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RESUMO GERAL 

 
NUNES, Claudinéia Ferreira. Organogênese e características 
morfoanatômicas de pinhão-manso.  2010. 101 p. Tese (Doutorado em 
Agronomia/Fitotecnia) - Universidade Federal de Lavras, Lavras.* 

 
Mediante a necessidade de produção de insumos aos biocombustíveis e 

da ampliação do conhecimento da espécie Jatropha curcas, o objetivo deste 
trabalho foi analisar aspectos da germinação de embriões zigóticos e a 
organogênese in vitro, bem como caracterizar, morfologicamente, folhas e calos 
de pinhão-manso. Os resultados permitem afirmar que o IVG é maior em 30ºC. 
Maior número de plântulas normais é obtido na luz branca e plântulas mais 
desenvolvidas na ausência de luz.  Seu desenvolvimento ocorre em ausência e 
presença de luz, caracterizando-a como fotoblástica neutra. Pode ser 
caracterizada como espécie anfihipoestomática, com maior presença de 
estômatos na face abaxial, independente da condição de luz ou temperatura. O 
meio MS com metade da concentração dos sais favorece a formação de calos. A 
intensidade da coloração do calo e a fonte de explante são parâmetros que 
devem ser usados na avaliação e na escolha de um tratamento objetivando a 
organogênese. O BAP proporciona maiores índices de formação de gemas e 
brotações e a regeneração de gemas, utilizando como fonte de explantes folhas 
cotiledonares de plântulas in vitro, é desejável para a resposta morfogenética. A 
ausência de água de coco no meio de cultivo favorece a multiplicação das 
brotações. O uso do filme plástico, seguido da tampa de polipropileno com 
filtro, tem efeito positivo na indução da organogênese em explantes de pinhão-
manso. As características de formação de gemas sobre a superfície dos explantes 
de pinhão-manso podem ser utilizadas como descritores da organogênese, sendo 
que as estruturas formadas, em meio nutritivo com menores concentrações de 
água de coco e uso de vedações que permita o mínimo de troca gasosa com o 
meio externo, são satisfatórias. Recomendam-se concentrações entre 50 e 100% 
de KNO3 e NH4NO3 no meio MS pois favorecem a indução de calos responsivos 
com formação de primórdios vegetais. O maior número de brotos é obtido aos 
60 dias de cultivo com concentração de 150% para NH4NO3 e até 100% para 
KNO3, em relação à concentração padrão do meio MS. 

                                                           
* Comitê 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 ºC. 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 KNO3 
and NH4NO3 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 NH4NO3 and up to 100% to 
KNO3, compared to the standard concentration of MS medium. 

 
 
 
* Guidance committee: Dr Moacir Pasqual – UFLA (Adviser); Dra. Aparecida   

Gomes de Araujo – UFLA. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 
 

A utilização da biomassa para fornecer energia tem sido fundamental 

para o desenvolvimento da civilização. Biomassa contribui para uma parte 

significativa do consumo global de energia primária e sua importância tende a 

aumentar no futuro cenário energético mundial (Vasudevan et al., 2005). Para 

Urquiaga et al. (2005), os biocombustíveis também favorecem a sustentabilidade 

ambiental através da redução no uso de energia fóssil pela sociedade, com 

conseqüente diminuição na emissão de gases de efeito estufa. 

O pinhão-manso, de nome científico Jatropha curcas, pertence à família 

Euphorbiaceae e tem sido reconhecido como mais uma boa opção no leque de 

plantas oleaginosas para a produção de biodiesel. Na América Central, seu mais 

provável local de origem, o pinhão-manso foi largamente utilizado na indústria 

de sabão e igualmente em cercas-vivas, mas, atualmente, os interesses pela 

planta têm tido relação com a produção de combustível renovável (Durães & 

Laviola, 2009).  

O pinhão manso é uma cultura que possui potencial de rendimento de 

grãos e óleos e, em sua fase inicial, permite o cultivo em consórcio com outras 

culturas de interesse econômico e alimentar. Além disso, não concorre 

diretamente com a agricultura de alimentos, por ser uma espécie não alimentar. 

Por todos esses motivos, essa oleaginosa é considerada uma cultura potencial 

para atender a produção do biocombustível. 

Mediante o emprego racional de suas técnicas, a cultura de tecidos pode 

tanto propiciar a produção comercial contínua de mudas de pinhão-manso de 

alta qualidade, como gerar variabilidade, tão importante para o melhoramento 

genético. E, assim, em interação com as modernas técnicas da biotecnologia, ter 

uma participação essencial no atendimento à crescente demanda de matéria 

prima para o setor agroenergético.  
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As pesquisas colocam em evidência o entendimento e a utilização da 

espécie para a produção de óleo e o desenvolvimento de sistemas produtivos. No 

entanto, é preciso que a espécie seja domesticada e domesticar o pinhão manso 

significa gerar valor para uma espécie de ocorrência 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 (Durães & Laviola, 2009).  

Estes esforços focam o estado da arte sobre o entendimento e a utilização 

da espécie no Brasil e no mundo e buscam atender às exigências do mercado 

competitivo e o tempo necessário para que a ciência possa produzir resultados e 

efeitos consolidados para o entendimento e utilização adequada da espécie. 

Objetivou-se, com este trabalho, analisar aspectos da germinação de 

embriões zigóticos e a organogênese in vitro, bem como caracterizar, 

morfologicamente, folhas e calos de pinhão-manso. 

 

2 REFERENCIAL TEÓRICO 
 

2.1 Aspectos gerais do pinhão-manso (Jatropha curcas L.) 
 
Jatropha curcas é o nome científico de uma planta do gênero jatropha, 

da família Euforbiaceae, denominada popularmente como pinhão-manso, 

purgueira, pinha de purga, dentre outros nomes populares. 

O gênero Jatropha contém cerca de 175 espécies conhecidas, com 

variações significativas em relação à resistência/tolerância a pragas e doenças, 

ao perfil dos ácidos graxos presentes no óleo, ao padrão de florescimento e 

frutificação. Linnaeus (1753) foi o primeiro a nomear o pinhão-manso de curcas 

L. em "Species Plantarum". O nome do gênero Jatropha deriva da palavra grega 

iatrós (doutor) e trophé (comida), implicando as suas propriedades medicinais 

(Heller, 1996). 
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Existem pesquisadores que consideram o pinhão-manso nativo do Brasil, 

mas, conforme o Anuário Brasileiro de Agroenergia - ABA (2007), seu mais 

provável local de origem é a América Central; outros autores, como Tominaga et 

al. (2007), apontam o México como seu país de origem; os índios que migraram 

da América do Norte para a América do Sul, há mais de dez mil anos, seriam os 

responsáveis por sua distribuição do México até a Argentina, incluindo o Brasil.  

O pinhão-manso tem a sua ampla distribuição em regiões tropicais e 

subtropicais, como México, América Central, Brasil, Bolívia, Peru, Argentina e 

Paraguai. Jatropha curcas (L.) é uma espécie natural introduzida no Brasil há 

séculos e está dispersa em grande parte do território nacional, na forma de 

plantas isoladas ou reduzidos maciços em pequenas alamedas e cercas, quintais e 

sítios, indicando forte ação antrópica para manutenção e disseminação da 

espécie. 

O pinhão-manso é um arbusto que pode atingir mais de 3 metros de 

altura e segue a arquitetura clássica das euforbiáceas, sendo a primeira 

inflorescência apical, com a emissão de dois novos ramos secundários, que 

passam a ser axilares até o surgimento de novas inflorescências que, por sua vez, 

impedem novamente o crescimento apical, surgindo dois novos ramos, os ramos 

terciários. Planta perene, com folhas decíduas na estação seca, ressurgindo logo 

após as primeiras chuvas e é também uma planta xerófita, com elevada 

resistência a seca (Arruda et al., 2004; Saturnino et al., 2005). É uma planta de 

região quente, embora se desenvolva bem em baixas temperaturas e pode 

suportar geada leve. A produtividade do pinhão-manso é bastante variável, em 

função da região de plantio, método de cultivo e tratos culturais (Arruda et al., 

2004). 

Apresenta muitos atributos, múltiplos usos, podendo ser usada para 

prevenir e/ou controlar erosão, cultivada como cerca viva, útil na produção de 

sabão, vela, pesticida e possui efeitos farmacológicos apresentados pelas folhas, 
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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 última utilização tem 

implicações importantes para práticas de substituição de combustíveis fósseis. 

Estas características, juntamente com a sua versatilidade tornam-o de 

importância vital para os países em desenvolvimento (Kumar & Sharma, 2008).  

Inicialmente na década de 1980 e, mais recentemente, a partir de 2005, a 

espécie está sendo plantada em áreas comerciais e experimentais, visando seu 

entendimento e aproveitamento para a produção de óleos (Durães & Laviola, 

2009). Apesar de ser considerada uma planta rústica, adaptada a condições 

edafoclimáticas marginais, o pinhão-manso necessita da aplicação de 

tecnologias de cultivo (adubação, controle de pragas e doenças, práticas de 

manejo, etc.) para apresentar níveis econômicos de produção. 

  

2.2 O pinhão-manso como cultura agroenergética 
 

O Brasil precisa de óleos de qualidade e busca, nas matérias-primas 

convencionais e potenciais, oportunidades para ofertar quantidades consistentes 

destes produtos e atender às crescentes demandas nacionais e globais. As 

espécies convencionais são culturas “com domínio tecnológico” e cadeias 

produtivas consolidadas. Dentre as espécies potenciais, o pinhão manso 

(Jatropha curcas L.) tem sido considerado como uma das alternativas de 

interesse, com o objetivo de transformá-la de espécie natural em espécie 

cultivada, em bases científicas.  

Durães & Laviola (2009) destacam que o pinhão manso se tornou uma 

matéria prima atrativa para produção de biodiesel por apresentar um elevado 

potencial de rendimento de grãos e óleo: a produtividade do pinhão manso pode 

ser de três a quatro vezes superior a da soja, que está em torno de 500 litros/ha. 

Além disso, o pinhão manso é uma espécie não alimentar, ou seja, não concorre 
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diretamente com a agricultura de alimentos. A espécie possui, também, 

características compatíveis com o perfil da agricultura familiar: é uma espécie 

perene, não necessita de renovação anual do cultivo, dependente de mão-de-obra 

e os espaçamentos adotados permitem, nos primeiros anos de cultivo, o 

consórcio com outras culturas, podendo se produzir, em uma mesma área, 

matéria-prima para produção de energia e alimento. Estas características 

somadas a outras fazem com que o pinhão-manso se torne uma oleaginosa com 

potencial para atender ao Programa Nacional de Produção de Biodiesel. Deste 

modo, a sua importância envolve, além da inclusão social da agricultura 

familiar, a possibilidade de diversificação na matriz agroenergética.  

No entanto, existem alguns desafios técnicos e científicos para a inserção 

do pinhão-manso na matriz energética de biocombustíveis no Brasil que podem 

ser analisados através de três aspectos: Primeiro, tecnologia de produção e 

produtividade da cultura: necessidade de conhecimentos científicos que 

fundamentem e dêem base genética aos descritores botânicos, melhoramento e 

sistemas de produção; segundo, limitações normativas para o cultivo do pinhão-

manso: registro nacional de cultivares (RNC) e exploração comercial; e terceiro, 

qualidade do óleo vegetal e aproveitamento da torta: presença de fatores 

antinutricionais, alergênicos e tóxicos (como a curcina e ésteres de forbol) 

(Durães & Laviola, 2009). 

Os desafios do cultivo do pinhão-manso requerem a coordenação de 

esforços e, para fazer frente a essa demanda, é necessário articular e trabalhar 

com perspectivas de alta densidade científica e tecnológica, visando otimizar o 

uso de recursos para definir tecnologias e estratégias que viabilizem a inserção 

do pinhão-manso na cadeia produtiva do biodiesel. 
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2.3 Importância da luz e da temperatura na germinação 
 

A germinação é o conjunto de processos fisiológicos e uma sequência 

ordenada de atividades metabólicas divididas em fases, que resulta na formação 

de uma plântula, sendo uma etapa importante para iniciação da cultura in vitro 

de tecidos vegetais e também uma estratégia promissora na obtenção de plantas 

em grande quantidade (Kulkami et al., 2006).  

Tanto as características de natureza extrínseca (fatores do ambiente 

físico) e intrínseca, ou seja, os processos fisio-metabólicos interferem nas 

respostas de germinação e desenvolvimento de diferentes espécies. Entre eles, a 

luz e a temperatura.  

A temperatura é um fator ambiental crucial na germinação de sementes e 

embriões in vitro, pois afeta tanto a porcentagem final como também a 

velocidade de germinação; além disso, ainda está relacionada com as reações 

bioquímicas necessárias para o início do processo germinativo. A temperatura 

afeta o processo germinativo de três maneiras distintas: sobre o total de 

germinação, sobre a velocidade de germinação e sobre a uniformidade de 

germinação (Carvalho & Nakagawa, 2000). 

A germinação será mais rápida e o processo mais eficiente quanto maior 

for a temperatura, dentro de certos limites. A temperatura ótima, para a maioria 

das espécies cultivadas, encontra-se entre 20-30°C. Abaixo da temperatura ótima 

há redução da velocidade do processo, o que pode também levar a uma redução 

no total de germinação. Carvalho & Nakagawa (2000) relatam também que a 

temperatura ótima para a germinação varia de acordo com as espécies, sendo 

esta definida geneticamente e, também, em função das condições fisiológicas 

das sementes. 

A luz é outro fator ambiental que desencadeia sinais internos de ativação 

ou inativação de vias metabólicas nas sementes, nas plantas (Bhattacharya & 

Khuspe, 2001; Kerbauy, 2008) e nos embriões zigóticos in vitro. 
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As respostas de desenvolvimento das plantas às propriedades do 

ambiente de luz são coletivamente referidas como fotomorfogênese. Respostas 

fotomorfogenéticas envolvem a ação de várias classes distintas de 

fotorreceptores, incluindo os fitocromos, que são sensíveis às diferentes regiões 

do espectro luminoso. Os fitocromos são cromoproteínas interconversíveis entre 

a forma inativa e ativa. Quando a forma inativa absorve luz vermelha ou luz 

azul, altera a conformação estrutural de seu cromóforo e se converte em forma 

ativa, e ao absorver na faixa do vermelho extremo retorna à forma inativa. A 

resposta à luz dependerá da fluência luminosa, da qualidade e da quantidade de 

luz inserida no processo. Sementes e/ou embriões in vitro de diferentes espécies 

emitem respostas fisiológicas distintas conforme a qualidade e intensidade de luz 

(Kulkami et al., 2006). A transição da condição heterotrófica do embrião, 

dependente das reservas nutritivas, para o estágio autotrófico da plântula é 

regulado pela luz (Kerbauy, 2008).  

