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OTIMIZACAO DE PROTOCOLOS PARA GERMINACAO IN VITRO DE PINHAO-
MANSO (Jatropha curcas L.)

RESUMO - O pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) é uma oleaginosa da familia
Euphorbiaceae, que se destaca pelo seu grande potencial s6cio econémico e como
uma excelente alternativa para a producéo de biodiesel. O presente trabalho teve como
objetivo principal a padronizacdo e otimizacdo de protocolos de cultivo in vitro para
embrides e sementes com adicdo dos suplementos complexo vitaminico e acido
giberélico em meio MS, visando a obtencao de plantulas assépticas para a extracdo de
explantes que serdo utilizados em outros processos de cultura de tecidos e
transformacéo genética para a producdo futura de mudas comerciais padronizadas. No
primeiro experimento com embrides, em meio MS com sacarose e agar foram
acrescidas varias dosagens de um complexo vitaminico (0,0; 0,5; 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0
ml.L™") e ap6s duas semanas do estabelecimento, dez variaveis foram analisadas. Foi
utilizado o delineamento inteiramente casualizado com quatro repeticdes. Os dados
foram submetidos a analise de variancia, e as variaveis significativas tiveram suas
médias comparadas pelo teste Tukey (5%) e algumas pela regressao polinomial. Os
resultados indicaram que a adicdo de vitaminas ao meio de cultura ndo é essencial para
a germinacao e crescimento inicial. No entanto, para a formacgéo de raizes, a presenca
do complexo vitaminico forneceu incrementos nos resultados. A presenca de folhas
também respondeu positivamente com o aumento da dosagem de vitaminas. No
segundo experimento com as sementes, varias dosagens de &cido giberélico GA3 (0,0;
1,0; 2,0; 4,0; 6,0 e 8,0 mg.L™) foram acrescentadas em meio MS com sacarose e agar e
apos duas semanas dez variaveis foram analisadas. Foi utilizado o delineamento
inteiramente casualizado com quatro repeticées. Os dados foram submetidos a analise
de variancia, e as variaveis significativas tiveram suas médias comparadas pelo teste
Tukey (5%) e algumas pela regresséao polinomial, assim como no primeiro experimento.
Os resultados indicaram que a adicdo de GA3 ao meio de cultura ndo é essencial para

a germinacédo e crescimento inicial, mas foram eficientes no desenvolvimento da parte
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aérea e sistema radicular. A suplementacdo do meio com o complexo vitaminico ou
giberelina in vitro proporcionou o desenvolvimento de plantulas assépticas com parte
aérea bem desenvolvida e presenca de raizes, sendo 6timas fontes de extracdo de

explantes.

Palavras-chave: &cido giberélico, complexo vitaminico, micropropagacao,

plantas oleaginosas
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OPTIMIZATION OF PROTOCOLS FOR IN VITRO GERMINATION OF PHYSIC NUT
(Jatropha curcas L.)

SUMMARY - The phisic nut (Jatropha curcas L.) is an oil family Euphorbiaceae,
which is distinguished by its great potential economic partner and as an excellent
alternative to produce biodiesel. The present work had as main objective the
standardization and optimization of protocols for in vitro embryos and seeds with the
addition of multivitamin supplements and gibberellic acid on MS medium, in order to
obtain seedlings for the extraction of aseptic explants to be used in other processes of
tissue culture and genetic transformation for the future production of standard
commercial seedlings. In the first experiment with embryos in MS medium with sucrose
and agar were added various doses of a vitamin complex (0.0, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0 and 4.0
ml.I'Y) and after two weeks of the establishment, ten variables were analyzed. We used a
completely randomized design with four replications. Data were subjected to analysis of
variance, and the significant variables had their means compared by Tukey test (5%)
and some by polynomial regression. The results indicated that the addition of vitamins to
the culture medium is not essential for germination and early growth. However, for root
formation, the presence of vitamin complex increments provided in the results. The
presence of leaves also responded positively by increasing the dosage of vitamins. In
the second experiment with the seeds, various doses of gibberellic acid GA3 (0.0, 1.0,
2.0, 4.0, 6.0 and 8.0 mg.L™) were added in MS medium with sucrose and agar, and after
two weeks ten variables were analyzed. We used a completely randomized design with
four replications. Data were subjected to analysis of variance, and the significant
variables had their means compared by Tukey test (5%) and some by polynomial
regression, as in the first experiment. The results indicated that the addition of GA3 to
the culture medium is not essential for germination and early growth, but were efficient in
the development of shoot and root system. The supplementation of medium with

gibberellin or vitamin complex in vitro enabled the development of aseptic seedlings with
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well developed shoots and presence of roots, being a great source of extraction of

explants.

Keywords: gibberellic acid, vitamin complex, micropropagation, oilseed plants
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1. INTRODUCAO

O pinh&o-manso (Jatropha curcas L.) pertence a familia Euphorbiaceae, sendo a
mesma familia da mamona (Ricinus sp.) e da mandioca (Manihot sp.). Embora existam
controvérsias quanto a sua origem, a maioria dos pesquisadores diz ser uma espécie
nativa da América tropical e naturalizada em regibes tropicais e subtropicais da Asia e
Africa (AUGUSTUS et al., 2002; ARRUDA et al., 2004). No Brasil apresenta uma
distribuicdo geografica ampla, devido a sua rusticidade, resisténcia a longas estiagens,
pragas e doencas, se desenvolvendo bem nos terrenos aridos e pedregosos (ARRUDA
et al.,, 2004; PRAMANIK, 2003), ocorrendo espontaneamente desde o nordeste até o
Parana.

Existe um grande interesse pela cultura do pinhdo-manso devido ao seu
potencial para a producédo de biocombustivel, pois o teor de 6éleo das suas sementes
(25 a 40%) é superior ao da maioria das oleaginosas utilizadas para esta finalidade
(ARRUDA et al.,, 2004 ). Apresenta uma produtividade alta (média de 5 T / ha) de
sementes com a cultura estabelecida e em condicbes favoraveis, podendo gerar
aproximadamente 1600 L / ha de 6leo vegetal (TEIXEIRA, 2005). Seu 6leo tem pouca
variacdo de acidez, melhor estabilidade a oxidacdo que o Oleo de soja, boa viscosidade
se comparado ao da mamona e 83% do poder calorifico do 6leo diesel (TAPANES et
al., 2011).

O plantio de pinhdo-manso vem crescendo, tanto em meio a agricultores, como
em empresas que buscam um novo nicho de mercado, ndo s6 por seu potencial na
producdo de o6leo combustivel como também por sua rusticidade, menor exigéncia
hidrica e nutricional, capacidade de recuperar areas degradadas, elevado potencial de
rendimento de sementes, desenvolvimento perene, ndo necessitando, assim, de
renovacdo anual de plantio e principalmente por ser espécie ndo - alimentar, ndo
oferecendo concorréncia com culturas alimenticias.

Nesse contexto surge a necessidade de se produzir plantas com boa
produtividade e gendtipos superiores, que podem ser obtidas por meio do



15

melhoramento genético por métodos convencionais, desse modo explorando-se a
variabilidade existente ou por meio de técnicas como hibridacao interespecifica, indugéo
de mutantes, variacdo somaclonal e transformacédo genética.

Assim, o0 uso das técnicas de cultura de tecidos pode contribuir cada vez mais
para a evolucéao dos programas de melhoramento de plantas, acelerando, simplificando
e tornando mais eficiente o processo de obtencdo de genotipos promissores.

Diante do grande interesse pela cultura do pinhdo-manso, da falta de
informacdes e da caréncia de trabalhos publicados, o presente trabalho vem contribuir
com informagdes sobre a analise do desenvolvimento de embrides e germinacdo de
sementes in vitro em meio de cultura com diferentes doses de suplementos, visando a
otimizacdo de um protocolo de cultivo in vitro para a obtencéo de plantulas assépticas.

