo-manso (Jatropha curcas) cultivados in vitro por 60 dias
apos a inoculacéo.
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FIGURA 3 Organogénese de explantes de pinhdo-manso (Jatropha curcas)
oriundos de folhas cotiledonares: (A) explante responsivo aos 30
(DA, (B) explante com inicio de formagdo de clorofila apés 15
dias de transferéncia para camara clara, (C) desenvolvimento das
brotacGes adventicias apdés 2 meses em camara clara, (D)
multiplicacdo de brotos e (E) brotos apdés 4 meses com
aproximadamente 3cm de comprimento pronto para iniciar a
formacéo de raizes.
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