A avaliação de diferentes qualidades de luz no desenvolvimento vegetal 

revela variações nos parâmetros morfológicos e fisiológicos e na otimização da 

produção de metabólitos primários e especiais (Islam et al., 1999; Victorio et al., 

2007a; Victorio et al., 2007b). Com base na sensibilidade ao estímulo luminoso, 

as sementes e/ou embriões in vitro são classificados em três categorias: 

fotoblásticas positivas, negativas e neutras. Fotoblásticas positivas possuem a 

germinação promovida pela luz branca, não germinando no escuro. Por outro 

lado, as fotoblásticas negativas apresentam germinação inibida pela luz branca, 

enquanto as neutras são indiferentes à luz (Carvalho & Nakagawa, 2000). 

Várias técnicas para manipulação da qualidade da luz e da temperatura 

têm sido utilizadas na multiplicação de plantas. Alguns trabalhos mostram 

efeitos marcantes sobre a fotomorfogênese de plantas, seja pela iluminação 

artificial ou coberturas coloridas que modificam a radiação por elas transmitida 

(Menezes et al., 2004; Stefanello et al., 2008; Victorio & Lage, 2009). 
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2.4 Aspectos gerais da organogênese in vitro 
 

A cultura de tecidos vegetais compreende um conjunto de técnicas, nas 

quais um explante (célula, tecido ou órgão) é isolado e cultivado em condições 

assépticas sobre um meio nutritivo artificial. O fundamento básico da cultura de 

tecidos é a totipotencialidade das células, segundo o qual qualquer célula no 

organismo vegetal contém toda a informação genética necessária à regeneração 

de uma planta completa (Pasqual, 2000). Dessa forma, é uma importante 

ferramenta, não só na genética e no melhoramento de plantas, como também 

pode auxiliar em inúmeras áreas da agricultura (Ramalho et al., 1997). 

A cultura de tecidos vegetais é uma técnica vantajosa, quando aplicada a 

variedades de importância econômica que possuem pouco material e necessitam 

ser propagadas em curto período de tempo e em grande escala, destacando-se 

como alternativa importante para a multiplicação da espécie Jatropha curcas. 

O estabelecimento in vitro do pinhão-manso (Jatropha curcas L.) é 

essencial quando se deseja fazer a manutenção da espécie, utilizando-se 

procedimentos biotecnológicos. Para tanto, devem estar disponíveis, na 

literatura, protocolos para obtenção de plântulas, material juvenil para utilização 

como explante, bem como protocolos de organogênese e embriogênese somática 

de plantas a partir de hipocótilo, raiz, ápices meristemáticos, gemas e segmentos 

nodais e foliares. 

A organogênese in vitro pode ser definida como o processo no qual 

células e tecidos vegetais são induzidos a sofrer mudanças que levam à produção 

de uma estrutura unipolar, denominada primórdio vegetativo, cujo sistema 

vascular está frequentemente conectado com o tecido de origem. Pode ocorrer 

diretamente, a partir de células do explante original, ou indiretamente, via 

formação de calos (Grattapaglia & Machado, 1998). 
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Inúmeros fatores podem estar, direta ou indiretamente, envolvidos com o 

sucesso da morfogênese in vitro, podendo citar como exemplos: o tipo de 

explante, o balanço de fitorreguladores, a disponibilidade de nutrientes, as 

condições ambientais nas quais se dá 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 indução do processo 

organogênico, ocasionando variações na eficiência de regeneração. 

Em geral, são reconhecidas três fases da organogênese, com base na 

natureza manipulável da cultura de tecidos no controle da mesma. Na primeira 

fase, as células dos explantes adquirem competência, a qual é definida como a 

habilidade de responder a sinais hormonais de indução de órgãos. O processo de 

aquisição da competência organogênica é referido como desdiferenciação, no 

qual a competência das células dos explantes cultivados é canalizada e 

determinada para a formação de um órgão específico sob a influência de fatores 

exógenos como os fitohormônios durante a segunda fase. Então, a morfogênese 

ocorre independentemente dos estímulos exógenos durante a terceira fase 

(Sugiyama, 1999). 

Já existem vários estudos publicados sobre a regeneração 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 

informações ainda são incipientes. Diversos fatores contribuem para isso e um 

dos principais é a variação da resposta entre genótipos. As variações são mais 

evidentes quando são 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 vários explantes utilizados, das diversas 

condições ambientais de incubação, como luz, temperatura e fotoperíodo, 
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balanço de fitorreguladores, tipos de frascos e suas vedações, meios de cultura e 

suas variações, dentre outros fatores. 

A despeito da importância dos estudos morfológicos para a 

organogênese, pouco tem sido publicado em Jatropha curcas. Para visualizar a 

via de regeneração in vitro, diferenciando-se gemas caulinares de estruturas 

foliares isoladas, devem ser realizados estudos de diferenciação morfológica. A 

formação organogênica de estruturas foliares isoladas compromete o sucesso da 

cultura in vitro, pois a presença de meristema apical caulinar é essencial para a 

produção de brotos. Depois de caracterizar a via de regeneração, podem-se 

estabelecer melhores condições de cultivo, para o estabelecimento de protocolos 

eficientes na indução e obtenção de plantas.  
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CAPÍTULO 2 
 

QUALIDADE DE LUZ E TEMPERATURA NA GERMINAÇÃO  
IN VITRO DE EMBRIÕES DE PINHÃO-MANSO 
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1 RESUMO 
 

O pinhão-manso possui potencial para o mercado agroenergético devido 
à alta produtividade de frutos e acúmulo de altos níveis de óleo. Existem muitas 
informações sobre características agronômicas do pinhão-manso e poucas sobre 
exigências de luz e temperatura no processo germinativo de suas sementes in 
vitro. Objetivou-se estudar os efeitos de diferentes condições de luz e 
temperatura na germinação in vitro de embriões e descrever a anatomia foliar de 
plântulas de Jatropha curcas cultivadas nessas mesmas condições. Embriões 
zigóticos de pinhão-manso foram inoculados individualmente em tubos de 
ensaio contendo 15 mL do meio básico de Murashige & Skoog (MS), acrescido 
de 30 g L-1 de sacarose e 6 g L-1 de ágar. Os tratamentos consistiram do cultivo 
desses embriões em diferentes condições, combinadas entre si: temperatura (25 e 
30 ºC) e qualidade de luz (branca, vermelha, vermelha extrema e ausência de 
luz). O delineamento experimental foi o inteiramente ao acaso. Avaliaram-se 
características fitotécnicas das plântulas e anatomia das folhas das plântulas 
oriundas dos embriões cultivados in vitro. Para a análise das estruturas 
anatômicas foram utilizadas técnicas de microscopia de luz e de varredura no 
material botânico fixado. O IVG é maior em 30ºC. Maior número de plântulas 
normais é obtido na luz branca e plântulas mais desenvolvidas na ausência de 
luz. O desenvolvimento da espécie estudada ocorre em condições de ausência e 
presença de luz, caracterizando-a como fotoblástica neutra. O pinhão-manso 
pode ser caracterizado como espécie anfihipoestomática, com maior presença de 
estômatos na face abaxial, independente da condição 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-1 of sucrose and 6 g L-1 of agar. 
The treatments consisted of growing these embryos in different conditions, 
combined with each other: temperature (25 and 30ºC) 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 IVG is greater in 30ºC. 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 INTRODUÇÃO 

 
O sistema de produção de biocombustível pode cooperar com o 

desenvolvimento econômico de diversas regiões do Brasil, uma vez que é 

possível explorar, de acordo com as condições edafoclimáticas, a melhor 

alternativa de matéria-prima, no caso fontes de óleos vegetais tais como óleo de 

pinhão-manso (Jatropha curcas L.), mamona (Ricinus communis L.) e girassol 

(Helianthus annuus). O pinhão-manso, destaque como planta oleaginosa 

promissora, é uma espécie arbustiva ou arbórea de médio porte, pertencente à 

família Euphorbiaceae, de ocorrência espontânea desde o Maranhão até o 

Paraná. A planta é resistente à seca e apresenta crescimento mais rápido em 

regiões de clima quente (Arruda et al., 2004). 

O pinhão-manso não apresenta entraves na germinação in situ, mas a 

desuniformidade das plântulas, a indisponibilidade de genes de interesse ao 

melhoramento como os de resistência a pragas e doenças ou os genes 

relacionados ao metabolismo dos ácidos graxos, não estão disponíveis, devido às 

barreiras interespecíficas. Barreiras deste tipo e a desuniformidade podem ser 

rompidas com o auxílio de técnicas como a cultura de embriões. A propagação 

in vitro, pela cultura de embriões, torna-se uma ferramenta bastante valiosa, uma 

vez que permite, dentre outras aplicações, o conhecimento da fisiologia da 

germinação, o fornecimento de explantes juvenis para propagação clonal e a 

aceleração dos programas de melhoramento.  

Estudos promissores sobre o comportamento germinativo de espécies de 

Jatropha têm sido realizados com a técnica da cultura de embriões zigóticos, 

sendo que os principais resultados estão relacionados ao aumento das taxas de 

germinação, uniformidade das plantas e conversão de plântulas viáveis 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 germinação. Para 

muitas espécies, o fornecimento de condições ideais de luz e temperatura 

determinará tanto a quantidade de material germinativo como a velocidade de 

germinação (Menezes et al., 2004), permitindo uma compreensão mais precisa 

dos mecanismos que regulam a longevidade do material vegetal em condições in 

vitro ou no solo e o posterior estabelecimento das plantas em condições naturais. 

Existe grande variabilidade de respostas germinativas em função da luz. 

A germinação das sementes ou de embriões zigóticos de espécies fotossensíveis 

pode ser estimulada ou inibida, dependendo da qualidade espectral da luz. Para 

essas respostas existe um pigmento receptor, o fitocromo, responsável pela 

captação de sinais luminosos, que podem ou não desencadear a germinação. 

Esse pigmento se encontra em todas as plantas superiores e ao absorver luz num 

determinado comprimento de onda, muda sua estrutura bioquímica e permite, ou 

não, a resposta fotomorfogenética (Borges & Reno, 1993). Aparentemente, o 

fitocromo está sempre associado ao funcionamento das membranas biológicas, 

regulando, provavelmente, sua permeabilidade e controlando dessa maneira, o 

fluxo de inúmeras substâncias dentro das células e entre elas (Taiz & Zeiger, 

2004). 

A temperatura age sobre a velocidade de absorção de água e também 

sobre as reações bioquímicas que determinam todo o processo e, em 

consequência, afeta tanto a velocidade e uniformidade de germinação, como a 

germinação total. A germinação só ocorre dentro de determinados limites de 

temperatura, nos quais existe uma temperatura ótima, ou faixa de temperaturas, 

na qual o processo ocorre com a máxima eficiência, obtendo-se o máximo de 

germinação no menor período possível (Carvalho & Nakagawa, 2000). 

A influência da luz e da temperatura na germinação ex vitro ou in vitro 

das espécies tem sido estudada como uma forma de avaliar quais as condições 

ambientais mais favoráveis ao processo germinativo em ambientes naturais.  
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Os atributos luz e temperatura no ambiente de cultivo influenciam 

aspectos anatômicos e fisiológicos, interferindo na qualidade das plantas. A 

estrutura da folha pode ser grandemente influenciada pelo nível de luz e 

temperatura durante o crescimento in vitro. O aumento nos níveis de luz e 

temperatura pode proporcionar aumentos nas espessuras dos tecidos que 

compõem o limbo foliar (Dickison, 2000).  

A anatomia foliar em Jatropha ainda é pouco estudada e os trabalhos 

descritivos não apresentam abordagem específica para o gênero curcas (Dehgan, 

1980; Olowokudejo, 1993). 

Os reduzidos estudos existentes, enfocando a germinação in vitro de 

embriões zigóticos em espécies oleaginosas perenes e sua caracterização 

anatômica, motivaram este trabalho com o objetivo de estudar os efeitos de 

diferentes condições de luz e temperatura na germinação in vitro de embriões e 

descrever a anatomia foliar de plântulas de Jatropha curcas. 

 

4 MATERIAL E MÉTODOS 
 

O trabalho foi realizado no Laboratório 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 Oracília, acesso selecionado do banco de germoplasma 

do município de Janaúba (MG), cedidas pela empresa NNE Minas Agroflorestal. 

As sementes para manutenção de sua qualidade foram armazenadas por seis 

meses sob condições de câmara fria (temperatura de 10ºC e umidade relativa de 

60%), no Setor de Sementes do Departamento de Agricultura da Universidade 

Federal de Lavras – UFLA. As sementes tiveram o invólucro exterior 

(tegumento) removido e foram submetidas à assepsia pela imersão em água 

destilada, com duas gotas de detergente comercial por 1 min, em álcool 70% v/v 
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por 1 min e em hipoclorito de sódio 1% v/v por 20 min, sob agitação constante. 

Os agentes desinfestantes foram removidos com tríplice lavagem em água 

destilada estéril, permanecendo por trinta minutos na quarta água, para posterior 

utilização. 

Em câmara de fluxo laminar, os tegumentos das sementes foram 

separados longitudinalmente pela região oposta à micrópila, sendo os embriões 

excisados e a seguir colocados, individualmente, em tubos de ensaio de 25x150 

mm, com 15 mL do meio de cultivo MS (Murashige & Skoog, 1962) 

distribuídos em grades. 

Para avaliar o desenvolvimento dos embriões, câmaras de germinadores 

tipo BOD, com fotoperíodo de 16h/8h, foram utilizadas e aplicaram-se como 

tratamentos as combinações dos seguintes fatores: temperaturas (25ºC e 30 ºC) e 

condições de luz (branca, vermelha, vermelha extrema e ausência de luz). 

Para se obter a luz branca, as grades foram revestidas com duas camadas 

de papel celofane transparente e expostas à luz produzida por quatro lâmpadas 

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 indicações de Menezes et al. (2004). A 

ausência de luz foi obtida pelo uso de papel laminado e tecido TNT preto 

envolvendo as grades. 