A suplementacdo do meio de cultura favorece a germinagdo in vitro e o
desenvolvimento de plantulas com elevado potencial fisiol6gico para serem utilizadas
como fontes de explante. Desse modo, muitas vezes € necessario testar, de forma
empirica, diferentes meios de cultura com modificacbes, com a suplementacdo de
vitaminas e reguladores de crescimento, para se obter um bom resultado.

Com o objetivo de otimizar a germinacdo e o desenvolvimento in vitro de
plantulas de pinhdo-manso, foram testadas diferentes doses de um complexo vitaminico
no cultivo de embrides e de acido giberélico (GA3) para a germinacado de sementes em
meio MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) com sacarose e agar.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Pinh&o-manso: descricdo morfologica e producéo

O pinhdo-manso é uma planta perene, caducifdlia, de crescimento rapido,
alcancando uma altura média de até 5 metros, com didmetro do tronco de
aproximadamente 20 cm; raizes curtas e pouco ramificadas. Possui caule liso, com
cicatrizes produzidas pela queda das folhas na estacéo da seca (CORTESAO, 1956).

A planta possui a arquitetura classica das euforbiaceas, onde a primeira
inflorescéncia é apical, originando a emissdo de novos ramos (secundarios) de onde
surgem novas inflorescéncias que, por sua vez, impedem novamente o crescimento
apical, surgindo os proximos ramos (terciarios) e assim sucessivamente (Figura 1 A).
Desta forma o nimero de brota¢gBes tende a apresentar uma progressao geomeétrica
(EMBRAPA, 2008).
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Figura 1. Aspecto geral de um galho de pinhdo-manso com frutos verdes (A), folha (B) e
fruto verde, visdo interna e externa (C).

As folhas do pinhdo-manso s&o verdes, esparsas e brilhantes, largas e
alternadas, com cinco lobos, pecioladas, com nervuras salientes na face inferior (Figura
1 B). Apresenta flores mondicas pequenas, amarelo-esverdeadas (Figura 2 D). As flores
masculinas sdo em maior ndmero, nas extremidades das ramificacbes, sendo
largamente pedunculadas, as femininas estdo presente nas ramificacdes e diferenciam-
se pela auséncia de pedunculo articulado. (HELLER, 1996).

Os frutos sao do tipo capsula ovoide, com diametro de 1,5 a 3,0 cm, trilocular,
contendo geralmente trés sementes, sendo uma em cada cavidade (Figura 1 C e Figura
2 B). Formado pelo pericarpo, lenhoso e deiscente, inicialmente € verde, passando a
amarelo, castanho e preto quando atinge a maturidade (Figuras 2 A e C). No interior da
semente esta o albumem, branco e rico em 6leo que é composto basicamente por
14,3% de &cido palmitico, 5,1% de &cido estearico, 41,1% de acido oléico e 38,1 % de
acido linoléico (SILVA et al., 2007)
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Figura 2. Frutos de pinhdo-manso em diferentes estadios de maturacao (A), aspecto
interno do fruto maduro de pinh&o-manso (B), frutos secos (C) e flores (D).

O desenvolvimento dos frutos é geralmente, desuniforme e o crescimento tardio,
s6 comeca ap6s a maturacdo dos frutos “tempordes”; Dessa forma, a planta apresenta
com frequéncia, frutos em varios estagios de amadurecimento prejudicando o processo
de colheita mecanizada. O método mais pratico e rapido de colheita dos frutos, ao
contrario do processo tradicional de catacdo manual, € fazendo vibrar o pé do pinhdo-
manso, a meia altura, o que provoca a queda apenas dos frutos maduros, adaptando-se
uma lona sobre o solo para em seguida, os frutos serem expostos a secagem ao sol
(PINHAO MANSO, 2011b).

Em relacdo a produtividade, sabe-se que o rendimento por planta varia conforme

as condicdes edafoclimaticas, regularidade pluviométrica e tratos durante o cultivo,
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podendo frutificar por mais de 40 anos (GLOBO RURAL, 2006). O pinhdo-manso inicia
a producédo de frutos no primeiro ano de cultivo, embora atinja o seu climax reprodutivo
no quarto ano, com potencial para produzir acima de 4.000 kg/ha de graos (DRUMOND
et al., 2009).

TOMINAGA et al. (2007) afirma que a producdo média no primeiro ano é de 100
kg de sementes por hectare, passando a 500, 2.000 e 4.000 Kg no segundo, terceiro e
quarto ano respectivamente, dependendo das condic¢des climaticas e do solo da regiéo.
No Centro Experimental de Ségou, antiga Africa Ocidental Francesa, a produtividade da
cultura alcancava indices em torno de 8.000 Kg de sementes por hectare.Quando a
cultura estiver estabilizada a producédo pode gerar de 2000 a 3500 litros de 6leo por
hectare (ALMEIDA, 2009).

A espécie ainda esta em fase de domesticacdo e todas as informacdes
referentes & sua produtividade, manejo de doencas e pragas, podas, espacamento,
plantio consorciado, principios toxicos, entre outros, sdo de grande importancia (Figura
3).
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Figura 3. Aspecto geral de um cultivo de pinhdo-manso (UNESP de Jaboticabal/SP).

2.2. Formas de propagacao do pinhdo-manso

O pinhdo-manso pode ser multiplicado por via seminal e, ou, clonal. O plantio por
sementes pode ser feito diretamente nas covas ou a partir da producdo de mudas,
sendo utilizado um espacamento de 3 x 2 metros entre plantas, com necessidade de
dois quilogramas de sementes em média, para um hectare de plantio (PURCINO &
DRUMMOND, 1986).

Na propagacdo por sementes foram encontrados bons resultados, mas com
grande indice de polinizacdo cruzada, gerando alta variabilidade genética com

desuniformidade da populagéo, prejudicando a produtividade (NUNES, 2007 a).
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A multiplicacdo clonal por estaquia é uma maneira mais pratica e comum de
propagacao do pinhdo-manso. As estacas devem ser provenientes de ramos préximos
da base do caule, de preferéncia ramos ndo muito grossos, retos, com entrends curtos,
casca lisa, acinzentadas e brilhantes, com 40 a 50 cm de comprimento. Os ramos
utilizados devem ter de um a dois anos, isentos de pragas e doencgas e as ferramentas
utilizadas para o corte devem ser afiadas, evitando o esmagamento dos tecidos. Um
detalhe importante € que as estacas, apos o corte, devem ficar voltadas para cima para
que o latex coagule em volta do corte, onde surgirdo as primeiras raizes (PINHAO
MANSO, 2011).

Esse método apresenta vantagens como: simplicidade, economia, producdo de
sementes logo nos primeiros anos e facilidade no enraizamento, mas com a
desvantagem de que as plantas sdo de vida mais curta e sistema radicular mais fraco,
com raizes superficiais, deixando a planta sujeita ao tombamento e sensivel a falta de
agua e nutrientes no solo (SHIVASTAVA & BANERIJEE, 2009).

O melhor método de propagacgéo do pinhdo-manso ainda ndo esté definido, pois
vantagens e desvantagens podem ser apontadas em todas as opcglOes existentes
(SATURNINO et al., 2005).

Uma boa opcdo é a propagacdo in vitro de plantas (micropropagac¢ao), pois
permite acesso rapido a mudas de melhor qualidade, oriundas de variedades
tradicionais ou desenvolvidas por programas de melhoramento genético. Com as
vantagens da producao de mudas em qualquer época do ano, com economia de tempo
e espaco e principalmente por gerar mudas com desenvolvimento uniforme, permitindo
uma sincronizagao da colheita, que no caso do pinhdo-manso é um dos objetivos para a
melhoria da cultura.

