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RESUMO

Dada a importancia que a cultura de tecidos apresenta para a producdo em larga
escala, independente da época do ano, com requerimento de um espaco fisico
reduzido quando comparado com a cultura em campo e, somando-se a isso, a
possibilidade de perpetuar um genoétipo de interesse, o presente trabalho objetivou
avaliar os efeitos dos reguladores de crescimento sobre a resposta organogénica de
hipocotilos de trés procedéncias de pinhdo manso, cultivados in vitro, afim de
contribuir com a formulacdo de um protocolo de micropropagacédo. O meio de cultura
utilizado foi o WPM, isento de reguladores de crescimento (controle) e suplementado
com 0,5 mg L™ de auxinas (AIA ou ANA) e/ou 1,0 mg L™ de citocininas (TDZ ou
BAP), resultando em nove tratamentos (T1: controle; T2: TDZ; T3: TDZ+AIA; T4:
TDZ+ANA; T5: BAP; T6: BAP+AIA; T7: BAP+ANA; T8: AlA; T9: ANA). As andlises
foram realizadas apos 60 dias de cultivo e foram baseadas na presenca ou auséncia
de gemas e/ou raizes adventicias nos explantes hipocotiledonares de pinhdo manso.
A inducdo de gemas adventicias foi constatada, especialmente, quando se utilizou o
regulador de crescimento BAP de forma isolada. Para as auxinas utilizadas
isoladamente, estas foram eficientes na promocéo de raizes.
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INTRODUCAO

O pinhdo manso (Jatropha curcas), pertencente a familia Euphorbiaceae, é
uma espécie oleaginosa, perene, monoica, de crescimento rapido, podendo atingir
uma altura superior a cinco metros. Apresenta sementes que produzem um 6leo de
exceléncia, com elevado potencial para a producdo de biodiesel, considerado
superior ao da mamona, aproximando-se ao diesel extraido do petroleo.

Diante disso, a cultura de tecidos, mostra-se como uma excelente ferramenta
biotecnoldgica, podendo contribuir para a producdo em larga escala desta cultura,
além de permitir a propagac¢éo clonal de matrizes com qualidade genética superior e
fitossanitaria, em um curto periodo de tempo e em um espaco fisico reduzido.

Com o intuito de estabelecer um protocolo de micropropagagéo para o pinhao
manso, 0 presente trabalalho objetivou induzir respostas organogénicas diretas e
indiretas em hipocétilos medianos de pinhdo manso, através do cultivo destes em
meio de cultura suplementado com auxinas e/ou citocininas.
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MATERIAIS E METODOS

Material vegetal: trés procedéncias de sementes de pinhdo manso (Jatropha
curcas) obtidas do Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Agroenergia (CNPAE
101 — Rio Verde/GO; CNPAE 115 — Xambré/PR; CNPAE 224 — S&o Francisco do
Gléria/MG), coletadas na safra de 2009/2010.

Cultivo dos explantes: hipocotilos medianos provenientes de sementes
germinadas in vitro, foram cultivados em meio de cultura WPM (LLOYD e McCOWN,
1980) isento de reguladores de crescimento (controle) e suplementado com 0,5 mg
L™ de auxinas (AIA e ANA) e/ou 1,0 mg L™ de citocininas (TDZ e BAP), resultando
em nove tratamentos (T1: controle; T2: TDZ; T3: TDZ+AIA; T4: TDZ+ANA; T5: BAP;
T6: BAP+AIA; T7: BAP+ANA; T8: AlA; T9: ANA). Adicionou-se ao meio de cultura 30
g L™ de sacarose e 6 g L™ de agar. O pH da solucéo foi ajustado para 5,8 (+1), antes
da autoclavagem a 120 °C e 1,2 atm, durante 20 minutos. As condi¢des de cultivo
foram controladas em sala de crescimento com fotoperiodo de 16 horas de luz,
temperatura de 25+2 °C e irradiancia de 42 pmol.s.m?s® de radiacdo
fotossinteticamente ativa (PAR).