As observações fitotécnicas foram feitas diariamente, durante 10 dias. O 

monitoramento das avaliações foi realizado sob luz verde fraca de segurança e 

analisados os seguintes parâmetros: índice de velocidade de germinação (IVG), 

conforme Maguire (1962): IVG = G1/N1 + G2/N2 + ... + Gn/Nn onde: G1, G2, 

Gn = número de plântulas germinadas na primeira, segunda, até a última 

contagem e N1, N2, Nn = número de dias desde o primeiro, segundo, até a 
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última contagem, porcentagem de germinação, plântulas normais e anormais e 

comprimento de plântulas aos 10 dias após a inoculação.  

Os embriões foram considerados germinados após crescimento do eixo 

embrionário e expansão dos cotilédones. 

O critério adotado para descrição de plântulas normais, além do 

desenvolvimento da plúmula e da raiz primária na mesma estrutura, foi a 

expansão cotiledonar e, esporadicamente, o desenvolvimento de raízes 

secundárias. Plântulas com aspecto hiperídrico e cujo crescimento da plúmula e 

da raiz primária mostrou-se atrofiado, e ausência de expansão cotiledonar, foram 

consideradas anormais.  

As avaliações anatômicas foram realizadas ao término do experimento e 

as plântulas selecionadas foram fixadas em álcool etílico 70% até a realização 

das análises. 

Para caracterização da anatomia foliar foram mensurados espessura das 

epidermes abaxial e adaxial, parênquimas paliçádico e esponjoso (características 

de limbo foliar) em microscopia de luz, segundo protocolo de Kraus & Arduin 

(1997). As fotomicrografias foram realizadas no Laboratório de Anatomia 

Vegetal do Departamento de Biologia da UFLA, utilizando-se máquina 

fotográfica acoplada a um microscópio Olympus modelo BX 60 em objetiva de 

10x.  

Para melhor definição da epiderme e estômatos, porções da região 

mediana da folha foram desidratadas em série etanólica crescente, utilizando-se 

ponto crítico, em seguida as amostras foram metalizadas e observadas ao 

Microscópio Eletrônico de Varredura (MEV), modelo Zeiss DSM 940, 

realizadas no Laboratório de Microscopia do Departamento de Fitopatologia, 

segundo protocolo de Alves (2004). 

O delineamento estatístico foi inteiramente casualizado, em esquema 

fatorial 2 x 4 (duas temperaturas e quatro condições de luz) com 6 repetições de 
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12 embriões 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 DISCUSSÃO 
 
O índice de velocidade de germinação de embriões zigóticos de pinhão-

manso sofreu influência da temperatura (Figura 1A), e não respondeu às 

diferentes condições de luz (Tabela 1). Os embriões responderam bem quando 

incubados em temperatura de 30ºC, condição esta que permitiu aos embriões 

germinarem do segundo ao sétimo dia, demonstrando assim alta sincronização 

em relação à variável analisada.  

Sementes e embriões têm a capacidade de germinar dentro de uma 

determinada faixa de temperatura, peculiar a cada espécie, mas o tempo 

necessário para se obter a porcentagem máxima de germinação é dependente da 

temperatura (Malavasi, 1998). Percebe-se que a germinação foi mais rápida e o 

processo mais eficiente, quando a temperatura passou de 25ºC para 30ºC (Figura 

1A), correspondendo de forma satisfatória a um IVG de 5,63, superior ao 

resultado de 4,60 obtido na condição de temperatura de 25ºC, caracterizando 

menor velocidade do processo. De acordo com os resultados obtidos, o índice de 

velocidade de germinação foi mais expressivo quando estes embriões foram 

expostos a condições elevadas de temperatura. 

Embora tenha ocorrido diferença significativa no índice de velocidade de 

germinação em relação à temperatura, os resultados não mostraram tendência 

significativa para porcentagem de germinação dos embriões zigóticos de pinhão-

manso em relação aos fatores analisados. A germinabilidade foi elevada em 

todas as condições de luz avaliadas (acima de 90%), independentemente da 

temperatura (Tabela 1).  
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Existe ampla variação nas respostas germinativas em função da 

sensibilidade à luz para as diferentes espécies, porém, embriões de pinhão-

manso comportaram-se como indiferentes à luz, pois foram capazes de germinar 

sob todos os estímulos luminosos avaliados. Possivelmente, embriões de pinhão-

manso não exibem fotossensibilidade pois desencadeiam a germinação, em 

condição de pouca ou na ausência de luz. Para Takaki (2001), que recomenda a 

forma do fitocromo para classificar a reação das sementes frente à luz, pode-se 

dizer que o pinhão-manso possui fitocromo na forma ativa suficiente para 

induzir a germinação de embriões zigóticos na ausência da luz. 

De acordo com os resultados, ainda que não haja diferença significativa, 

a espécie J.curcas requer faixas elevadas de temperatura para que ocorra a 

germinação, independente da condição de luz. Isto corrobora a hipótese de que a 

temperatura pode regular a germinação de maneira a determinar sua capacidade 

e taxa de germinação.  

O processo germinativo da espécie J. curcas é eficiente tanto a 

temperaturas constantes de 25ºC quanto de 30ºC em condições in vitro, como 

evidencia o trabalho. Resultados semelhantes foram observados por Martins et 

al. (2008) que estudaram temperaturas alternadas de 20-30ºC, em sementes de 

pinhão-manso, quando cultivadas em substrato areia ou papel.  

A espécie em estudo, quando cultivada in vitro, requer pouco mais de 5 

dias de incubação para completar seu processo de desenvolvimento, alcançando 

a fase de plântula e exibindo radicelas, hipocótilo e folhas cotiledonares, dando 

origem a plântulas completas. Estas foram influenciadas positivamente pelas 

condições de luz e o efeito produzido por esse fator revelou maior formação de 

plântulas normais na luz branca e na ausência de luz, respectivamente. Menor 

predominância desta variável foi verificada na condição de luz vermelha. Efeito 

contrário foi observado para plântulas anormais mantidas na luz vermelha e 

vermelha extrema, nas quais apresentaram os melhores resultados, diferindo dos 
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demais estímulos luminosos com respostas inferiores (Tabela 1). Este 

comportamento é apenas quantitativo porque a formação de plântulas normais 

e/ou anormais ocorreu tanto na presença como na ausência de luz. O 

desenvolvimento de plântulas, como eventos fotomorfogênicos, está 

condicionado à disponibilidade de luz e respondem tanto à presença como à 

ausência. 

A temperatura de 30ºC correspondeu a uma maior incidência de plântula 

normal (Figura 1B), independente das condições de luz. A condição mais 

adequada para germinação de sementes e/ou embriões zigóticos de uma 

determinada espécie é aquela que permite alcançar o maior número de plântulas 

normais, associado a um menor número de plântulas anormais, no menor tempo, 

e o tratamento que apresentou tal condição foi luz branca na temperatura de 

30ºC. 

Para comprimento de plântulas normais, a associação dos fatores 

condições de luz e temperatura apresentaram resposta significativa (Figura 2). 

Maior comprimento (11,88 cm) foi obtido quando as plântulas foram cultivadas 

no escuro em temperatura de 30ºC, assim como menor comprimento (4,68 cm) 

foi visualmente observado no tratamento de luz vermelha extrema com 

temperatura de 25ºC. 

Quando uma planta é exposta à luz assim que emerge do solo ou em 

condições controladas de cultivo, como por exemplo, cultivo in vitro, ela sofre 

influência das condições que lhe são impostas, como algumas mudanças. Uma 

das alterações 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 extensão diminui devido à regulação por 

modificações nos níveis 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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Há uma forte influência da temperatura e da condição de luz, no cultivo 

in vitro de pinhão-manso; quanto mais elevada a temperatura, maiores 

comprimentos são exibidos pelas plântulas, em todas as condições de luz 

(ausência, vermelha extrema, vermelha e branca).  

Com base no estímulo luminoso, diversos autores têm utilizado o termo 

fotoblastismo para agrupar as sementes em diferentes categorias. Desta forma, 

sementes fotoblásticas positivas são aquelas cuja germinação é promovida pela 

luz branca, não germinam no escuro, o contrário das fotoblásticas negativas que 

germinam no escuro. Desta forma, a espécie pinhão-manso (Jatropha curcas L.) 

pode ser considerada como fotoblástica neutra, pois desencadeia a germinação 

dos embriões zigóticos independente da presença ou ausência de estímulo 

luminoso.  

Quanto às espessuras dos tecidos que compõem o limbo foliar, foram 

observadas interações significativas para as variáveis analisadas (Tabela 2). 

Plântulas cultivadas em condições de 25ºC exibiram as maiores espessuras para 

todos os tecidos do limbo foliar, em todos os regimes luminosos, sendo as 

menores espessuras verificadas na condição de 30ºC.  

Em secção 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 25ºC e resultado inferior na ausência de luz a 30ºC (Tabela 2). O 

parênquima paliçádico é uniestratificado (Figura 3B) e apresenta uma camada de 

células com espessura superior para tecido foliar cultivado sob luz vermelha a 

25ºC e espessura inferior para a ausência de luz a 30ºC (Tabela 2). O 

parênquima esponjoso é constituído por cerca de sete camadas de células 

irregulares, resultando em espaços com várias dimensões (Figuras 3B e 3C), 

exibindo maior espessura quando seu tecido é exposto sob luz branca a 25ºC 

(Tabela 2). 
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Ao se observarem as secções anatômicas das folhas de pinhão-manso, 

obtidas por meio de microscopia eletrônica de varredura (MEV), foi verificado 

que, nas folhas de plântulas de pinhão-manso cultivadas sob diferentes 

temperaturas e condições de luz, os estômatos são arranjados de forma aleatória, 

superficiais e/ou proeminentes e assumem forma reniforme estreita ou larga. 

Exibem pouca presença de cera em forma de flocos ou partículas, com epiderme 

ligeiramente ondulada. As células da face adaxial e abaxial apresentam formato 

poligonal, variando em tamanho.  

Diferenças quanto ao posicionamento dos estômatos foram observadas. 

Os estômatos das folhas de pinhão-manso cultivadas a 25ºC (Figura 4A-M) 

apresentaram-se aparentemente bem superficiais, independente da condição de 

luz, em relação aos estômatos mais proeminentes encontrados na condição de 

30ºC (Figura 5A-M). Destacando a luz branca (Figura 5E-F) e excetuando-se a 

luz vermelha extrema, onde não foi possível uma boa visualização dos estômatos 

(Figura 5L-M), podemos destacar que, provavelmente, estes se encontram mais 

aprofundados ao longo da epiderme foliar.  

Em geral, observou-se a presença de estômatos em ambas as faces, com 

maior intensidade na superfície da epiderme da face abaxial, caracterizando a 

espécie como anfihipoestomática. A Jatropha gossypifolia (Olowokudejo, 1993) 

e a Euphorbia heterophylla (Ferreira et al., 2003) são consideradas 

anfiestomáticas. Várias interpretações têm sido dadas para explicar a presença 

de estômatos em ambas as superfícies foliares. Para Leite & Scatena (2001), 

folhas anfiestomáticas e hipoestomáticas são características encontradas em 

plantas que crescem em ambientes mesofíticos, ou seja, ambiente com relativa 

disponibilidade de água, no solo e na atmosfera.  

A espécie J.curcas apresenta estômatos paracíticos, assim como a 

Jatropha gossypifolia registrada por Karatela & Gill (1984). Estudos anteriores 

de Raju & Rao (1977) indicaram a presença de outros tipos de estômatos, como 
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o braquiparacítico em J.curcas e J.gossypifolia, porém, em uma freqüência 

muito baixa. Entretanto, segundo Raju & Rao (1977), o tipo mais predominante 

de estômatos no gênero Jatropha é, sem dúvida, o paracítico, sendo considerado 

como mais comum para a família Euphorbiaceae. 

A espécie em estudo cresce naturalmente e com grande freqüência, a 

pleno sol, constituindo-se numa espécie típica de regiões tropicais e subtropicais, 

o que poderia explicar o seu comportamento em condições in vitro ao apresentar 

tendência de germinar melhor e de acelerar a germinação em temperaturas mais 

altas que a temperatura ambiente. Também, apresenta ampla adaptabilidade a 

diferentes condições de luz, seja à sombra, sinônima a ausência de luz ou a 

outros estímulos luminosos. Como complemento aos estudos de adaptabilidade, 

a anatomia foliar tem sido uma boa ferramenta para avaliar quais as condições 

ecológicas mais favoráveis para o desenvolvimento da planta em seu ambiente 

natural. 

 

 

6 CONCLUSÕES 
 

O IVG é maior em 30ºC. Maior número de plântulas normais são obtidas 

na luz branca e plântulas mais desenvolvidas na ausência de luz.  

O desenvolvimento da espécie estudada ocorre em condições de ausência 

e presença de luz, caracterizando-a como fotoblástica neutra. 

O pinhão-manso pode ser caracterizado como espécie anfihipoestomática, 

com maior presença de estômatos na face abaxial, independente da condição de 

luz ou temperatura.  
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ANEXOS 
 

 

TABELA 1 Índice de velocidade de germinação (IVG) e porcentagem de 

germinação (%G); plântula normal (%PNO) e anormal (%PNA) de 

pinhão-manso (Jatropha curcas L.) cultivadas in vitro sob diferentes 

condições de luz*. 

Condição de luz IVG %G %PNO %PNA 

Ausência 5,09 a 98,61 a 74,53 a 4,98 b 

Branca 5,08 a 97,91 a 78,10 a 4,67 b 

Vermelha 5,08 a 96,52 a 62,81 b 5,98 a 

Vermelha extrema 5,19 a 96,52 a 64,65 b 5,82 a 

CV (%) 5,86 4,52 16,68 19,52 

* Médias seguidas de letras iguais, na vertical, não diferem entre si pelo teste de 

Scott-Knott, a 5% de probabilidade. 
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FIGURA 1 Índice de velocidade de germinação (IVG) (A), plântula normal 
(PNO) (B) de pinhão-manso (Jatropha curcas L.) cultivada in vitro 
sob diferentes condições de luz e temperatura. * Médias seguidas de 
letras diferentes diferem entre si. 
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FIGURA 2 Comprimento de plântula normal (CPNO) de pinhão-manso 
(Jatropha curcas L.) cultivada in vitro sob diferentes condições de 
luz e temperatura. * Médias seguidas de letras iguais, minúsculas na 
linha e maiúsculas na coluna, não diferem entre si.  
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TABELA 2 Epiderme adaxial (EpADA), epiderme abaxial (EpABA), 
parênquima paliçádico (PP), parênquima esponjoso (PE) de tecido 
foliar de pinhão-manso (Jatropha curcas L.) sob diferentes condições 
de luz e temperatura*. 