A propagacao in vitro ou cultura de tecidos € uma técnica utilizada para propagar
plantas dentro de frascos ou tubos de ensaio, sob adequadas condicBes de assepsia,
nutricdo e fatores ambientais, como luz e temperatura. Essa técnica parte do principio
de que a célula é autbnoma e possui potencial para originar um organismo completo,
sob determinadas condi¢cdes de estimulos, essa € a Teoria da Totipotencialidade,
formulada por Matthias Schleiden & Theodor Schwann, em 1838 (CID, 2000).
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O cultivo in vitro de plantas € uma parte importante da biotecnologia, atuando
varias areas como a florestal e agricola. Pela sua polivaléncia permite, por exemplo: a
cultura de protoplastos para hibridizacdo de variedades diferentes, vencendo barreiras
genéticas; o cultivo de anteras para a obtencdo de plantas hapldides; cultura de células,
embrides e meristemas na conservacdo de gendtipos em bancos de germoplasma,
inducdo de mutantes, obtencdo de plantas livres de virus e na producédo de clones,
além de fornecer suporte em trabalhos de transformacdo genética. No campo da
aplicacdo basica, fornece suporte a bioquimica, fisiologia vegetal, fitopatologia e a
citogenética (CID, 2000).

2.3. Aimportancia da cultura de tecidos no melhoramento genético

Conforme mencionado anteriormente, a cultura de tecidos se baseia na Teoria
da Totipoténcia Celular, onde os seres vivos tém capacidade de regenerar organismos
inteiros, idénticos a matriz doadora, a partir de células Unicas ou de tecido.

Através de dois processos distintos, pode- se realizar a cultura de tecidos in vitro:
Organogénese e Embriogénese. A Organogénese é o processo de formacéo de partes
aéreas ou raizes, originadas de diferentes explantes, os quais séo induzidos a sofrer
mudancas que levam a producdo de uma estrutura unipolar, denominada primérdio
vegetativo. O sistema vascular desta estrutura esta freqlientemente conectado com o
tecido doador do explante, resultando na formacao de plantulas completas. O processo
pode ocorrer diretamente a partir de células do explante original, chamado de
organogénese direta, ou indiretamente, via formacdo de calos, massa de células pouco
ou nao diferenciadas, com crescimento desordenado. A embriogénese somatica ou
adventicia é o processo pelo qual células somaticas do explante diferenciam-se em
embrides somaticos, ocorrendo a formacao de estruturas bipolares, ndo conectadas ao

explante pelo sistema vascular, dando origem a novos individuos. A formacdo de
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embrides somaticos também pode ocorrer diretamente do explante, da Embriogénese
Somatica Direta, ou 0 que € mais frequente, resultar da cultura de calos, Embriogénese
Somaética Indireta (PERES, 2002).

Na Embriogénese Somatica Indireta, os embrides somaticos se formam a partir
de um tecido intermediario chamado calo, que apresenta células em diferentes estagios
de diferenciacdo que podem adquirir novas competéncias mediadas por mensageiros
quimicos especificos (GUERRA et al., 1999).

A cultura de tecidos é uma excelente ferramenta para clonar plantas em escala
comercial e reproduzir espécies de multiplicacdo dificil. Também & muito utilizada em
estudos de transformacdo genética, conservacao e transporte de germoplasma, além
da limpeza clonal, por meio da qual é possivel a producédo de mudas livres de virus em
algumas espécies como abacaxi, morango, citrus, batata e outros (FERREIRA et al.,
1998).

Existem varias técnicas de culturas de tecidos utilizadas na agricultura, como:
cultura de meristemas, segmentos nodais e apices caulinares, cultura de embrides, de
raizes, polinizacdo e fertilizacdo in vitro, cultura de ovérios, cultura de protoplastos e
inducdo de mutacdes in vitro.

Na cultura de tecidos podem ocorrer alguns problemas que afetam diretamente o
desenvolvimento, os mais comuns séo: a oxidacao, o declinio no vigor, hiperhidricidade,
aclimatacéo, enraizamento e contaminacdo. (ALVES et al., 2011).

Para se estabelecer uma cultura in vitro, alguns aspectos devem ser analisados
e definidos em funcao da espécie e do objetivo do trabalho, sendo necessaria a escolha
do explante, a sua assepsia, 0 meio de cultura, com ou sem suplementacao,
temperatura e fotoperiodo mais adequados para a técnica que seréa desenvolvida.

A assepsia do explante € uma etapa essencial, na qual podem ser utilizadas
diversas substancias de ac¢do germicida. As mais usadas sdo o etanol, o hipoclorito de
sédio e o de calcio. Detergentes de cozinha, bem como o Tween 20, podem ser
utilizados na solugéo de desinfestacdo com o objetivo de facilitar o contato dos agentes
esterilizantes com o tecido, reduzindo a tensio superficial (WILLADINO & CAMARA,
2009).
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Em relacdo ao meio de cultura, sdo inimeras as formulacdes, ndo existindo um
meio padrdo. O mais conhecido e utilizado é o meio idealizado por Murashige e Skoog,
em 1962, conhecido mundialmente como meio MS.

A composicao dos meios nutritivos deve abranger todos 0s minerais essenciais a
nutricdo vegetal, além de fornecer uma fonte de carbono, em geral um carboidrato,
tendo em vista a reduzida capacidade, ou mesmo a total incapacidade fotossintética
dos explantes. Algumas vitaminas e principalmente reguladores de crescimento, como
auxinas e citocininas, também podem ser incorporados ao meio nutritivo, para induzir o
desenvolvimento dos explantes.

A consisténcia do meio deve ser ajustada com a adicao de agentes geleificantes
como o agar. Também ha a opcéao de se utilizar um meio liquido, sendo que neste caso
0 meio é mantido sob agitacdo constante e os explantes sobre uma ponte, evitando que
figuem submersos.

Algumas plantas originadas por sucessivos ciclos de cultura in vitro, podem
apresentar algumas caracteristicas que diferem da planta original doadora do explante,
resultando em alteragcfes estaveis e transmissiveis aos descendentes, conhecido como
Variacdo Somaclonal. Esse tipo de variagdo ocorre quando as culturas séo
estabelecidas a partir de explantes que ndo contém um meristema pré-organizado, ou
ainda, quando ciclos sucessivos de cultivo sdo mantidos repetidamente como calos. A
passagem de células e tecidos pela fase de calo, com alta atividade metabdlica e
divisdo celular, pode levar a formagcédo de células e, ou, calos com caracteristicas
genéticas diferentes das células iniciais.

A variacdo somaclonal pode ser considerada como uma desvantagem quando
for necesséario garantir a fidelidade clonal, como na micropropagacao clonal onde a
formacédo de calos é indesejavel uma vez que a constituicdo cromossémica deste
material €, em geral, instavel, podendo originar variantes genéticos chamado variagdo
somaclonal (LARKIN & SCOWCROFT, 1981).

No entanto, alguns programas de melhoramento de plantas estdo
fundamentados na variabilidade genética gerada espontaneamente, seja ela in vivo ou

in vitro, para selecao de gendtipos de interesse agrondmico. A selecdo neste caso seria
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dependente das variacdes induzidas através do processo de cultivo de células ou
tecidos in vitro, se tornando uma ferramenta essencial ao desenvolvimento do
programa.

Alguns trabalhos com cultura de tecidos de pinhdo manso tém sido
desenvolvidos, como germinacdo in vitro de sementes e embribes, meétodos de
assepsia, avaliacdo de meios de cultura e hormoénios de crescimento, 0 que contribui
para o conhecimento da cultura e ao mesmo tempo fornece subsidios para futuros
trabalhos, visando o melhoramento genético da espécie e a sua propagacado (NUNES et
al., 2008; FARIAS, 2008, COSTA et al. , 2010; CARVALHO et al., 2010).

A planta ainda esta em fase de domesticacdo e, portanto, todos os aspectos
relacionados ao seu cultivo necessitam de estudo, como na area de propagacao
vegetativa, selecdo de gendtipos promissores, desenvolvimento e adaptacdo de
praticas culturais, estudos sobre a fenologia da planta e aspectos relacionados com a
pré e pos-colheita do fruto, entre outros. Portanto, tecnologias de propagacédo in vitro
bem desenvolvidas e,ou, adaptadas sdo de grande importancia para programas de
conservacao de recursos genéticos e melhoramento genético da cultura.