Andlise das respostas organogénicas: apds duas transferéncias, realizadas
em intervalos de 30 dias cada, para renovacdo do meio de cultura, os explantes
foram analisados quanto a presenca ou auséncia de gemas adventicias e/ou raizes.

Analise estatistica dos dados: a analise exploratéria dos dados foi realizada
por meio de estatistica descritiva, usando os dados de contagem transformados em
percentuais.

RESULTADOS

A figura 1 evidencia a presenca de respostas organogénicas variadas para 0s
hipocotilos medianos, obtidos das plantulas germinadas de pinhdo manso, de acordo
com o tipo de regulador de crescimento presente no meio de cultura WPM.



Figura 1. Respostas organogénicas variadas dos hipo  cétilos medianos de
pinhdo manso ( Jatropha curcas) as diferentes concentracdes de reguladores
de crescimento no meio de cultura WPM.  A: Auséncia de reposta organogénica
evidente, B: Gemas adventicias (seta) e calos apicais e basais (ponta da seta), C:
Calos de coloracao branca ao longo do hipocdétilo (seta), D: Gemas adventicias
formadas a partir de calos basais (seta), E: Rizogénese indireta (seta), F:
Calogénese (seta).

Considerando as trés procedéncias de pinhdo manso, parte dos calos, tanto
apicais como basais, formados nos hipocétilos, se diferenciaram em gemas
adventicias ou raizes (Figura 2), caracterizando como calos organogénicos.
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Figura 2. Organogénese indireta em hipocétilo de pi nh&o manso ( Jatropha

curcas). A: Gemas adventicias apicais, B: Gemas adventicias basais, C:
Rizogénese. Barra = 0,5cm.

Para a diferenciacdo dos calos em gemas adventicias, considerando-se as
trés procedéncias, destaca-se o tratamento T5 (BAP), que apresentou a maior
percentagem de explantes com gemas adventicias, acompanhado dos tratamentos
T2 (TDZ), T3 (TDZ+AIA), T6 (BAP+AIA) e T8 (AlA). Auséncia de gemas adventicias
foi constatada na procedéncia CNPAE 101 nos tratamentos T7 (BAP+ANA) e T9
(ANA), bem como para a procedéncia CNPAE 224 em relacdo ao tratamento T9
(ANA); para a procedéncia CNPAE 115, apenas o tratamento T4 (TDZ+ANA) néo
induziu a formacédo de gemas adventicias (Figura 3).
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Figura 3. Porcentagem de explantes de pinhdo manso (Jatropha curcas) com
formacao de gemas adventicias (T1 = controle, T2 = TDZ, T3 = TDZ + AlA, T4 =
TDZ + ANA, T5 = BAP, T6 = BAP + AIA, T7 = BAP + ANA, T8 = AlA, T9 = ANA).

Percentualde explantes com formagdo de gemas adventicias (%)

Os melhores tratamentos para a inducédo do enraizamento, considerando as
trés procedéncias, foram o T8 (AIA) e o T9 (ANA), como esperado, uma vez que
estes tratamentos correspondem a presenca de auxinas, porém, cabe destacar o



grupo controle (T1), que apresentou expressivo percentual de explantes com raizes,
mesmo sem o efeito das auxinas (Figura 4).
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Figura 4. Percentual de explantes de pinhdo manso ( Jatropha curcas) que
formaram raizes (T1 = controle, T2 =TDZ, T3=TDZ + AIA, T4=TDZ + ANA, T5 =
BAP, T6 = BAP + AIA, T7 = BAP + ANA, T8 = AIA, T9 = ANA).

CONCLUSOES
v' A auxina ANA, quando utilizada isoladamente ou em combinacdo com as
citocininas TDZ e BAP, na concentracdo utilizada, ndo favoreceu a inducéo

de gemas adventicias, independentemente da procedéncia.

v A citocinina BAP, utilizada isoladamente, destacou-se em relagdo aos demais
tratamentos na inducéo de formacdo de gemas adventicias.

v" Ambas as auxinas utilizadas, foram eficientes na promocao de raizes.
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