Condição de luz Temperatura (ºC) 
 25 30 
 EpADA (µm) 
Ausência 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 (µm) 
Ausência 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 (µm) 
Ausência 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 (µm) 
Ausência 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 
* Médias seguidas por letras distintas, minúscula na vertical e maiúscula na 
horizontal, dentro de cada variável avaliada, diferem entre si, a 5 % de 
probabilidade, pelo teste Scott Knott. 
 

 



 

37 
 

 
FIGURA 3 Fotomicrografias de secções transversais de folhas de 

pinhão-manso desenvolvidas in vitro incubadas em câmara de 
germinação (B.O.D.) em temperatura constante de 30º C/ 16 
horas de fotoperíodo, sob quatro condições de luz. Branca 
(A), Vermelha extrema (B), Ausência de luz (C), Vermelha 
(D). Barra = 20,0µm. 
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FIGURA 4 Eletromicrografias de folhas de pinhão-manso desenvolvidas in vitro incubadas em 
câmara de germinação (B.O.D.) em temperatura constante de 25º C/ 16 horas de 
fotoperíodo, sob quatro condições de luz. Ausência de luz: face adaxial (A) face 
abaxial (B) e estômato (C); Luz branca: face adaxial (D) face abaxial (E) e 
estômato (F); Luz vermelha: face adaxial (G) face abaxial (H) e estômato (I); Luz 
vermelha extrema: face adaxial (J) face abaxial (L) e estômato (M).  
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FIGURA 5 Eletromicrografias de folhas de pinhão-manso desenvolvidas in vitro incubadas em 

câmara de germinação (B.O.D.) em temperatura constante de 30º C/ 16 horas de 
fotoperíodo, sob quatro condições de luz. Ausência de luz: face adaxial (A) face 
abaxial (B) e estômato (C); Luz branca: face adaxial (D) face abaxial (E) e 
estômato (F); Luz vermelha: face adaxial (G) face abaxial (H) e estômato (I); Luz 
vermelha extrema: face adaxial (J) face abaxial (L) e estômato (M). 
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CAPÍTULO 3 

 

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

O sucesso de técnicas biotecnológicas para o cultivo in vitro de Jatropha 
curcas depende diretamente do desenvolvimento de protocolos eficientes para 
regeneração de plantas. Objetivou-se avaliar a indução e a formação de gemas 
adventícias em pinhão-manso, por meio do uso de diferentes meios de cultura, 
fonte de explantes e fitorreguladores. Foram instalados dois experimentos: 1) 
folhas cotiledonares oriundas de plântulas 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 plântulas in vitro e 
folhas cotiledonares e folhas maduras de plantas provenientes de casa de 
vegetação inoculadas em meio MS com 50% de sais, suplementado com 
diferentes combinações de fitorreguladores. O material foi mantido no escuro 
por nove semanas. O meio MS com metade da concentração dos sais favorece a 
formação de calos. A intensidade da coloração do calo e a fonte de explante são 
parâmetros que devem ser usados na avaliação e na escolha de um tratamento 
objetivando a organogênese. O fitorregulador BAP proporciona maiores índices 
de formação de gemas e brotações e a regeneração de gemas utilizando como 
fonte de explantes folhas cotiledonares de plântulas in vitro é desejável para a 
resposta morfogenética em pinhão-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 INTRODUÇÃO 
 

A organogênese como técnica biotecnológica parece ser uma alternativa 

eficaz para a rápida propagação de genótipos selecionados de pinhão-manso 

(Jatropha curcas L.). Os eventos organogênicos acontecem mediante a 

desdiferenciação e/ou rediferenciação celular, dependendo da retomada da 

atividade meristemática em células maduras diferenciadas ou em tecido 

calogênico desorganizado. O processo de organogênese in vitro é complexo, 

com atuação de múltiplos fatores externos e internos envolvendo interação entre 

meio de cultura, fonte de explantes e fatores do ambiente (George, 2008; Pierik, 

1997; Joy & Thorpe, 1999). O processo de organogênese depende, também, da 

ação de fitorreguladores, em particular auxinas e citocininas, e da competência 

do tecido em responder a essas mudanças hormonais durante o período de 

cultivo (Sugiyama, 1999). No entanto, o uso desta técnica exige um eficiente 

protocolo de regeneração 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) têm desenvolvido trabalhos com J. curcas e outras 

espécies do gênero visando tal objetivo. Na realização de estudos focando a 

regeneração in vitro de J.curcas foram utilizados materiais juvenis como fonte 

de explantes, tais como cotilédones, pecíolos, hipocótilo, epicótilo 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 regeneração de plantas 

em condições controladas, merecem destaque meios de cultura e 

fitorreguladores. No decorrer do cultivo in vitro, as formulações de sais que 

compõem os meios de cultura não exercem efeito puramente nutritivo, mas 

também influenciam o crescimento celular e a morfogênese por meio de 

propriedades osmóticas (George, 2008). Desta forma, diversas formulações de 
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meios básicos têm sido utilizadas no cultivo in vitro. Não há um meio ou 

formulação padrão, mas o meio MS (Murashige & Skoog, 1962), com suas 

modificações, tem sido utilizado com sucesso na regeneração de plantas da 

espécie Jatropha curcas, mediante técnicas de organogênese e embriogênese 

somática (Jha et al., 2007; Deore & Johnson, 2008; Yang et al., 2009). 

 Reguladores de crescimento se constituem em um importante fator a ser 

abordado, já que a interação entre auxinas e citocininas é freqüentemente 

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 não está em estádio 

responsivo, este não irá responder adequadamente aos reguladores de 

crescimento exógenos, não importando em quais concentrações e combinações 

esses reguladores são utilizados. Entre os trabalhos realizados com pinhão-

manso, nos quais foram utilizadas fontes exógenas de reguladores de 

crescimento nos eventos organogênicos, o de Deore & Johnson (2008) constou 

de estudos de regeneração in vitro a partir de explantes foliares de pinhão-

manso. Estes autores constataram a existência de diferenças no requerimento 

com relação aos reguladores de crescimento; sua presença ou ausência regulou 

eventos como a formação de calos e de gemas adventícias.  

Na micropropagação de pinhão-manso, assim como para diversas 

espécies, quando se compara diferentes fontes de explantes, obtém-se grande 

variação de respostas em relação à competência de regeneração. Assim, faz-se 

necessária a adequação de protocolos de regeneração utilizando explantes 

coletados de materiais juvenis visando otimizar a capacidade organogênica. A 

possibilidade e otimização de protocolos eficientes de micropropagação poderá 

constituir-se em alternativa para garantir o fornecimento contínuo de material 

para atender aos programas de melhoramento genético. 



 

45 
 

Diante do exposto, este trabalho teve por objetivo avaliar a indução e a 

formação de gemas adventícias em pinhão-manso, por meio do uso de diferentes 

meios de cultura, fonte de explantes e fitorreguladores. 

 

4 MATERIAIS E MÉTODOS 
 

O trabalho foi realizado no Laboratório 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 Oracília, acesso selecionado do banco de germoplasma 

do município de Janaúba (MG), cedidas pela empresa NNE Minas Agroflorestal. 

As sementes para manutenção de sua qualidade foram armazenadas por seis 

meses sob condições de câmara fria (temperatura de 10ºC e umidade relativa de 

60%), no Setor de Sementes do Departamento de Agricultura da Universidade 

Federal de Lavras - UFLA. Após o processo de assepsia com álcool 70% v/v, 

hipoclorito de sódio 1% v/v e tríplice lavagem das sementes em água destilada, 

os embriões zigóticos foram retirados e inoculados em meio MS para posterior 

utilização das plântulas nos experimentos. 

Como fontes de explantes foram utilizadas folhas cotiledonares obtidas 

de plântulas oriundas de germinação in vitro e dez dias de cultivo, folhas 

cotiledonares e folhas maduras (3ª folha, a partir do ápice), de plantas com trinta 

dias de cultivo em casa de vegetação. Os explantes foram submetidos a dois 

experimentos. No experimento 1, segmentos foliares de aproximadamente 1cm2 

foram retirados da região central das folhas cotiledonares oriundas de plântulas 

in vitro e inoculados individualmente em tubo de ensaio contendo os 

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) 



 

46 
 

combinados com porcentagens de sais (50 e 100%), em todas as combinações 

possíveis. Todos os tratamentos foram suplementados com 3mg.L-1 de BAP (6-

Benzilaminopurina) 3mg.L-1 AIA (Ácido 3-indolacético) e 30 g L-1 de sacarose. 

Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 6x2, 

com quatro repetições de quatro tubos cada uma.  

As folhas oriundas de plantas em casa de vegetação com trinta dias de 

cultivo foram submetidas à assepsia pela imersão em água destilada, com duas 

gotas de detergente comercial por 1 min, em álcool 70% v/v por 1 min e em 

hipoclorito de sódio 1% v/v por 20 min, sob agitação constante. Os agentes 

desinfestantes foram removidos com tríplice lavagem em água destilada estéril, 

para posterior utilização no experimento. 

No experimento 2, segmentos foliares foram retirados da região central 

das folhas cotiledonares provenientes de plântulas in vitro e folhas cotiledonares 

e folhas maduras (3ª folha, a partir do ápice) de plantas oriundas de casa de 

vegetação e inoculados com a face abaxial voltada para o meio de cultivo MS 

com 50% da porcentagem dos sais, suplementado com diferentes combinações 

dos fitorreguladores Tidiazuron – TDZ, 6-Benzilaminopurina – BAP, Ácido 

indolbutírico – AIB e Ácido 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-1 de sacarose e vitaminas 

do meio B5 (Gamborg et al., 1968). O delineamento experimental foi 

inteiramente casualizado, em ensaio fatorial 11x3, constituído de cinco 

repetições com cinco tubos cada uma.  

Nos dois experimentos, os meios de cultivo foram solidificados com 6 

g.L-1 de ágar, com pH ajustado para 5,8, antes da autoclavagem a 121ºC por 20 

min. As culturas foram mantidas por nove semanas, no escuro, dentro de um 
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compartimento de metal (armário) instalado em sala de crescimento a 25±2ºC. O 

material foi observado durante todo o período de cultivo para melhor 

acompanhamento do desenvolvimento de calos e, no final do experimento, 

foram realizadas as avaliações: porcentagem de calejamento e gemas 

adventícias, aspecto dos calos (coloração), presença de calos regenerados e 

número de brotações. Foram aplicadas notas de 0 a 2 como critério na avaliação 

da porcentagem das variáveis, sendo: (0) ausência, (1) médio, correspondente a 

50% e (2) intenso, correspondente a 100%. Do mesmo modo, foram dadas notas 

referentes à coloração dos calos em relação ao desenvolvimento regenerativo: 

(0) bege escuro (1) bege e (2) bege claro. O bege escuro refere-se a calos de 

coloração mais escura, mas que não estão oxidados. 

Os dados foram submetidos à análise de variância 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 confirmação de que os calos regenerados apresentavam células 

meristemáticas com competência organogênica, foi realizada análise citoquímica 

de uma fração do material regenerado. Foram coletadas frações de 100mg de 

cultura, em seguida coradas com azul de Evans e carmim acético e as mesmas 

foram fixadas em lâminas, segundo protocolo de Valente (2007). As 

fotomicrografias foram realizadas no Laboratório de Anatomia Vegetal do 

Departamento de Biologia da UFLA, utilizando-se máquina fotográfica acoplada 

a um microscópio Olympus modelo BX 60 em objetiva de 10x.  

Para melhor definição das gemas regeneradas, amostras das culturas in 

vitro foram coletadas e desidratadas em série etanólica crescente, utilizando-se 

ponto crítico, em seguida as amostras foram metalizadas e observadas ao 

Microscópio Eletrônico de Varredura (MEV), modelo Zeiss DSM 940, 
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realizadas no Laboratório de Microscopia do Departamento de Fitopatologia, 

segundo protocolo de Alves (2004). 

 

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
Diferentes meios de cultura e concentrações de sais: 

A formação de calos iniciou-se ao longo da segunda semana de cultivo, a 

partir de pontos que se expandiam e recobriam a superfície do explante.  

Considerando a proporção de recobrimento entre os diferentes meios 

testados, indiferente das concentrações de sais utilizadas, a diferença foi 

significativa apenas para o meio BDS (Tabela 1), com média inferior aos demais 

tratamentos em relação à porcentagem de calo. A maneira complexa com que os 

meios de cultura e suas concentrações salinas interagem com as células indica 

que, se o tecido cultivado não se encontra em estádio responsivo, este não irá 

responder adequadamente à condição que lhe foi imposta, o que não foi 

verificado no trabalho, uma vez que todos os explantes corresponderam 

satisfatoriamente à variável avaliada. Pelas observações, o pinhão-manso não 

apresenta dificuldades quanto à formação de calejamento. Observa-se na Figura 

(1) que os explantes foliares não têm apresentado dificuldades para gerar calos 

quando cultivados em meio de cultura com 50% dos sais minerais. Para os 

autores do presente trabalho, a eficiência na emissão de calos/gemas aumenta 

com a diminuição da concentração desses sais. 

Quanto à porcentagem de gemas adventícias, os meios e suas 

concentrações 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 formação de gemas, 

respectivamente. Os demais meios de cultura sequer apresentaram competência 

regenerativa, não sendo os explantes considerados responsivos para formação de 

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

significativos (Tabela 1).  

 

Diferentes fontes de explantes e fitorreguladores: 

Houve interação significativa entre os fatores fitorreguladores e fonte de 

explante para as variáveis: coloração, presença de gema adventícia e número de 

brotações adventícias (Tabela 2).  

A maximização da coloração bege claro foi obtida pelo explante folha 

cotiledonar de plântula in vitro nas combinações dos fitorreguladores: 2, 3, 4, 9, 

10 e 11, seguido de folha cotiledonar de plantas de casa de vegetação e com 

menor expressividade no explante folha madura. A coloração bege foi mais 

abundante nas combinações: 2, 3, 6, 10 e 11 exibida por calos oriundos de folhas 

maduras, sendo sua ocorrência semelhante nos demais explantes. Folhas 

cotiledonares de plantas de casa de vegetação exibiram maior número de calos 

com coloração bege escuro quando cultivados na presença dos fitorreguladores: 

4, 5, 6 e 7 e menor ocorrência foi observada pelas folhas cotiledonares de 

plântulas in vitro (Tabela 2).  