Desenvolver protocolos de espécies lenhosas a partir de explantes de plantas
germinadas in vitro € mais viavel do ponto de vista fisioldgico e experimental, devido ao
seu estadio juvenil e melhor resposta in vitro, possibilitando o sucesso de posteriores
experimentos (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998).

E necessaria mais estudos sobre protocolos de cultivo eficientes, incluindo os
testes com reguladores crescimento, tipos de explantes e sua manipulacdo genética, a
fim de se obter individuos e, ou, clones superiores que apresentem bom rendimento no
campo.

Para a cultura do pinhdo manso, como ainda ndo ha um dominio tecnologico que
garanta rentabilidade no cultivo, € necesséaria a implantacdo de um programa de
melhoramento genético visando a obtencdo de cultivares com maior produtividade e
qualidade de oOleo, tolerantes a estresses bidticos e abidticos e com outras

caracteristicas de interesse agronémico.
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Outro aspecto que deve ser considerado € o fato de que para a cadeia do
biodiesel ser sustentavel, tanto o 6leo quanto os residuos gerados, por exemplo, a torta,
deve ser utilizada.

A torta resultante da extracdo do 6leo dos frutos de pinhdo-manso constitui
excelente adubo orgéanico, é rica em nitrogénio, fésforo, potassio e proteinas (53-63%).
No entanto, para viabilizar o uso desse co-produto para a nutricdo animal € necessario
que os componentes toxicos sejam removidos (ADERIBIGBE et al., 1997; MAKKAR et
al., 1998).

Existem variedades ndo toxicas de pinhdo manso no México que podem ser
utilizadas em programas de melhoramento visando a producéo de torta ndo toxica como
fonte de proteina para animais e até para alimenta¢cdo humana (BECKER et al., 1999).

A Embrapa Agroenergia (Brasilia/DF), identificou recentemente, uma variedade
de pinhdo-manso atoxica cuja torta pode ser usada na ra¢do animal, o0 que aumenta o
potencial da cultura que caminha para se tornar uma cultura sustentavel. Como a
produtividade dessa variedade atoxica € baixa, existem trabalhos visando o seu
incremento em programas de melhoramento genético (BIODIESEL, 2011).

O melhoramento genético do pinhdo—manso tem como opc¢do os métodos
convencionais através da exploracdo da variabilidade existente ou a obtencdo de
variabilidade através de técnicas como a hibridagdo inter-especifica, inducdo de
mutantes, variacdo somaclonal e transformacéo genética. Assim, o uso das técnicas de
cultura de tecidos pode contribuir cada vez mais na evolugdo dos programas de
melhoramento de plantas, acelerando, simplificando e tornando mais eficiente o

processo de obtencédo de novas cultivares superiores.
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2.4. Cultivo de embrides in vitro

O termo ‘cultura de embrido’ € empregado para descrever processos de
crescimento de embrides zigoticos in vitro, independente da idade, tamanho e estadio
de desenvolvimento em que o embrido foi excisado (RAPPAPOT, 1954).

A cultura de embribes pode ser usada para: superar dorméncia de sementes
devido a presenga de substancias inibidoras no endosperma ou a imaturidade o
embrido; estudar o desenvolvimento e aspectos nutricionais do embrido; testar
viabilidade de sementes; resgatar hibridos de cruzamentos incompativeis e na
micropropagacado, possibilitando a obtencdo de um grande numero de plantas em
pouco tempo.

Em virtude de sua natureza juvenil com alto poder regenerativo, os embrides sao
excelentes explantes para a propagacao clonal in vitro.

O desenvolvimento do embrido in vitro gera plantulas axénicas, que é uma otima
fonte de explantes para outros processos de cultura de tecidos, elimina o problema de
assepsia do material adulto e oferece uma resposta morfogénica melhor devido ao
estadio juvenil desses tecidos (GRIGOLETTO, 1997), garantindo assim 0 sucesso de
experimentos posteriores.

Diversos sao os fatores que afetam a eficiéncia e o sucesso da cultura de
embrides in vitro, tais como a maturidade fisiologica da semente, desinfestacdo da
semente, a remocao inadequada do embrido, a escolha do meio nutritivo adequado, os
reguladores de crescimento utilizados, as substancias fendlicas liberadas e as
condi¢bes ambientais de cultivo (CARVALHO & ARAUJO, 2007).

Embrides excisados no estadio maduro ou proximos ao mesmo devem ser
germinados e crescer em meio inorganico suplementado com uma fonte de energia, em
geral sacarose. No estadio de torpedo, os embrides necessitam para o seu
desenvolvimento um meio suplementado com sais minerais, sacarose e vitaminas,

enquanto que no estadio cordiforme a adicdo de hormdnios ao meio é indispenséavel.
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Assim, o importante é definir um meio de cultura que possa sustentar o crescimento e
desenvolvimento do embrido (HU & FERREIRA, 1998).

Para o desenvolvimento de embrides, diversas formulacées de meios de cultura
tém sido utilizadas no cultivo in vitro. Até o momento, ndo existe uma formulagéo
padrdo, mas para diversas espécies tem sido utilizado com sucesso o meio MS
(MURASHIGE & SKOOG, 1962), com ou sem modificagdes. A suplementacdo do meio
com carboidratos e outros aditivos, como reguladores de crescimento, vitaminas e
antioxidantes é de grande importancia, pois auxilia na maximizacdo da taxa de
germinacdo e na obtencdo de plantulas com elevado potencial fisiolégico para a
extracdo de explantes. Os aditivos ndo exercem somente o efeito nutritivo, mas também
influenciam no crescimento celular e na morfogénese por meio de propriedades
osmoticas (GEORGE, 1996).

NUNES et al. (2008) avaliou o desenvolvimento de embrides zigoéticos de pinh&o-
manso extraidos de frutos em varios estadios de maturacdo em meio MS, adicionou
varias doses de sacarose, agua de coco e carvao ativado e constatou que estes
influenciaram na germinacéo e desenvolvimento das plantulas.

A 4gua de coco € comumente usada na suplementacdo do meio de cultura de
embrides porgue supostamente, supre 0 meio com acgucares, aminoacidos, hormonios
de crescimento e outros metabolicos criticos (HU & FERREIRA, 1998).

2.5. Germinacgéao de sementes in vitro

As sementes de pinh&o-manso sdo ortodoxas e devem ser secas até um teor de
umidade entre 5 e 7 % e armazenadas em ambientes arejados. Permanecem viaveis
por pelo menos um ano, mas devido ao elevado teor de 6leo ndo € recomendado o
armazenamento prolongado, pois sdo mais suscetiveis ao ataque de patdégenos e a

rancificacdo dos acidos graxos que compdem a semente (JOKER & JEPSEN, 2003).
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Para que a germinacdo ocorra é necessario que as sementes estejam viaveis,
ndo dormentes e em condigcbes ambientais favoraveis, como: luz, temperatura,
disponibilidade de agua e oxigénio (GUIMARAES et al., 2006). Outros fatores que
influenciam sdo o substrato e o estado de maturacdo dos frutos no momento da
colheita. Sob déficit hidrico as sementes podem até germinar, mas ndo emergem
(ALBUQUERQUE et al., 2008).

A germinacdo de sementes sO ocorre dentro de determinados limites de
temperatura, porém entre eles ha uma temperatura 6tima, na qual obtém-se o0 maximo
de germinagdo em um curto periodo de tempo (CARVALHO & NAKAGAWA, 2000).
Este processo envolve etapas como hidratacdo, mudancas estruturais subcelulares,
respiracdo, sintese de macromoléculas e elongacao celular. Inicia-se com a retomada
das atividades paralisadas durante a maturacdo da semente e termina na protusao da
radicula.