O parâmetro coloração de calo tem sido utilizado como indicativo de 

material vegetal com capacidade regenerativa. Essa variedade de características 

observadas referentes a diferentes colorações dos calos foi citada por Warrag et 

al. (1991) e Hervé et al. (2001), como sendo resultado da influência de diferentes 

concentrações de fitorreguladores. Pelas observações, os calos que apresentavam 

coloração bege e bege claro foram considerados como responsivos. Estes 

apresentavam protuberâncias em sua superfície, caracterizando o 

desenvolvimento de gemas, com conseqüente formação de brotações, diferente 

dos calos com coloração bege escuro que não apresentaram competência 

regenerativa. 
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O experimento indica que o uso do AIB em combinação com TDZ ou 

BAP produziu resultados insatisfatórios na indução e/ou presença de gemas 

adventícias, em relação a todos os explantes. Estes tratamentos foram 

considerados indesejáveis na organogênese de pinhão-manso, diferentemente do 

que foi observado nos demais tratamentos com presença isolada dos 

fitorreguladores TDZ e BAP e ambos em combinação com AIA, os quais não 

apresentaram dificuldades para gerar calos com competência organogênica 

(Tabela 2). Estes resultados corroboram  respostas encontradas por Sujatha et al. 

(2005), os quais registraram regeneração de calos de explantes foliares, com a 

utilização dos mesmos fitorreguladores para a mesma espécie utilizada no 

presente trabalho.  

É importante ressaltar que o uso do AIB não foi interessante, talvez a 

concentração utilizada fosse demasiadamente elevada, não correspondendo às 

expectativas do trabalho. Porém, ao comparar os resultados do presente trabalho 

com os obtidos por Deore & Johnson (2008) percebemos que estes obtiveram 

um pequeno número de brotações com o cultivo de segmentos foliares em meio 

de cultura contendo AIB em concentrações bem menores do que as testadas no 

presente trabalho, sendo os fitorreguladores TDZ e BAP também utilizados em 

concentrações menores por estes autores.  

Nota-se pela figura (2) que isoladamente ou em combinação, os 

fitorreguladores podem induzir a formação de calos no mesmo explante, no 

entanto, o tipo de calo proveniente de cada tratamento pode diferir quanto à 

competência organogênica. Sabe-se que certos tecidos são mais favoráveis à 

regeneração de gemas do que outros, um exemplo são os diferentes explantes de 

pinhão-manso e suas respostas regenerativas, apresentadas na figura (2). De 

posse desses resultados infere-se que explantes nos estágios mais juvenis, como 

por exemplo, as folhas cotiledonares, apresentam maior totipotencialidade que 

explantes em estágios mais avançados de desenvolvimento, como folhas 
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maduras. Segundo Kerbauy (1999), as diferenças celulares são estabelecidas e 

mantidas pelas influências mútuas das células e dos tecidos entre si (ambiente 

celular interno). 

Com a formação de brotos em calos de coloração bege e bege claro a 

partir da sétima semana, foi possível observar o desenvolvimento de gemas, 

verificando a formação de protuberâncias densas que culminavam na formação 

de brotações em pinhão-manso (Figura 2). Assim, a coloração e a relação 

auxina/citocinina são parâmetros que devem ser usados na escolha de um 

tratamento em que se objetiva a organogênese.  

Observou-se germinação diferencial in vitro, o que pode estar associada 

ao efeito totipotencial específico, peculiar de cada explante, resultando em 

diferenças na indução de brotações. Maior número de brotos foi observado na 

superfície organogênica de folhas cotiledonares de plântulas in vitro, seguido do 

explante folha madura e folhas cotiledonares de plantas de casa de vegetação na 

presença isolada de 1,0 mg.L-1 BAP e/ou associada com 0,5mg.L-1 AIA, 

respectivamente (Tabela 2). Explantes cultivados nos tratamentos com presença 

de AIB não corresponderam às expectativas do estudo, pois apresentaram baixa 

frequência ou ausência de competência regenerativa. Os resultados deste 

trabalho assemelham-se aos obtidos por Rajore & Batra (2005), que detectaram 

maior número de brotos em segmento apical de J. curcas mediante a 

incorporação de BAP e AIA no meio de cultura e discordam dos obtidos por 

Shrivastava & Banerjee (2008), que verificaram maior número de brotos em 

explantes axilares de J. curcas com a adição de 3,0mg.L-1 de BAP + 1,0 mg.L-1 

de AIB no meio MS. 

Os explantes apresentaram, na região do calo formado por gemas em 

estágio inicial de desenvolvimento, diferentes respostas para os três tipos de 

explante. Contudo, essas gemas não se desenvolveram quando subcultivadas em 
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meio de regeneração ou alongamento, provavelmente devido ao balanço 

hormonal endógeno nos tecidos da planta.  

As culturas inoculadas nos tratamentos contendo as citocininas BAP e 

TDZ, isoladas ou na presença da auxina AIA, apresentaram reação positiva ao 

corante carmim acético, sendo a reação com BAP mais expressiva. A coloração 

vermelha, característica do carmim acético, possui afinidade com células 

meristemáticas, ou seja, células que apresentam competência de regeneração 

seja embriogênica ou organogênica. No presente estudo foi possível  observar 

protuberâncias originando partes aéreas ou radiculares na superfície calosa dos 

três explantes estudados, os quais foram corados para a confirmação da presença 

de células meristemáticas (Figura 3). Também foram observadas células 

desprovidas de competência regenerativa nos tratamentos contendo AIB, 

característica de culturas que apresentaram reação positiva ao azul de Evans, 

com células coradas de azul. 

Pelas observações em MEV foi possível a visualização nítida de 

mudança de formato celular (Figuras 4, 5 e 6), supondo que a presença de  BAP 

isolada ou associada ao AIA nas concentrações de 1,0mg.L-1 de BAP e 1,0mg.L-

1 BAP + 0,5 mg.L-1AIA seja fator crucial para a sinalização de desdiferenciação 

celular e consequente retomada de características meristemáticas, favorecendo a 

organogênese dos três explantes testados. 

Por estas análises, verifica-se que houve alterações celulares a partir do 

cultivo com BAP e AIA, de maneira que as células tiveram condições 

fisiológicas suficientes para desenvolver a capacidade organogênica.  

As células apresentam formato alongado com formação de 

protuberâncias sobre a superfície calosa que caracterizam células meristemáticas 

caulinares e radiculares. A fase inicial de proliferação e crescimento de calo foi 

seguida por indução de brotos ou raízes e consequente desenvolvimento desses 

tecidos. Os calos oriundos de folhas cotiledonares de plântulas in vitro seguidas 
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de folhas cotiledonares de plantas de casa de vegetação apresentaram maior 

competência regenerativa em comparação ao tecido oriundo de folhas maduras 

de plantas de casa de vegetação. Quando o objetivo é a multiplicação de plantas 

via organogênese, somente é interessante a formação de meristemas caulinares, 

os quais originarão plantas completas. A formação de primórdios foliares e/ou 

radiculares encontrados nas figuras (4E e H); (5E) e (6E e F) são erroneamente 

interpretados como brotos e estes comprometem o êxito da cultura in vitro.  

As citocininas induzem a divisão celular de calos na presença de auxina, 

levando à formação de gemas ou raízes adventícias diretamente no explante ou a 

partir de calos, entre outros (Taiz & Zeiger, 2004). O tipo de citocinina e 

concentração são fatores essenciais para o desempenho de multiplicação in vitro. 

Para os autores do presente trabalho, BAP é a mais indicada para o sucesso da 

micropropagação de pinhão-manso, via organogênese. 

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 CONCLUSÕES 

 
O meio MS com metade da concentração dos sais favorece a formação 

de calos.  

A intensidade da coloração do calo e a fonte de explante são parâmetros 

que devem ser usados na avaliação e na escolha de um tratamento objetivando a 

organogênese em pinhão-manso. 

O fitorregulador BAP proporciona maiores índices de formação de 

gemas e brotações. 

A regeneração de gemas utilizando como fonte de explantes folhas 

cotiledonares de plântulas in vitro é desejável para a resposta morfogenética. 
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ANEXOS 
 

 

TABELA 1 Porcentagem de calo (PC) e de gemas adventícias (GA) em folhas cotiledonares de 
plântulas de pinhão-manso (Jatropha curcas L.) cultivadas in vitro sob diferentes meios 
de cultura e concentrações de sais.* 

 PC 
(%) 

GA  
(%) 

 Concentração de sais 
Meios de cultura 50% 100% 50% 100% 
MS 100 aA 95 aA 55 aA 15 aB 
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 35 aA 20 aA 
* Médias seguidas por letras distintas, minúscula na vertical e maiúscula na horizontal, dentro de 
cada variável 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 plântulas de pinhão-manso 

cultivadas em meio MS contendo metade da concentração de seus sais, 
suplementado com BAP e AIA (3mg.L-1). Calo aos 40 dias de cultivo 
(A); calo cobrindo toda superfície da folha cotiledonar (B) e calo 
regenerando gemas adventícias ao final das nove semanas (C)-seta. 

A C B
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TABELA 2 Coloração de calos (coloração), presença de calos que regeneraram gemas adventícias (PGA) e números de brotações adventícias 
(NBA) originadas de folhas cotiledonares (C) e folhas completas (FC) oriundas de plantas em casa de vegetação (CV) e folhas 
cotiledonares (C) de plântulas in vitro (IV) de pinhão-manso (Jatropha curcas) cultivadas em meio MS com diferentes 
concentrações de fitorreguladores.* 

 Tipos de explantes 
Combinações de fitorreguladores C. (CV) FC (CV) C. (IV) C. (CV) FC (CV) C. (IV) C. (CV) FC (CV) C. (IV) 
 Coloração PGA NBA 
1 -TDZ 0,5  + BAP 0,5 + AIB 0,1 2,00 aA 2,00 aA 1,00 bA 1,00 aA 0,00 bB 1,00 aA 0,64 cB 0,32 cB 2,92 bA 
2 - TDZ 1,0 2,00 aA 1,00 aA 2,00 aA 1,00 aA 1,00 aA 1,00 aA 0,96 cB 4,12 aA 1,40 cB 
3 - BAP 1,0 2,00 aA 1,00 aA 2,00 aA 1,00 aA 1,00 aA 1,00 aA 4,80 aA 2,64 bB 4,80 aA 
4 - TDZ 1,0  + AIB 0,5 0,00 cB 0,00 cB 2,00 aA 0,00 bA 0,00 bA 0,00 bA 0,00 dA 0,00 cA 0,00 dA 
5 - TDZ 2,0  + AIB 1,0 0,00 cA 0,00 cA 0,00 cA 0,00 bA 0,00 bA 0,00 bA 0,00 dA 0,00 cA 0,00 dA 
6 - BAP 1,0  + AIB 0,5 0,00 cB 1,00 bA 1,00 bA 0,00 bA 0,00 bA 0,00 bA 0,00 dA 0,00 cA 0,00 dA 
7 - BAP 2,0  + AIB 1,0 0,00 cA 0,00 bA 0,00 cA 0,00 bA 0,00 bA 0,00 bA 0,00 dA 0,00 cA 0,00 dA 
8 - TDZ 1,0 + AIA 0,5 1,00 bA 2,00 aA 1,00 bA 1,00 aA 1,00 aA 1,00 aA 0,84 cB 1,60 bB 3,40 bA 
9 - TDZ 2,0 + AIA 1,0 1,00 bB 2,00 aA 2,00 aA 1,00 aA 1,00 aA 1,00 aA 1,00 dC 2,00 bB 3,60 bA 
10 - BAP 1,0 + AIA 0,5 2,00 aA 1,00 aB 2,00 aA 1,00 aA 1,00 aA 1,00 aA 3,60 bB 3,40 aB 4,56 aA 
11 - BAP 2,0 + AIA 1,0 1,00 bB 1,00 aB 2,00 aA 1,00 aA 1,00 aA 1,00 aA 0,84 cC 2,00 bB 4,16 aA 
* Médias seguidas por letras distintas, minúscula na vertical e maiúscula na horizontal, dentro de cada variável avaliada, diferem entre si, a 5 

% de probabilidade, pelo teste Scott-Knott, a 5% de probabilidade. 
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FIGURA 2 Organogênese de explantes de pinhão-manso (Jatropha curcas) oriundos de 

folhas cotiledonares (A-E) e folhas maduras (F-J) de plantas em casa de 
vegetação e folhas cotiledonares de plântulas in vitro (K-O), apresentando 
colorações do tipo (2) bege claro e do tipo (1) bege, nas condições de regeneração 
de gemas na presença de diferentes fitorreguladores. 
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FIGURA 3 Fotomicrografias de frações de cultura de calos com células meristemáticas coradas 

de vermelho (seta) e não meristemáticas coradas de azul (seta). (A-B) explante de 
folhas cotiledonares e (C-D) explante de folha madura de plantas em casa de 
vegetação, (E-F) folhas cotiledonares de plântula in vitro oriundos dos tratamentos 
1,0mg.L-1 de BAP e 1,0mg.L-1 BAP + 0,5 mg.L-1AIA, respectivamente. 

A B

C 

E F 

D
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FIGURA 4 Eletromicrografias de calos oriundos de folhas cotiledonares de plantas de pinhão-
manso (Jatropha curcas) cultivadas em casa de vegetação. Calos desenvolvidos in 
vitro em meio MS com metade dos sais e diferentes concentrações de 
fitorreguladores e incubados sob ausência de luz e diferentes concentrações de 
fitorreguladores: (A-B) desenvolvimento de gema adventícia, (C) meristema, (D-F) 
gema foliar, (G) presença de estômatos na superfície da gema foliar, (H) presença de 
raízes e (I) superfície calosa. 
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FIGURA 5 Eletromicrografias de calos oriundos de folhas maduras de plantas de pinhão-manso 
(Jatropha curcas) cultivadas em casa de vegetação. Calos desenvolvidos in vitro em 
meio MS com metade dos sais e diferentes concentrações de fitorreguladores e 
incubados sob ausência de luz e diferentes concentrações de fitorreguladores: (A-F) 
desenvolvimento de gema adventícia, (G) presença de raízes, (H-I) superfície calosa. 
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FIGURA 6 Eletromicrografias de calos oriundos de folhas cotiledonares de plântulas de pinhão-
manso (Jatropha curcas) cultivadas in vitro. Calos desenvolvidos in vitro em meio 
MS com metade dos sais e diferentes concentrações de fitorreguladores e incubados 
sob ausência de luz e diferentes concentrações de fitorreguladores: (A, B e D) 
desenvolvimento de gema adventícia, (C) meristema, (E e H) gema foliar, (F) 
presença de estômatos na superfície da gema foliar, (G) presença de raízes e (I) 
superfície calosa. 
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CAPÍTULO 4 

ÁGUA DE COCO E TIPO DE VEDAÇÃO NA MORFOGÊNESE IN 
VITRO DE PINHÃO-MANSO (Jatropha curcas L.) 
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1 RESUMO 
  

Devido à importância do pinhão-manso (Jatropha curcas L.) para 
múltiplos propósitos e à dificuldade de otimização de protocolos de regeneração 
in vitro para obtenção de mudas micropropagadas, este trabalho teve como 
objetivo avaliar a influência de concentrações de água de coco e tipo de vedação 
dos frascos na indução da organogênese e nas características morfológicas de 
pinhão-manso. Folhas cotiledonares oriundas de plântulas in vitro foram 
inoculadas em meio MS com metade dos sais, suplementado com vitaminas do 
meio B5, 30g.L-1 de sacarose, 3mg.L-1 de BAP (6-Benzilaminopurina) e 3mg.L-1 
AIA (Ácido 3-indolacético). Os tratamentos consistiram de concentrações de 
água de coco (0, 50, 100, 150 e 200mL.L-1) e tipos de vedação dos frascos (filme 
plástico transparente, tampa de polipropileno com filtro de membrana permeável 
a gases e tampa de polipropileno sem filtro). O material foi mantido sob 
ausência de luz por nove semanas. A ausência de água de coco no meio de 
cultivo favorece a multiplicação das brotações em explantes de pinhão-manso. O 
uso do filme plástico, seguido da tampa de polipropileno com filtro tem efeito 
positivo na indução da organogênese em explantes de pinhão-manso. As 
características de formação de gemas sobre a superfície dos explantes de pinhão-
manso podem ser utilizadas como descritores da organogênese, e as estruturas 
formadas, em meio nutritivo com menores concentrações de água de coco e uso 
de vedações que permita o mínimo de troca gasosa com o meio externo, são 
satisfatórias. 
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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 B5 medium, 
30g.L-1 of sucrose, 3mg.L-1 BAP (6-Benzilaminopurina) and 3mg.L-1 AIA (3-
indolacetic acid). The treatments consisted of coconut water concentrations (0, 
50, 100, 150 and 200mL.L-1) 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 INTRODUÇÃO 
 
O pinhão-manso (Jatropha curcas L.) pertence à família Euphorbiaceae, 

é uma espécie que se desenvolve bem em climas tropicais e subtropicais, e vem 

sendo pesquisada como alternativa na área de biocombustíveis. No entanto, uma 

das dificuldades encontradas pelos pesquisadores é a obtenção de tecnologias 

para produção de grande número de plantas micropropagadas com alta qualidade 

fitossanitária para oferecer aos produtores. Tal processo é limitado pela baixa 

disponibilidade de protocolos eficientes, capazes de induzir altas taxas de 

multiplicação via organogênese ou embriogênese somática.  

Em comparação às técnicas de propagação tradicional, a 

micropropagação apresenta significativas vantagens, entre as quais, a 

possibilidade de propagar rapidamente em larga escala novos genótipos, obter 

plantas livres de doenças e propagar vegetativamente espécies difíceis de serem 

propagadas por outros métodos. Entretanto, para que a aplicação da 

micropropagação de pinhão-manso se torne viável comercialmente e possa 

competir com os métodos tradicionais de propagação, são necessários a 

otimização da técnica, pela redução dos seus custos de produção, e o 

estabelecimento de protocolos eficientes. 

A maioria dos fatores relacionados ao sucesso do cultivo in vitro das 

espécies está direta ou indiretamente ligada ao sistema de produção in vitro e ao 

ambiente de cultivo. Elementos aditivos complexos como, por exemplo, coco 

(endosperma, água, leite), são utilizados nos meios de cultura com o propósito 

de favorecer o crescimento e desenvolvimento in vitro. Taiz & Zeiger (2004) 

relatam que a água de coco é o liquido do endosperma de sementes de coco que 

contém citocininas e outros fatores nutricionais. A Zeatina, uma citocinina de 

ocorrência natural que estimula a divisão de células vegetais maduras, foi 

identificada na água de coco. Algumas culturas possuem necessidade desse 

hormônio 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 germinação in vitro de pinhão-manso, a água de coco 

proporcionou bons resultados (Nunes et al., 2008). Outros estudos com 

diferentes espécies como algodão (Gossypium hirsutum) e híbrido de orquídea 

(Cattleya loddgesii ‘Grande’ x Cattleya loddgesii ‘Alba’) apontam que a 

utilização da água de coco em suplementação ao meio de cultura é requerida 

para suprir as exigências nutricionais, fisiológicas e consequentemente, a 

regeneração do material cultivado (Carvalho et al., 2003; Araujo et al., 2006).  

Outro fator relevante é o sistema de vedação dos frascos na 

micropropagação, que surge como possibilidade potencial para aumentar a 

eficiência do processo in vitro, viabilizando-o comercialmente. Os cultivos in 

vitro são mantidos em frascos vedados e, em geral, apresentam elevada umidade 

relativa, temperatura constante, grande flutuação na concentração de CO2 e alta 

concentração de sais no meio de cultura (Arigita et al., 2002). Essas condições 

proporcionam baixa taxa de transpiração e fotossíntese, dificuldade de absorção 

de água e nutrientes e, consequentemente, baixa taxa de crescimento de muitas 

espécies de plantas cultivadas in vitro.  

De acordo com o tipo de vedação, verifica-se também baixa troca de ar 

entre o ambiente externo e interno (Chen, 2004), induzindo ao acúmulo de 

compostos gasosos nos frascos, afetando o crescimento e a morfogênese dos 

explantes cultivados (Marino & Berardi, 2004).  

É possível reduzir a umidade relativa utilizando-se filtros permeáveis a 

gases, como o polipropileno ou poliuretano (Zobayed, 2000). Esses sistemas 

consistem na utilização de tampas com membranas facilitadoras de trocas 

gasosas, impedindo o acúmulo 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 (Gonçalves, 2004). 
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Estudos com jojoba (Simmondsia chinensis), berinjela (Solanum 

melongema), mirtilo (Vaccinium spp.) e araticum (Annona glabra) têm 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 

influência de concentrações de água de coco e tipo de vedação dos frascos na 

indução da organogênese e nas características morfológicas em pinhão-manso 

(Jatropha curcas L.). 

 

4 MATERIAL E MÉTODOS 
 

O trabalho foi realizado no Laboratório 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 Oracília, acesso selecionado do banco de germoplasma 

do município de Janaúba (MG), cedidas pela empresa NNE Minas Agroflorestal. 

As sementes para manutenção de sua qualidade foram armazenadas por seis 

meses sob condições de câmara fria (temperatura de 10ºC e umidade relativa de 

60%), no Setor de Sementes do Departamento de Agricultura da Universidade 

Federal de Lavras – UFLA. 

Antes da inoculação nos diferentes tratamentos, as sementes foram 

submetidas ao processo de assepsia com duas gotas de detergente comercial por 

1 min, em álcool 70% v/v por 1 min e em hipoclorito de sódio 1% v/v por 20 

min, sob agitação constante e os agentes desinfestantes foram removidos com 

tríplice lavagem em água destilada estéril. Posteriormente, em câmara de fluxo 

laminar, os embriões zigóticos foram retirados e inoculados em meio MS 
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(Murashige & Skoog, 1962), adicionado de vitaminas do meio B5 (Gamborg et 

al., 1968), 30g.L-1 de sacarose, para posterior utilização das plântulas originadas. 

Folhas cotiledonares provenientes de plântulas in vitro (etapa anterior) 

com 10 dias de cultivo, foram utilizadas na indução da organogênese. Os 

segmentos de folhas cotiledonares foram retirados da região central das folhas 

com cerca de 1cm2 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 B5, 30g.L-1 de sacarose, 3mg.L-1 de 

BAP (6-Benzilaminopurina) e 3mg.L-1 AIA (Ácido 3-indolacético). Os 

tratamentos consistiram da suplementação do meio de cultivo com 

concentrações de água de coco (0, 50, 100, 150 e 200mL.L-1) proveniente do 

fruto e tipos de vedações dos frascos (filme plástico transparente, tampa de 

polipropileno com filtro de membrana permeável a gases e tampa de 

polipropileno sem filtro). Os meios foram solidificados com 6g.L-1 de ágar, com 

pH ajustado para 5,8, antes da autoclavagem a 121ºC por 20 min. As culturas 

foram mantidas por nove semanas, no escuro, dentro de um compartimento de 

metal (armário) instalado em sala de crescimento a 25±2ºC. O delineamento 

experimental foi inteiramente casualizado, em ensaio fatorial 5x3, constituído de 

oito repetições com quatro explantes cada uma.  

As avaliações da capacidade organogênica do material foram realizadas 

com base na porcentagem de brotações, número de brotos, comprimento médio 

das brotações, porcentagem de folhas e de primórdios radiculares. Foram 

aplicadas notas de 0 a 2 como critério na avaliação da porcentagem das 

variáveis, sendo: (0) ausência, (1) médio, correspondente a 50% e (2) intenso, 

correspondente a 100%.  

Os dados foram submetidos à análise de variância pelo teste F a 5% de 

probabilidade, utilizando-se o programa SISVAR® (Ferreira, 2000). 
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Para melhor definição das gemas regeneradas, amostras das culturas in 

vitro foram coletadas e desidratadas em série etanólica crescente, utilizando-se 

ponto crítico, em seguida as amostras foram metalizadas e observadas ao 

Microscópio Eletrônico de Varredura (MEV), modelo Zeiss DSM 940, 

realizadas no Laboratório de Microscopia do Departamento de Fitopatologia, 

segundo protocolo de Alves (2004). 

 

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

Considerando-se a indução de organogênese, observou-se que o tipo de 

vedação e concentração de água de coco influenciam significativamente nos 

resultados das variáveis analisadas, com interação significativa para todas as 

variáveis analisadas (Tabela 1).  

Em relação à porcentagem de brotos, apenas as concentrações de 0 e 

50mL.L-1 de água de coco combinadas com todos os tipos de vedações dos 

frascos tiveram significância. Maior porcentagem de brotos (96,34%) foi 

observada quando não adicionou-se água de coco ao meio, sendo os frascos 

vedados com filme plástico. A concentração de 50mL.L-1 de água de coco 

associada com os diferentes tipos de vedações não apresentou diferença 

significativa. Nas combinações de tipos de vedações com concentrações de 100 

a 200mL.L-1 de água de coco não houve formação de brotações, exceto para a 

concentração de 100mL.L-1 de água de coco com a vedação sem filtro, 

apresentando 25,08% de brotações (Tabela 1 e Figura 1). Concentrações 

crescentes de água de coco promoveram redução e/ou ausência na porcentagem 

de brotos (Figura 1); provavelmente, sua presença pode ter desequilibrado os 

nutrientes do meio de cultivo, prejudicando a emissão de brotos. 

Comportamento semelhante também foi observado para número de 

brotos (Tabela 1). Novamente, a ausência de água de coco, em combinação com 

as três vedações, apresentou melhores resultados. Maior número de brotos foi 
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verificado sem a adição de água de coco para as vedações de filme plástico com 

2,07/explante e vedação com filtro (1,84/explante), não apresentando diferenças 

significativas entre si. O uso do filme plástico é interessante no que diz respeito 

à redução de custo, uma vez que a tampa com filtro torna-se mais onerosa. 

Embora deva-se considerar que o número de brotos encontrado nos resultados 

pareça pequeno, os trabalhos de organogênese com a espécie J. curcas se 

encontram em fase de estabelecimento de protocolos e, num primeiro momento, 

os autores Rajore & Batra (2005) e Deore & Johnson (2008), trabalhando com 

ápices caulinares e segmento foliar de pinhão-manso, respectivamente, 

verificaram números de 1 a 3 brotos por explante, corroborando resultados 

observados no presente estudo. 

Para número de brotos, analisando a concentração de 50mL.L-1 de água 

de coco em interação com os tipos de vedação, não foi verificada diferença 

significativa e, de forma comparativa entre a maior média de brotos (2,07) na 

ausência de água de coco e com 50mL.L-1 (0,62) desta substância no meio de 

cultura, a diferença de 1,45 brotos por explante é representativa, não justificando 

a utilização de um meio com água de coco para a indução da organogênese em 

explantes de pinhão-manso. Observa-se que concentração crescente de água de 

coco influenciou de forma negativa na variável número de brotos (Tabela 1). 

Sabe-se que a tampa de polipropileno sem filtro é o tipo de vedação que 

não permite troca gasosa com o meio externo. Esse impedimento teve efeito 

negativo na formação e número de brotos no presente trabalho. Estes resultados 

diferem de Moreira (2008) que obteve melhoria no número de brotos quando os 

explantes de Annona glabra L. foram colocados em condições de maior troca 

gasosa com tampas plásticas com um par de filtros de membranas permeáveis a 

gases, em ambiente de luz natural. 

Para comprimento de brotos, diferenças significativas foram observadas 

entre tipos de vedação com adição de 50mL.L-1de água de coco. Na ausência de 
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água de coco não houve diferença significativa para tipos de vedação dos 

frascos. O mesmo foi observado nas demais concentrações de água de coco. 

Verificou-se melhores respostas de alongamento de brotos na ausência de água 

de coco e utilização da tampa com filtro (1,82cm), seguido do filme plástico 

(1,59cm) e da tampa sem filtro (1,29cm) (Tabela 1 e Figura 1). 

Em contraste, Nunes et al. (2008), estudando o efeito de concentrações 

de água de coco no desenvolvimento in vitro de plântulas de Jatropha curcas, 

observaram maior crescimento quando foram adicionados 100mL.L-1 de água de 

coco ao meio MS. 

Com a utilização do filme plástico espera-se poucas trocas gasosas, mas 

o suficiente para permitir respostas positivas e semelhantes à vedação com filtro 

no alongamento de explantes de Jatropha curcas, quando comparada com a 

vedação que não permite trocas gasosas. Estas descrições corroboram com Mills 

et al. (2004), que observaram, no tratamento de ventilação intermediário, que os 

propágulos de jojoba alongaram a uma extensão maior que os propágulos 

crescidos sem ventilação. Ribeiro (2006) também observou que a utilização de 

diferentes tipos de vedações que permitam maior troca gasosa proporciona efeito 

positivo na organogênese em berinjela. 

Para o parâmentro porcentagem de folhas apresentado na Tabela 1, 

interações significativas foram observadas para os níveis de 0 a 50mL.L-1 de 

água de coco e as vedações testadas. Observou-se maior porcentagem de folhas 

na ausência de água de coco e uso de filme plástico (52,81%), resultado superior 

às demais vedações. Respostas inferiores foram observadas na concentração de 

50mL.L-1 na presença do filme plástico e vedação com filtro. 