A germinagao do pinhdo-manso é epigea, tipica de dicotiledbneas, normalmente
ocorre sem nenhum tratamento prévio. Desenvolve duas folhas cotiledonares
fotossintetizantes, diferentes das duas folhas definitivas por possuirem formato oval
(JOKER & JEPSEN, 2003).

O processo de germinacéao inicia-se pelo intumescimento da semente, seguido
da ruptura do tegumento e o surgimento da radicula e desenvolvimento de cinco raizes,
geralmente (NUNES, 2007). O desenvolvimento do hipocaétilo ocorre simultaneamente a
formacéo do sistema radicular. Por volta de sete dias ap0s a emissao da radicula, as
folhas cotiledonares estdo complemente expandidas. O processo germinativo e o0
desenvolvimento da plantula dura entre quinze e trinta dias (ALBUQUERQUE et al.,
2008).

A germinacdo in vitro, de sementes e de embrides é uma metodologia da cultura
de tecidos, muito utilizada para espécies de dificil germinacdo ou com algum problema
de recalcitrancia. Essa técnica gera explantes assépticos e com a vantagem de oferecer
uma melhor resposta morfogénica quando comparada com tecidos adultos, nas
préximas etapas da cultura de tecidos (GRIGOLETTO, 1997).
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A taxa de germinacao in vitro, frequentemente é superior a encontrada no campo
em virtude das condi¢gdes serem controladas e adaptadas para suprir as necessidades
de cada espécie (NOLETO & SILVEIRA, 2004).

Para acelerar e melhorar a germinacdo de sementes e também promover o
crescimento de plantas jovens € comum o uso de reguladores de crescimento como as
giberelinas, hormoénios que se destacam pelo seu amplo espectro de atuacdo
(METIVIER, 1986).

Existem varios tipos de giberelinas disponiveis comercialmente, dentre as quais a
GA3 é que tem sido mais usada em sistemas biolégicos (ARTECA, 1996). Na
horticultura ornamental, tem demonstrado grande potencial no aumento da
produtividade e facilidade do manejo cultural, embora ndo seja uma pratica rotineira
nestas culturas (RODRIGUES et al., 2004).

As giberelinas possuem efeito estimulante no processo germinativo quando
aplicadas em sementes com dorméncia ou ndo. As sementes podem necessitar desses
hormoénios para: ativar o crescimento vegetativo do embrido, mobilizar reservas do
endosperma pela ativacdo de enzimas hidroliticas e para enfraguecer a camada do
endosperma que circunda o embrido, favorecendo assim seu crescimento (VIEIRA,
2001; TAIZ, 2004).

A presenca de giberelinas estimula quantitativamente tanto a taxa de germinagéo
qguanto a velocidade de germinacdo das sementes (NI & BRADFORD, 1993), influencia

no alongamento e distensao celular, promovendo a crescimento das plantas.
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3. MATERIAIS E METODOS

As sementes utilizadas nos experimentos foram coletadas de plantas de um
cultivo localizado na cidade de Ituverava/SP, durante os meses de novembro de 2010 a
fevereiro de 2011.

O ensaio de cultivo in vitro foi realizado no Laboratorio de Biotecnologia Aplicada
ao Melhoramento de Plantas, pertencente ao Departamento de Producao Vegetal da
FCAV/UNESP Campus de Jaboticabal.

3.1. Experimento 1 - Cultivo in vitro de embrides zigéticos de pinhdo-manso
(Jatropha curcas L.) na presenca de complexo vitaminico

Para a retirada dos embrides, foram utilizadas 10 sementes por tratamento, com
quatro repeti¢cles, totalizando 40 sementes por tratamento. As sementes foram lavadas
com agua e detergente neutro trés vezes, sendo levadas para a camara de fluxo
laminar, onde permaneceram por cinco minutos no etanol 70% e em seguida vinte
minutos no hipoclorito de sédio (2%). Apés a etapa de lavagem e desinfestacdo, as
sementes foram enxaguadas, sequencialmente, trés vezes em agua estéril.

Apoés essa primeira assepsia, 0 tegumento das sementes foi retirado e nova
assepsia foi realizada com etanol (70%) por cinco minutos, sendo em seguida dispostas
em hipoclorito de sodio (2%) por vinte minutos, sendo realizado na sequéncia o triplice
enxague em agua estéril.

As sementes permaneceram na agua do ultimo enxague por cerca de 20 horas
para facilitar a retirada dos embrides.

Os embrides foram extraidos das sementes em camara de fluxo laminar, com o

auxilio de pinca e bisturi esterilizados, sendo em seguida dispostos individualmente em
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frascos de vidro, com capacidade de 100 ml, contendo 25 ml de meio de cultura e
vedados com filme de polivinilcloreto (PVC).

O meio de cultura utilizado foi o0 MS (Sigma), acrescido de sacarose (30g/L) e
agar (6g/L), sendo adicionadas varias dosagens de um complexo de vitaminas, onde
foram consideradas as denominacgdes: tratamento controle, ou seja, sem a adicao do
complexo de vitaminas (T0); tratamento com adicdo de 0,5 ml.L™ de complexo
vitaminico (TA); tratamento com adicdo de 1,0 ml.L™ de complexo vitaminico (TB);
tratamento com adicdo de 2,0 ml.L™" de complexo vitaminico (TC); tratamento com
adicdo de 3,0 ml.L™" de complexo vitaminico (TD); tratamento com adicdo de 4,0 ml.L™
de complexo vitaminico (TE).

O complexo vitaminico utilizado nesse trabalho foi constituido de &cido nicotinico
(B3) 0,008 mM, mio-inositol 0,55 mM, tiamina (vitamina B1) 0,03 mM, piridoxina
(vitamina B6) 0,0049 mM, sacarose e 58,4 mM em agua; esses mesmos componentes
foram sugeridos para o cultivo de embrides de coquinho-azedo (RIBEIRO et al., 2011).

O meio preparado com MS (Sigma), sacarose (30 g/L) e &gar (6 g/L) teve o pH
ajustado para 5,8 e autoclavado em temperatura de 120°C por cerca de quinze minutos.
Somente apés o meio estar frio o complexo vitaminico foi filtrado em filtro 0,22um
(Millipore) e adicionado ao meio apos seu resfriamento, cerca de 45°C.

Os embrides dispostos individualmente nos frascos e vedados com filme
PVC.Permaneceram em sala de crescimento com intensidade luminosa de 30 pmol m™
s, fotoperiodo de 12 horas de luz, temperatura média de 25°C e foram avaliados apos
quinze dias do estabelecimento.

Nas avaliacdes realizadas, para o critério de tamanho, adotou-se: tamanho O -
plantulas que ndo cresceram; tamanho 1 - plantulas com até 1 cm; tamanho 2 -
plantulas com tamanho entre 1 a 3 cm e tamanho 3 - para as plantulas com mais de 3
cm.

Dessa forma, foram avaliadas dez variaveis sendo observadas: percentagem de
embrides germinados (%EG); percentagem de plantulas com o tamanho 0 (%PO0);
percentagem de plantulas com o tamanho 1 (%P1); percentagem de plantulas com o

tamanho 2 (%P2) e percentagem de plantulas com o tamanho 3 (%P3); percentagem
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de plantulas com raiz (%PR); numero total de raizes (NTR); percentagem de plantulas
com raiz maior que 1 cm (%PR>1); percentagem de plantulas com raiz menor que 1
cm (%PR<1) e percentagem de folhas (%F).

Para as variaveis significativas pelo Teste F, foi aplicado o teste Tukey a 5% de
probabilidade e para outras, foi também utilizada a regressdo polinomial. Todas as
analises estatisticas foram realizadas utilizando-se 0 programa estatistico AgroEstat -
Sistema para analises estatisticas de ensaios agronémicos (BARBOSA &
MALDONADO, 2010).