Interações significativas da porcentagem de primórdios radiculares 

foram observados nas concentrações de 50 e 100mL.L-1 de água de coco, sendo 

a melhor resposta encontrada na combinação de 50mL.L-1 de água de coco com 

vedação com filtro e filme plástico (28,12 e 25,08%, respectivamente) e 27,34% 
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na concentração de 100 mL.L-1 de água de coco com a vedação de filme plástico 

(Tabela 1). Pela Figura (2) é possível visualizar a formação de raízes adventícias 

sobre a superfície do explante. 

O efeito inibitório da água de coco na indução da organogênese de 

pinhão-manso pode ser explicado pela presença de elevados teores de glicose, 

frutose e sais minerais, além de hormônios vegetais, necessários ao processo de 

formação e desenvolvimento de culturas in vitro, que provavelmente em 

combinação com os constituintes do meio MS, meio rico em sais minerais e 

outros elementos, apresentaram efeito desestimulador.  

Concentrações crescentes de água de coco incorporadas ao meio MS em 

associação com frascos vedados com tampas de polipropileno sem filtro 

influenciaram o desenvolvimento organogênico dos explantes de maneira 

negativa. Para água de coco, como a relação foi direta para a maioria das 

variáveis, exceção para primódios radiculares, quanto maior a concentração 

menor a resposta, pode-se inferir que o comportamento não regenerativo dos 

explantes foi devido ao uso de água de coco no meio de cultura. 

De modo geral, o meio de cultura nos frascos tem uma concentração 

adequada de água e nutrientes de tal maneira que a umidade relativa interna é 

muito alta. A alta umidade dentro do frasco com vedação sem filtro pode afetar 

o crescimento e a morfogênese de cultivos in vitro, sendo, provavelmente, uma 

das causas da baixa taxa de crescimento dos explantes.  

Pelas observações em MEV foi possível visualizar mudanças no formato 

celular dos calos cultivados em meio MS na ausência e na presença de 50mL.L-1 

de água de coco, em frascos com diferentes tipos de vedação (Figura 3). Pelas 

observações é possível inferir que explantes de pinhão-manso somente 

apresentaram competência regenerativa quando na ausência ou em baixas 

concentrações de água de coco. Estes tratamentos podem ser considerados como 

fatores sinalizadores de desdiferenciação celular e conseqüente retomada de 
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características meristemáticas, favoráveis à organogênese da espécie. Em altas 

concentrações de água de coco, acima de 50mL.L-1 pode-se afirmar que o 

desenvolvimento das estruturas organogênicas foi limitado ou impedido. É 

sabido que as células são autônomas e têm a potencialidade de regenerar plantas, 

desde que submetidas a tratamentos adequados, explicando bem os resultados 

obtidos no trabalho. 

Em relação à Figura 3 A, B e C, observa-se as características mais 

persistentes, mas não necessariamente melhores; são mais facilmente 

discerníveis e, em certa extensão, também em número maior do que as 

características apresentadas pelos indivíduos da Figura 3 D, E e F. Um exemplo 

desta situação é a mudança da concentração de água de coco e o tipo de vedação 

em que os explantes ou indivíduos foram submetidos. Foi verificado que, quanto 

menor a concentração de água de coco e o uso de vedações que permita o 

mínimo de troca gasosa com o meio externo, melhores são as respostas.  

Contudo, dependendo da concentração de água de coco, a organogênese 

in vitro foi positiva, ou seja, houve formação de protuberâncias e gemas nas 

condições de ausência e da menor concentração de água de coco. Concentrações 

elevadas não são vantajosas para a micropropagação, uma vez que o número de 

gemas formado é significativamente e morfologicamente inferior nos 

tratamentos com concentrações superiores a 50mL.L-1 de água de coco. Estes 

resultados corroboram resultados obtidos por Fernando et al. (2005), que 

verificou um maior número de gemas e protuberâncias em segmentos de 

hipocótilo de Passiflora edulis inoculados em meio MS contendo 5% de água de 

coco. 

Observa-se, no presente estudo, que em calos de J. curcas há formação 

de estruturas foliares, as quais são erroneamente interpretadas como gemas que 

não se alongam (Figura 3F). As análises estruturais da organogênese in vitro em 

J. curcas mostra grande capacidade dos explantes para a formação de primórdios 
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caulinares e não foliares (Figura 3). O caminho organogênico via primórdio 

foliar compromete o sucesso da cultura in vitro, pois a presença de meristema 

apical caulinar é essencial para a produção de brotos. 

Para Kerbauy (1999), a utilização de substâncias reguladoras de 

crescimento tem-se mostrado de importância fundamental para o 

estabelecimento da competência e determinação, condições estas necessárias à 

formação de meristemas caulinares e/ou radiculares. Era o que se esperava com 

o uso de altas concentrações de água de coco, mas percebe-se que esta 

substância, quando elevada, não proporciona tal evento em cultivos in vitro de 

explantes de pinhão-manso. Neste trabalho, a ausência de água de coco ou 

concentrações até 50mL.L-1 e vedação do tipo filme plástico ou tampa de 

polipropileno com filtro de membrana são indicativos para o êxito da 

organogênese em pinhão-manso.  

 

6 CONCLUSÕES 
 

A ausência de água de coco no meio de cultivo favorece a multiplicação 

das brotações em explantes de pinhão-manso. 

O uso do filme plástico, seguido da tampa de polipropileno com filtro 

tem efeito positivo na indução da organogênese em explantes de pinhão-manso. 

As características de formação de gemas sobre a superfície dos explantes 

de pinhão-manso podem ser utilizadas como descritores da organogênese, sendo 

que as estruturas formadas, em meio nutritivo com menores concentrações de 

água de coco e uso de vedações que permita o mínimo de troca gasosa com o 

meio externo, são satisfatórias. 
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ANEXOS 
 

TABELA 1 Porcentagem de brotos (PB), número de brotos (NB), comprimento de broto 
(CB), porcentagem de folhas (PF) e porcentagem de primórdios radiculares (PPR) 
em explantes de folhas cotiledonares de pinhão-manso (Jatropha curcas) 
cultivados em meio MS com diferentes concentrações de água de coco e vedações: 
filme plástico (FP), tampa de polipropileno sem filtro (TSF) e tampa polipropileno 
com filtro de membrana permeável a gases (TCF)* 

 (FP) (TSF) (TCF) 
Água de coco (mL.L-1) 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 1,05 aB 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 1,35 aA 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 
* Médias seguidas por letras distintas, minúscula na vertical e maiúscula na horizontal, 
diferem entre si, pelo teste F, a 5 % de probabilidade. 
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FIGURA 1 Influência do tipo de vedação e concentrações de água de coco sobre a 

indução de organogênese em Jatropha curcas L. Explantes mantidos em 
frascos vedados com: filme plástico (A, D, G, J e N); tampa polipropileno 
com filtro de membrana permeável à gases (B, E, H, L e O) e tampa 
polipropileno sem filtro (C, F, I, M e P); e concentrações de água de coco: 
ausência (A, B e C); 50mL.L-1 (D, E e F); 100mL.L-1 (G, H e I); 150 mL.L-1 
(J, L e M) e 200 mL.L-1 (N, O e P).  

 

 

 
FIGURA 2 Indução de primórdios radiculares em explantes de Jatropha curcas 

L. cultivados em meio MS suplementado com 50mL.L-1  e 100mL.L-1  
de água de coco. (A) Explante com pouca formação de calos e 
presença de primórdios radiculares e (B) Explantes com maior 
presença de calos e presença de primórdios radiculares (seta). 
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FIGURA 3 Eletromicrografias de calos oriundos de folhas cotiledonares de pinhão-

manso (Jatropha curcas) cultivados em meio MS com diferentes 
concentrações de água de coco e tipo de vedações dos frascos: filme plástico 
(A e D); tampa polipropileno com filtro de membrana permeável a gases (B 
e E) e tampa polipropileno sem filtro (C e F) e concentrações de água de 
coco: ausência (A, B e C) e 50mL.L-1 (D, E e F). Meristema apical caulinar 
(B) e primórdio foliar (F). 
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CAPÍTULO 5 

NITROGÊNIO NA ORGANOGÊNESE DE SEGMENTOS FOLIARES DE 
PINHÃO-MANSO (Jatropha curcas L.) CULTIVADOS IN VITRO 
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1 RESUMO 
 

Culturas in vitro tendem a responder diferentemente às formas minerais 
de nitrogênio e, considerando que a quantidade de N fornecida na forma de 
nitrato e amônio no meio de cultura MS é elevada, objetivou-se avaliar os efeitos 
de diferentes concentrações de nitrogênio usadas no meio de cultura de 
segmentos foliares de pinhão-manso. Folhas cotiledonares oriundas de plântulas 
preestabelecidas in vitro foram inoculadas em meio MS, com adição de 30g.L-1 
de sacarose e vitaminas do meio B5, 1,0 mg.L-1 de BAP e 0,5 mg.L-1 de AIA. Os 
tratamentos consistiram da interação de concentrações 0, 50, 100, 150 e 200% 
de NH4NO3 e KNO3 do meio MS, combinadas entre si. As culturas foram 
mantidas em câmara escura. Foi realizada avaliação da capacidade organogênica 
do material quanto à presença de explantes responsivos aos 30 dias e número de 
brotações aos 30 e 60 dias após a inoculação. Recomendam-se concentrações 
entre 50 e 100% de KNO3 e NH4NO3 no meio MS, pois favorecem a indução de 
calos responsivos com formação de primórdios vegetais. O maior número de 
brotos é obtido aos 60 dias de cultivo com concentração de 150% para NH4NO3 
e até 100% para KNO3, em relação à concentração padrão 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 30g.L-1 of sucrose and vitamins of B5 
medium, 1.0 mg.L-1 BAP and 0.5 mg.L-1 AIA. The treatments consisted of the 
interaction of concentrations 0, 50, 100, 150 and 200% of NH4NO3 and KNO3 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 KNO3 
and NH4NO3 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 NH4NO3 and up to 100% to 
KNO3, compared to the standard concentration of MS medium. 
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3 INTRODUÇÃO 
 

O pinhão-manso (Jatropha curcas L.) é normalmente propagado por 

semente e, em consequência, suas progênies são muito heterogêneas, inexistindo 

uniformidade de produto. Se por um lado esta variabilidade pode representar 

interessante material genético, por outro lado a uniformidade varietal poderá 

solucionar diversos problemas da produção e da comercialização. Diante disto, 

os métodos de propagação vegetativa assumem grande importância na expansão 

e consolidação da cultura.  No entanto, a produção em larga escala destas plantas 

só é possível pela cultura in vitro, uma vez que pelo método tradicional de 

propagação vegetativa apenas algumas unidades de novas mudas podem ser 

obtidas.  

Existe grande interesse do setor agroenergético para a obtenção de 

plantas oleaginosas com alto padrão de uniformidade, com características 

ímpares de qualidade produtiva e elevado teor de óleo. Dentre essas plantas 

oleaginosas, o pinhão-manso já é cotado como uma cultura agroenergética de 

destaque no mercado de biocombustíveis. Uma alternativa para obtenção de 

mudas uniformes em pinhão-manso seria estabelecer uma tecnologia de 

propagação vegetativa para a formação direta das mudas, o que representará um 

significativo avanço na cultura. Neste sentido, várias pesquisas vêm sendo 

realizadas no intuito de desenvolver protocolos eficientes de organogênese e de 

embriogênese somática para a multiplicação dessa espécie (Sujatha et al., 2005; 

Jha et al., 2007; Deore & Johnson, 2008; He et al., 2009). Técnicas de 

multiplicação em pinhão-manso via cultura in vitro ainda devem ser 

aperfeiçoadas, porque existem dificuldades na taxa de brotação e multiplicação 

dos explantes. 

No cultivo in vitro, as exigências nutricionais requeridas para um tecido 

variam de acordo com o genótipo, necessitando-se, assim, aperfeiçoar os meios 

de cultura. Esse aperfeiçoamento pode ser feito a partir de variações de 
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nutrientes minerais. Dentre os elementos presentes no meio de cultura, o 

nitrogênio é um dos principais nutrientes essenciais e ativos, sendo absorvido, 

principalmente, na forma de nitrato (NO3
-) e amônio (NH4

+). Tanto o 

crescimento como a morfogênese e a totipotência celular em culturas in vitro são 

sensivelmente influenciados pela disponibilidade de nitrogênio e pela forma 

como é fornecido (Kirby et al., 1987) 

Para alguns autores, dependendo da espécie em cultivo, pode-se observar 

um estímulo do crescimento e desenvolvimento da planta in vitro, evidenciando 

a essencialidade da combinação das duas formas de N, amônio e nitrato, tais 

como café (Coffea arabica), ginseng brasileiro (Pfaffia glomerata) e orquídea 

(Cattleya loddigesii) (Ribeiro et al., 2002; Maldaner et al., 2006; Pasqual et al., 

2009). 

Este trabalho visou contribuir com informações para o estabelecimento 

de um protocolo de organogênese in vitro do pinhão-manso que possa refletir na 

obtenção de mudas de boa qualidade e em larga escala. Considerando que as 

plantas tendem a responder diferentemente às formas minerais de N e que a 

quantidade de N fornecida na forma de nitrato e amônio no meio de cultura MS 

é elevada, aliado ao seu alto custo e dificuldade de aquisição, objetivou-se 

avaliar os efeitos de diferentes concentrações de nitrogênio usadas no meio de 

cultura de segmentos foliares de pinhão-manso.  

  
 

4 MATERIAL E MÉTODOS 
 

O trabalho foi realizado no Laboratório 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 Oracília, acesso selecionado do banco de germoplasma 

do município de Janaúba (MG), cedidas pela empresa NNE Minas Agroflorestal. 
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As sementes para manutenção de sua qualidade foram armazenadas por seis 

meses sob condições de câmara fria (temperatura de 10ºC e umidade relativa de 

60%), no Setor de Sementes do Departamento de Agricultura da Universidade 

Federal de Lavras - UFLA. Após processo de assepsia com álcool 70% v/v, 

hipoclorito de sódio 1% v/v e tríplice lavagem das sementes, os embriões 

zigóticos foram retirados e incubados para posterior utilização das plântulas no 

experimento. 

Segmentos foliares de pinhão-manso (Jatropha curcas L.) de 

aproximadamente 1cm2 foram retirados da região central das folhas 

cotiledonares provenientes de plântulas 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 

os sais de nitrato de amônio (NH4NO3) e nitrato de potássio (KNO3). Os 

segmentos foliares foram inoculados com a face abaxial voltada para o meio de 

cultivo. Os tratamentos consistiram da interação de concentrações 0, 50, 100, 

150 e 200% de nitrato de amônio (NH4NO3) e nitrato de potássio (KNO3) do 

meio MS, acrescido com 30g. L-1 de sacarose, 1,0 mg.L-1 de BAP (6-

Benzilaminopurina), 0,5 mg.L-1 de AIA (Ácido 3-indolacético) e vitaminas do 

meio B5 (Gamborg et al., 1968). O meio de cultivo foi solidificado com 6g.L-1 

de ágar, com pH ajustado para 5,8, antes da autoclavagem a 121ºC por 20 min. 

As culturas foram mantidas por 8 semanas, no escuro, dentro de um 

compartimento de metal (armário) instalado em sala de crescimento a 25±2ºC. O 

delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em ensaio fatorial 5x5, 

constituído de quatro repetições com três tubos cada uma. 

Foi realizada avaliação da capacidade organogênica do material quanto à 

presença de explantes responsivos e número de brotações aos 30 e 60 dias após a 

inoculação. Foram aplicadas as notas 0 e 1 como critério na avaliação dos 

explantes responsivos aos 30 dias: (0) ausência de brotações, (1) presença de 
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brotações. Posteriormente, as culturas foram transferidas para câmara clara (sala 

de crescimento), com fotoperíodo de 16 horas diárias e intensidade luminosa de 

42 W.m-2.  

Os dados foram submetidos à análise de variância pelo teste F a 5% de 

probabilidade e os tratamentos comparados por meio de regressão polinomial, 

pelo programa SISVAR® (Ferreira, 2000). 

 

 

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

Depois de alguns dias em meio de indução, muitos explantes 

apresentaram inchaço nas bordas de corte, caracterizando a formação de calos 

com aspecto organogênico (Figura 3A). Pela análise fatorial dos dados, aos 30 

dias de cultivo observou-se interação significativa para explantes responsivos, 

em que a utilização de 50 e 100% das concentrações de NH4NO3 e todas as 

doses de KNO3, inclusive em sua ausência no meio de cultura, promoveram a 

formação de calos com capacidade organogênica. O uso de 150% de NH4NO3 

em combinação às concentrações de 150 e 200% de KNO3 mostrou-se 

ineficiente no processo de organogênese in vitro. Não houve formação de 

explantes responsivos tanto na ausência como na utilização de 200% da 

concentração desses nutrientes no meio de cultura (Tabela 1), confirmando que o 

estímulo para processos de organogênese dessa espécie é ativado na presença de 

concentrações de 50 até 150% das fontes de N. 

Quando se utilizou somente o KNO3, como fonte de N, a resposta foi 

positiva para formação de explantes responsivos, resultado semelhante também 

foi verificado com o uso isolado do NH4NO3 (Tabela 1). Quando o N é fornecido 

somente na forma de nitrato, a quantidade desse nutriente no meio de cultura é 

abundante no início do estabelecimento do explante. Entretanto, com o 

crescimento do explante, o meio começa a apresentar deficiência desse nutriente. 
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Quando o N é fornecido nas formas de nitrato e amônio, inicialmente o N na 

forma nítrica é consumido mais rapidamente e, posteriormente, o N na forma 

amoniacal torna-se disponível para ser consumido pelo explante. Em trabalho 

realizado com segmentos nodais de Coffea arabica, obteve-se crescimento 

mínimo de brotações quando o cultivo foi realizado em meio contendo nitrato 

como única fonte de N (Ribeiro et al., 2002). Desta forma fica evidenciada a 

essencialidade da combinação de ambas as fontes no cultivo in vitro. 

A análise fatorial apresentou interação significativa para número de 

brotos aos 30 e 60 dias após a inoculação (Figuras 1A-D), com a diminuição 

e/ou aumento das concentrações de NH4NO3 e KNO3.  

Aos 30 dias após a inoculação (DAI), os maiores números de brotos (1,5 

e 2,3) foram obtidos na presença de duas situações que se comportaram de forma 

linear decrescente, ou seja: pela combinação de maiores concentrações de 

NH4NO3 com menores concentrações de KNO3 (Figura 1A). Estes resultados 

demonstram que variações de componentes essenciais do meio MS podem 

alterar o padrão de desenvolvimento das plantas. Provavelmente, a combinação 

de altas doses de NH4NO3 com baixas de KNO3 afeta positivamente a formação 

de brotos, pois o nitrogênio contribui de forma efetiva tanto no metabolismo 

celular como na regulação do potencial osmótico do meio de cultura. Situação 

inversa visualizada pela Figura (1B) mostra que as concentrações de 150 % de 

KNO3 combinada a menores de NH4NO3 não necessariamente são satisfatórias, 

pois correspondem a um número menor de brotos (1,2) (Figura 1B). 

Os resultados encontrados são concordantes com os de Sato et al. (2001) 

que afirmam que a maioria das plantas prioriza a absorção de NH4
+ a NO3

-. 

Porém, situações contrárias também são verdadeiras quando se observa na 

Figura (1A) um comportamento quadrático na ausência de NH4NO3 em 

combinação KNO3, sendo possível estimar, pela equação de regressão, o número 

máximo de brotos (1,3), correspondente a 100% KNO3. Concentrações 
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crescentes de KNO3 até 100% promoveram acréscimos significativos no número 

de brotos e pode-se deduzir que concentrações superiores a 100% de KNO3 não 

são necessárias para esta variável, podendo ser tóxico a partir do mesmo e 

concentrações inferiores a 50%, não são eficientes para obtenção de maior 

número de brotos de explantes de pinhão-manso.  

Embora algumas espécies cresçam in vitro na presença apenas de nitrato, 

a maioria dos explantes derivados de plantas intactas, tecidos e órgãos, incorpora 

nitrogênio e cresce mais rapidamente em soluções contendo íons nitrato e 

amônia do que na presença de apenas uma dessas fontes (Pasqual, 2001). 

Aos 60 dias após a inoculação (DAI), o número de brotações (3,0 e 5,0) 

por explante de pinhão-manso também apresentou respostas semelhantes às 

variações das concentrações de N aos 30 (DAI), sendo que o aumento da 

concentração de NH4NO3 de 50 para 100% combinado com ausência e 

concentrações menores de KNO3 da concentração original do meio MS 

proporcionou maior incremento de brotações (Figura 2A). Testando-se situação 

oposta (Figura 2B), ou seja: a combinação de concentrações de KNO3 associada 

às concentrações de NH4NO3 verificou-se que a melhor resposta para número de 

brotações (7,0) foi a combinação da ausência de KNO3 com porcentagens 

crescentes de NH4NO3. Também observou-se que a presença de 150% de KNO3 

em interação com a diminuição das porcentagens de NH4NO3 afeta 

negativamente o número de brotações (1,0). De posse desses resultados pode-se 

inferir que os níveis de nutrientes inorgânicos nos substratos de cultivo in vitro 

influenciam os processos metabólicos nas culturas, apresentando efeito sobre o 

crescimento e a diferenciação dos tecidos. 

Sato et al. (2001), estudando a influência da concentração de nitrato de 

amônio na micropropagação da mandioca (Manihot esculenta), verificaram que 

concentrações em torno de 50% da concentração original do MS favorecem o 

maior número de brotações sem apresentar vitrificação. Silva et al. (2005) 
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registraram que o incremento das concentrações de nitrato de amônio, na 

ausência de cinetina, aumentou o número de gemas e brotos em Dyckia 

maritima (Bromeliaceae). Maldaner et al. (2006), ao testarem o efeito de 

concentrações de N em combinação com sacarose, obtiveram maior número de 

brotos na presença de 70% de N, em segmentos nodais de Pfaffia glomerata. 

Também Araujo et al. (2009) constataram que concentrações até 450 mg.L-1 de 

nitrato de amônio promoveram aumento de brotações na micropropagação de 

Cattleya loddigesii (Orchidaceae). Estes resultados demonstram que as respostas 

isoladas ou a interação entre concentrações reduzidas e/ou elevadas de N no 

meio de cultivo variam em função da espécie vegetal em questão. 

Após a transferência dos calos com competência organogênica para 

câmara clara (sala de crescimento), o desenvolvimento da regeneração de 

estruturas foliares de pinhão-manso foi acompanhado conforme Figuras (3B-E). 

Passados 10 a 15 dias de estabelecimento dos calos na presença de luz, 

verificou-se início de formação de clorofila, indicando resposta ao estímulo 

luminoso. A coloração marrom clara exibida pelos calos não caracterizavam 

calos oxidados e estes não apresentaram dificuldades para regenerar suas 

brotações (Figura 3B). A Figura (3C) torna visível o desenvolvimento peculiar 

de brotações no estágio inicial e broto alongado após 2 meses de subcultivo em 

meio MS contendo metade dos sais, com presença de 150% de NH4NO3 e 50% 

de KNO3., vitaminas do meio B5 e dos fitorreguladores BAP e AIA. As imagens 

exibidas pela Figura (3A-F) corroboram o conceito de organogênese in vitro, 

que pode ser definida como o processo no qual células e tecidos vegetais são 

induzidos a sofrer mudanças que levam à produção de uma estrutura unipolar, 

denominada primórdio vegetativo, com sistema vascular conectado com o tecido 

de origem. Nos trabalhos com pinhão-manso, essas estruturas têm sido 

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

trabalho.  

Os calos foram novamente subcultivados e transferidos para o meio de 

cultivo onde permaneceram por mais 2 meses e potencializaram a fase de 

multiplicação (Figura 3D). Nessa fase, as células dos explantes adquiriram maior 

competência e habilidade de responder a sinais hormonais com consequente 

aumento da indução de órgãos. Durante essa fase, os autores puderam visualizar 

a múltipla formação e desenvolvimento de órgãos vegetativos sob a influência 

do balanço nutricional estudado no presente trabalho. 

Finalmente, brotos com aproximadamente 3cm de comprimento foram 

individualizados e inoculados em meio de cultura com ausência dos 

fitorreguladores adicionados ao meio MS experimental (Figura 3E). Tais brotos 

apresentavam estrutura definida e habilidade em responder ao estímulo de 

enraizamento na fase final do processo de formação da muda. Desse modo, a 

natureza manipulável da cultura de tecidos para pinhão-manso pode ser 

explorada para a maximização da multiplicação via organogênese in vitro, pois 

estes resultados indicam que o ganho em número de brotos/explante pode trazer 

vantagens significativas porque é um importante parâmetro de crescimento, 

sendo fundamental quando se objetiva alta taxa de multiplicação para produção 

em larga escala de plantas. 

 

 

 

 

 

 

 



 

95 
 

6 CONCLUSÕES 
 

Concentrações entre 50 e 100% de KNO3 e NH4NO3 no meio MS 

favorecem a indução de calos responsivos com formação de primórdios vegetais. 

O maior número de brotos é obtido aos 60 dias de cultivo com 

concentração de 150% para NH4NO3 e até 100% para KNO3, em relação à 

concentração padrão do meio MS. 

 

7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
Após avaliação das condições de cultivo para o desenvolvimento de 

protocolo via organogênese in vitro em pinhão-manso, recomenda-se a 

realização do seguinte protocolo: 

 Assepsia das sementes; 

  Cultivo dos embriões em luz branca (sala de crescimento); 

  Obtenção da plântula in vitro após 10 dias de cultivo; 

  Retirada  do segmento foliar de folhas cotiledonares in vitro; 

  Inoculação em meio MS ½ dos sais, sendo 150% NH4NO3 + 50% 

KNO3; 1mg.L-1 de BAP + 0,5 mg.L-1 de IAA; vitaminas B5, 30g.L-1 de 

sacarose; 6g.L-1 de ágar e filme plástico como vedação; 

  Manter a cultura na ausência de luz por 60 a 90 dias; 

  Transferir para luz (sala de crescimento) e, após 15 dias, repicagem dos 

calos e transferência para novo meio para multiplicação; 

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

não concluída). 
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ANEXOS 
 
 
 

TABELA 1 Efeito de concentrações de nitrogênio do meio Murashige & Skoog (1962) 
na formação de explantes responsivos de folhas cotiledonares de pinhão-
manso (Jatropha curcas) cultivadas in vitro por 30 dias após a inoculação.* 

  Explante responsivo  
NH4NO3 (%)  KNO3 (%)  
 0 50 100 150 200 
0 0 bB 1 aA 1 aA 1 aA 1 aA 
50 1 aA 1 aA 1 aA 1 aA 1 aA 
100 1 aA 1 aA 1 aA 1 aA 1 aA 
150 1 aA 1 aA 1 aA 0 bB 0 bB 
200 0 bA 0 bA 0 bA 0 bA 0 bA 
* Médias seguidas por letras distintas, minúscula na vertical e maiúscula na horizontal, 
diferem entre si, pelo teste F, a 5 % de probabilidade. 
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A

y 0 NH4NO3= -0,0001x2 + 0,0229x + 0,0286  R2 = 0,9524

y 150 NH4NO3= -0,008x + 1,5  R2 = 0,8889

y 200 NH4NO3= -0,013x + 2,25  R2 = 0,8366
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FIGURA 1. Efeito de concentrações de nitrogênio do meio Murashige & Skoog 
(1962) na formação de brotos em explantes de folhas cotiledonares 
de pinhão-manso (Jatropha curcas) cultivados in vitro por 30 dias 
após a inoculação. 
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y 50 NH4NO3= -0,0132x + 3,19  R2 = 0,8437

y 100 NH4NO3= -0,0232x + 4,598  R2 = 0,964
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y 0 KNO3= 0,037x + 0,65  R2 = 0,9654

y 150 KNO3= -0,0275x + 4,55  R2 = 0,7741
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FIGURA 2 Efeito de concentrações de nitrogênio do meio Murashige & Skoog 
(1962) na formação de brotos em explantes de folhas cotiledonares 
de pinhão-manso (Jatropha curcas) cultivados in vitro por 60 dias 
após a inoculação. 
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FIGURA 3 Organogênese de explantes de pinhão-manso (Jatropha curcas) 

oriundos de folhas cotiledonares: (A) explante responsivo aos 30 
(DAI), (B) explante com início de formação de clorofila após 15 
dias de transferência para câmara clara, (C) desenvolvimento das 
brotações adventícias após 2 meses em câmara clara, (D) 
multiplicação de brotos e (E) brotos após 4 meses com 
aproximadamente 3cm de comprimento pronto para iniciar a 
formação de raízes.  
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