Sendo assim, o ensaio foi conduzido no delineamento inteiramente casualizado
com seis tratamentos e quatro repeticdes, cada repeticdo com 10 embrides, sendo a
significancia da analise verificada pelo Teste F (£ 5%). Conforme mencionado, 0s
tratamentos consistiram de diferentes doses de vitaminas acrescidas ao meio MS,

sendo avaliados os parametros de importancia relativa para o cultivo in vitro.

3.2. Experimento 2 - Germinacdo de sementes in vitro de pinh&o-manso (Jatropha
curcas L.) na presenca de &cido giberélico GA3

Em cada tratamento, foram utilizadas 24 sementes, com quatro repeticoes,
totalizando 96 sementes por tratamento.

As sementes foram lavadas com agua e detergente neutro trés vezes e em
camara de fluxo laminar, onde foi feita a primeira assepsia, sendo que as sementes
permaneceram por cinco minutos no etanol 70%, em seguida vinte minutos no
hipoclorito de sédio (2%). Depois foram enxaguadas trés vezes, sequencialmente, em
agua esteéril.

Ainda na camara de fluxo laminar, o tegumento das sementes foi retirado com o
auxilio de um pequeno alicate esterilizado. Nova assepsia foi realizada com etanol 70%
por cinco minutos, hipoclorito de soédio (2%) por vinte minutos e triplice enxague em

agua estéril.



34

O tegumento foi extraido das sementes porque se constatou, através de teste
anterior, que a sua presenca impedia a germinagao.

O meio de cultura utilizado foi o0 MS (Sigma) acrescido de sacarose (30g/L) e
agar (6g/L), sendo adicionadas varias dosagens de acido giberélico (GA3), onde foram
consideradas as denominacdes: tratamento controle (TO), ou seja, sem a adicdo do
GA3; TA=1,0 mg.L™; TB=2,0 mg.L™; TC=4,0 mg.L™; TD=6,0 mg.L™; TE=8,0 mg.L™.

O meio preparado com MS (Sigma), sacarose (30 g/L) e &gar (6g/L) teve o pH
ajustado para 5,8, sendo o0 mesmo autoclavado em temperatura de 120°C por cerca de
quinze minutos.

Apods o resfriamento do meio, cerca de 45°C, a solucdo de GAS foi filtrada em
filtro com membrana (0,22 yM) e adicionada ao meio para em seguida ser vertida nos
frascos plasticos com capacidade de 350 ml e vedados com tampa plastica.

As sementes foram dispostas na quantidade de trés unidades por frasco, com 75
ml de meio, permanecendo em sala de crescimento com intensidade luminosa de 30
pMmol m™ s™, fotoperiodo de 12 horas de luz e temperatura média de 25°C.

As avaliacOes foram feitas ap0s quinze dias do estabelecimento do ensaio. Para
o critério de tamanho, adotou-se: tamanho 0 - plantulas que nao cresceram; tamanho 1
- plantulas com até 1 cm; tamanho 2 - plantulas com tamanho entre 1 a 3 cm e tamanho
3 - para as plantulas com mais de 3 cm.

O ensaio foi conduzido utilizando-se o delineamento inteiramente casualizado,
totalizando seis tratamentos e quatro repeticbes, sendo a significancia da andlise
verificada pelo Teste F (£ 5%). Conforme mencionado, os tratamentos consistiram de
diferentes doses de GA3 ao meio MS, sendo avaliados os parametros de importancia
relativa para o cultivo in vitro.

Os parametros avaliados, num total de dez variaveis, foram: percentagem de
sementes germinadas (%SG); percentagem de plantulas com o tamanho 0 (%PO0);
percentagem de plantulas com o tamanho 1 (%P1); percentagem de plantulas com o
tamanho 2 (%P2); percentagem de plantulas com o tamanho 3 (%P3); percentagem de

plantulas com raiz (%PR); niUmero total de raizes (NTR); percentagem de plantulas com
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raiz maior que 1 cm (%PR>1); percentagem de plantulas com raiz menor que 1 cm
(%PR<1); e percentagem de folhas (%F).

Foi aplicado o teste Tukey a 5% de probabilidade visando a distincdo dos
tratamentos aplicados. Algumas varidveis foram também comparadas por regressao
polinomial. Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa
estatistico AgroEstat - Sistema para Analises Estatisticas de Ensaios Agrondémicos
(BARBOSA & MALDONADO, 2010).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Experimento 1 - Cultivo in vitro de embrides zigoticos de pinhdo-manso
(Jatropha curcas L.) na presenca de complexo vitaminico

De acordo com a Tabela 1, foram encontradas diferencas significativas ao nivel
de 1% de significancia pelo Teste F para as variaveis: percentagem de embrides
germinados (%EG), percentagem de plantulas com o tamanho 0 (%P0), percentagem
de plantulas com tamanho 1 (%NP1), percentagem de plantulas com tamanho 3 (%P3),
percentagem de plantulas com raiz (%PR), nimero total de plantulas com raiz (NTR) e
ao nivel de 5% de significAncia para as variaveis: percentagem de plantulas com
tamanho 2 (%P2) e percentagem de folha (%F).

As variaveis percentagem de plantulas com raiz maior que 1 cm (%P>1) e
percentagem de plantulas com raiz menor que 1 cm (%P<1) foram néo significativas
pelo Teste F, ou seja, ndo alteraram seu comportamento em funcdo dos diferentes
tratamentos aplicados de doses de complexo vitaminico no meio de cultura MS.

Os coeficientes de variacao experimental apresentaram grande amplitude, desde
5,3% para a variavel %PR até 89,07 para a variavel %F, indicando que os dados
obtidos tiveram grande disperséo, fato ja& esperado em funcdo da natureza complexa
das variaveis analisadas.

Como os embrides foram provenientes de sementes colhidas de varias plantas e
0 pinhdo-manso apresenta um alto indice de polinizacdo cruzada, o resultado é uma
grande variabilidade genética. Ou seja, embrides com caracteristicas genotipicas
diversas podendo apresentar respostas variadas diante dos tratamentos utilizados
(Figura 4 A).
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Figura 4. Aspecto geral da cultura in vitro de embrides em sala de crescimento (A);
embrides de pinhdo-manso desenvolvidos em meio MS acrescido de diferentes
doses de complexo vitaminico (B) e (C); detalhes do sistema radicular de
embrides de pinhdo-manso em meio de cultura (D)e plantula de pinhdo-manso
desenvolvida a partir de embrides cultivados in vitro com presenca de folha (E).
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Tabela 1. Quadrados médios, valores médios (Médias) e coeficientes de variacdo
(CV%) da analise de variancia do ensaio conduzido com diferentes doses de
complexo vitaminico acrescido em meio MS, para dez variadveis analisadas.

FV GL Quadrados Médios

%EG %P0 %P1 %P2 %P3 %PR NTR  %PR>1 %PR<1 %F

Tratamentos 5 566,66** 993,82** 2033,23** 542,69* 1089,62* 957,19** 107,37** 98,23" 94,85" 358,34*
Residuos 18 30,55 17,33 148,2 172 104,19 24,18 19,09 102,83 10541 121,05
Médias 80,83 6,43 24,97 40,9 27,68 92,63 28,12 69,02 31,25 12,35

CV (%) 6,83 64,69 48,75 32,05 36,87 53 15,58 14,69 32,85 89,07

*e** Significativo ao nivel de 5% e 1%, respectivamente, pelo teste F. Variaveis: percentagem de embriGes
germinados (%EG); percentagem de plantulas com tamanho 0 (%P0); percentagem de plantulas com tamanho 1
(%P1); percentagem de plantulas com tamanho 2 (%P2); percentagem de plantulas com tamanho 3 (%P3);
percentagem de plantulas com raiz (%PR); nimero total de raizes (NTR); percentagem de plantulas com raiz maior
que 1 cm (%PR>1); percentagem de plantulas com raiz menor que 1 cm (%PR<1) e percentagem de folhas (%F).

Na Tabela 2, encontram-se os resultados obtidos a partir da analise do Teste de
Tukey (5%), onde podemos observar que para a variavel percentagem de embrides
germinados (%EG), a presenca da vitamina, de forma geral, ndo apresentou uma
resposta linear ou diretamente ligada as doses maiores ou menores das concentracdes
de vitaminas no meio de cultura.

Nesse caso a germinacao do embrido ndo apresentou uma relacdo direta quanto a
quantidade de complexo de vitaminas presente no meio de cultura, mas esta
firmemente relacionada as reservas nutricionais dos cotilédones, que neste caso
encontram-se representada pelo fornecimento de nutrientes do meio de cultura. Tal fato
também foi observado por NUNES et al. (2008), trabalhando com diferentes doses de
sacarose em meio de cultura MS com embrides de pinhdo-manso e também por
GARCIA et al. (2002), trabalhando com embrides zigoticos de oliveira na presenca de
carboidratos, onde concluiram que a presenca dos mesmos pode ser minima ou
dispensavel, a depender da espécie e do estadio de desenvolvimento do embrido,
mesmo porque 0 meio MS possui em sua composicdo uma alta disponibilidade de

nutrientes, o que pode torna-lo suficiente para este processo inicial de desenvolvimento.



39

Tabela 2. Percentagem de embrides germinados (%EG); percentagem de plantulas com
tamanho 0 (%P0); percentagem de plantulas com tamanho 1 (%P1); percentagem
de plantulas com tamanho 2 (%P2); percentagem de plantulas com tamanho 3
(%P3); percentagem de plantulas com raiz (%PR); namero total de raizes (NTR);
percentagem de pléntulas com raiz maior que 1 cm (%PR>1); percentagem de
plantulas com raiz menor que 1 cm (%PR<1) e percentagem de folhas (%F)
desenvolvidas em meio MS com diferentes doses de complexo vitaminico .

Tratamentos  %EG %P0 %P1 %P2 %P3 %PR NTR %PR>1  %PR<1 %F

T0-0,0 100,00a 38,61a 18,33b 33,05ab 10,00bc 61,39b 19,50b 72,96a 27,03a  7,50ab
TA-0,5 75,00cd  0,00b 13,84b  56,69a 29,46ab 100,00a 28,00ab 61,73a 38,26a  0,00b

TB-1,0 80,00bc  0,00b 590b 46,82ab 47,27a 100,00a 35,00a 65,75a 34,25a  6,25ab
TC-2,0 77,50bc  0,00b 15,62b 48,66ab 35,7la 100,00a 30,25a 70,98a 30,68a 19,19ab
TD-3,0 65,00d 0,00b 27,38b 34,52ab 38,09a 100,00a 26,00ab 75,14a 24,86a 15,47ab
TE-4,0 87,50b 0,00b  68,75ab  25,69b 5,55¢ 94,44a  30,00a  67,57a 32,42a  25,69a

(1) Médias seguidas de letras iguais, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, significativo a 5% de
probabilidade (*) e 1% de probabilidade (**).

A auséncia de vitaminas no meio de cultura, neste caso, proporcionou o maior
namero de embrides germinados. Outros autores também sustentam a idéia de que a
germinacdo de embrides maduros in vitro pode até acontecer em meio de cultura com
baixas concentracdes de carboidratos, mas néo para o posterior crescimento da planta.

Para a variavel percentagem de plantulas com tamanho 0 (%P0) foi encontrada
diferenca significativa entre os tratamentos com dose zero de vitaminas (TO) em relag&o
aos demais tratamentos, indicando que a presenca do complexo vitaminico,
independente da dosagem, influenciou o crescimento da plantula limitando o
desenvolvimento inicial das mesmas, pois no meio de cultura desprovido de vitaminas

as plantulas atingiram 1 cm (Tabela 2).

Este resultado também foi obtido por PINHEIRO et al. (2001), trabalhando com a
suplementacdo de agua de coco ao meio MS, onde a presenca deste componente

limitou o desenvolvimento inicial de embrides de mangabeira (Hancornia speciosa).
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Quanto a variavel percentagem de plantulas com tamanho 1 (%P1), observamos
na Tabela 2, que a maior dosagem de vitaminas (TE - 4 mg/L™") forneceu o melhor
resultado, destacando-se das demais dosagens fornecidas. Ja no tamanho 3 os
melhores resultados foram com as dosagens intermediarias (TB, TC e TD).

A dosagem do tratamento TA (0,5 mg/L™) parece ter influenciado o
desenvolvimento de um maior percentual de embrides neste intervalo de comprimento
(1,0 a 3,0 cm), ou seja, para a percentagem de plantulas com tamanho 2 (%P2).

Os melhores resultados para o comprimento da parte aérea foram com as doses
intermediarias do complexo vitaminico (TB, TC e TD), como podemos observar na
Tabela 2 para a variavel %P3, sendo que a dose maior do complexo vitaminico inibiu a
alongamento maior das plantulas quando comparamos com os valores obtidos com o
tratamento sem o complexo vitaminico (TO) para estas mesmas variaveis (Figura 4 B e
C). Em contradicdo com a variavel %P1, onde o maior percentual de plantas obtidas
para este tamanho (até 1 cm) foi com a dosagem méaxima (TE). Tais fatos podem
indicar que provavelmente essa alta dosagem de vitaminas influencie no estagio inicial
de desenvolvimento da plantula, reduzindo o desenvolvimento nas fases posteriores de
alongamento.

Quanto ao enraizamento, analisados pelas variaveis %PR e NTR, os resultados
da Tabela 2 e da regresséao polinomial (Figura 5 e Figura 6) indicam que a presenca da
vitamina foi favoravel ao seu desenvolvimento, quando comparada com o tratamento
sem a adi¢ao da vitaminas, evidenciando grande aumento na percentagem de plantulas
com raiz (%PR).

Uma explicacdo para o bom enraizamento nas plantulas, sem que houvesse a
adicao de hormonios indutores de enraizamento, pode ser a presenga das vitaminas
induzindo o crescimento rapido da parte aérea, como pode ser comprovado no indice
%P3, onde este crescimento pode ter proporcionado uma intensa producdo de auxina,
a qual foi translocada para a base, estimulando a rizogénese (Figura 4 D). Vale lembrar
que este fato é muito comum nos processos que envolvem cultura de tecidos
(GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998). Além destes fatos, podemos citar os resultados

similares obtidos por NUNES et al.( 2008), onde o aumento de doses de sacarose no
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meio MS, proporcionou um aumento relevante no numero de raizes formadas a partir
de embrides de pinh&o-manso. Outro trabalho com a cultura do ginseng (SKREBSKY et
al., 2004) apresentou resultados semelhantes também utilizando sacarose.

Em relacdo ao comprimento radicular, o resultado para a percentagem de
plantula com raiz > 1 cm (%P>1) e percentagem de plantulas com raiz menor que 1 cm
(%P<1) ndo foram significativos. Apenas para a variavel numero total de raizes (NTR)
houve diferenca nos tratamentos com a adicdo do complexo vitaminico em relacdo ao

tratamento controle (TO).

Figura 5. Percentagem de plantulas com raiz (%PR) em funcdo de concentracdes de

complexo vitaminico no cultivo in vitro de embrides de pinhdo-manso.
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Figura 6. Numero total de plantulas com raiz (NTR) cultivadas em meio MS acrescido

com diferentes doses de complexo vitaminico.

O fato das raizes ndo apresentarem um crescimento significativo pode estar
relacionado as condi¢cbes do meio de cultura que permitem uma grande incidéncia de
luz.

GRATTAPAGLIA & MACHADO (1998) constataram, em experimento realizado
com a adicao de carvao ativado em meio de cultura, que em alguns casos, a adicédo de
carvdo ativado em determinadas concentracdes podem ser benéficas ao
desenvolvimento radicular. Fato que simula, fisicamente, a condi¢cdo de escuro, no qual
as raizes normalmente se desenvolvem melhor, pela redugéo da incidéncia de luz na
zona de crescimento ativo do sistema radicular. Resultados similares foram observados

por NUNES et al. (2008), onde embribes zigbticos provenientes de frutos secos
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produziram raizes que se desenvolveram bem em meio de cultura acrescido de carvao
ativado.

Para a percentagem de folhas (%F) observamos que o aumento da dosagem de
vitaminas no meio MS exerceu influéncia sobre o surgimento e desenvolvimento das
folhas (Figura 4 E), sendo que a dosagem maior (TE) diferiu significativamente da
dosagem minima (TA). Este efeito da dosagem de vitaminas sobre o desenvolvimento
foliar tendeu para um aumento linear conforme ilustrado na Figura 7, concordando com
os resultados de NUNES et al. (2008), também trabalhando com a cultura do pinhao-

manso e concentracoes crescentes de dgua de coco ao meio MS.

Figura 7. Percentagem de plantulas com folhas (%F) cultivadas in vitro em meio MS em

funcéo de varias dosagens de complexo vitaminico.
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Diante dos resultados apresentados e considerando alguns experimentos
realizados em outras culturas de embrides, futuros trabalhos poderéao ser desenvolvidos
para incrementar o cultivo de embrides in vitro de pinh&o-manso. Dessa forma pode-se
obter uma quantidade maior de plantulas com parte aérea e radicular bem
desenvolvida, transplantando-se as plantulas, apds germinagcdo em meio MS com
sacarose e agar, para meio acrescido com o complexo vitaminico, hormonios e carvao
ativado. Obtendo-se assim, mais plantulas assépticas e bem desenvolvidas em um

curto espaco de tempo.

4.2. Experimento 2 - Germinacdo de sementes in vitro de pinhdo-manso (Jatropha
curcas L.) na presenca de acido giberélico GA3

Os resultados obtidos, de acordo com a Tabela 3, foram significativos ao nivel de
1%, pelo teste F, para as variaveis: percentagem de plantulas com tamanho 1 (%P1);
percentagem de plantulas com tamanho 3 (%P3); percentagem de plantulas com raiz
maior que 1 cm (%PR > 1) e percentagem de plantulas com raiz menor que 1 cm (%PR
< 1). O Teste ainda apresentou-se significativo ao nivel de 5% para as variaveis:
percentagem de plantulas com o tamanho 0 (%P0) e percentagem de plantulas com
raizes (%PR).

Para as variaveis: percentagem de sementes germinadas (%SG); percentagem
de plantulas com tamanho 2 (%P2); numero total de raizes (NTR) e percentagem de
plantulas com folha (%F) o teste ndo apresentou significancia.

Os coeficientes de variagdo experimental apresentaram grande amplitude,
variando desde 7,52% para a variavel %SG até 148,78 para a variavel %F, indicando
gue os dados obtidos tiveram grande dispersdo, fato ja esperado em funcdo da
natureza complexa das variaveis analisadas. Pois as sementes sao provenientes de
cruzamentos entre varias plantas o que nos leva a supor uma grande variabilidade

genética, gerando diferentes respostas diante dos tratamentos aqui propostos.
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Tabela 3. Quadrados médios, valores médios (Médias) e coeficientes de variacdo
(CV%) da analise de variancia do ensaio conduzido com diferentes doses de
acido giberélico (GA3) acrescido em meio MS, para dez variaveis analisadas.

FV GL Quadrados Médios
%SG %P0 %P1 %P2 %P3 %PR NTR %PR>1 %PR<1 %F

Tratamentos 5 71,31ns 340,53* 682,51* 89,3" 877,72* 506,76 120,86" 1054,17** 1060,25** 9,68"™
Residuos 18 46,5 105,07 83,72 74,01 184,11 144,17 13397 118,61 118,85 5,39
Médias 90,63 30,39 10,55 17,65 40,93 58,69 31,58 51,26 48,87 1,56

CV (%) 7,52 33,72 86,67 48,74 33,14 20,45 36,64 21,24 22,3 148,75

*e** Significativo ao nivel de 5% e 1%, respectivamente, pelo teste F. Variaveis: percentagem de embriGes
germinados (%EG); percentagem de plantulas com tamanho 0 (%PO0); percentagem de plantulas com tamanho 1
(%P1); percentagem de plantulas com tamanho 2 (%P2); percentagem de plantulas com tamanho 3 (%P3);
percentagem de plantulas com raiz (%PR); nimero total de raizes (NTR); percentagem de plantulas com raiz maior
que 1 cm (%PR>1); percentagem de plantulas com raiz menor que 1 cm (%PR<1) e percentagem de folhas (%F).

Na Tabela 4 encontram-se os resultados obtidos a partir da analise do Teste de
Tukey, onde podemos observar que para a varidvel percentagem de sementes
germinadas (%SG), a presenca da vitamina, nao apresentou uma resposta linear ou
diretamente ligada as doses maiores ou menores do GA3 acrescido ao meio de cultura.

Tal comportamento era esperado, j4 que esta variavel ndo apresentou significancia pelo
Teste F.
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Tabela 4. Percentagem de sementes germinadas (%EG); percentagem de plantulas
com tamanho 0 (%P0); percentagem de plantulas com tamanho 1 (%P1);
percentagem de plantulas com tamanho 2 (%P2); percentagem de plantulas
com tamanho 3 (%P3); percentagem de plantulas com raiz (%PR); numero total
de raizes (NTR); percentagem de plantulas com raiz maior que 1 cm (%PR>1);
percentagem de plantulas com raiz menor que 1 cm (%PR<1) e percentagem
de folhas (%F) desenvolvidas em meio MS com diferentes doses de acido

giberélico .

Tratamentos %SG %P0 %P1 %P2 %P3 %PR NTR %WPR>1 %PR<1 %F

T0-0,0 89,582 33,23ab 35,47a 16,85a 14,43b  40,91b 26,00a  63,84ab 36,16bc  0,00a
TA-1,0 88,542 25,06ab 3,85b 24,39a 46,69a 70,05a 33,50a 74,23a 25,77c 1,47a
TB -2,0 89,182 19,16b  3,91b 21,85a 55,06a 63,4lab 34,75a 35,90c 64,09a  3,84a
TC-4,0 86,802 24,26ab 13,99b 17,24a 44,49ab 68,23a  38,00a 54,53abc 45,47abc 1,13a
TD-6,0 98,812 36,52ab 0,00b 12,50a 50,97a 59,44ab 33,54a  49,97bc 53,84ab 291la
TE-8,0 90,872  44,10a  6,11b 13,05a 33,95ab 50,06ab  23,75a 32,10c 67,89a  0,00a

(1) Médias seguidas de letras iguais, na coluna, nao diferem entre si pelo teste de Tukey, significativo a 5% de
probabilidade (*) e 1% de probabilidade (**).

Estes resultados obtidos com sementes de pinhdo-manso, foram diferentes dos
obtidos por AOYAMA et al. (1996) e SCALON et al. (2004), com sementes de lavanda e
Eugenia unala (uvaia) respectivamente, onde houve um aumento significativo na
percentagem de germinagdo das sementes em tratamentos com giberelina. Por sua
vez, em sementes de Passiflora nitida germinadas in vitro ndo houve diferenca
significativa com adicdo de GA3 (PASSOS et al., 2004), concordando com os resutados
aqui obtidos. LEITE & HEBLING (2011), também trabalharam com germinacédo de
sementes de Cattleya warnerii em meio com GA3, na presenca de luz e no escuro, e
obtiveram resultado semelhante aos aqui apresentados, ou seja, o acido giberélico nédo
influenciou na germinacdo das sementes na presenca de luz.

De acordo com os resultados obtidos por outros autores, aliado ao fato do
tratamento TO também ter proporcionado o desenvolvimento das sementes, sao

indicativos de que as respostas fisiologicas da cada espécie variam e o fato das
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sementes germinarem em todas as concentracdes do acido giberélico pode estar
relacionado a presenca de GA3 nas sementes, sendo esta concentracao existente ja
suficiente para sustentar metabolicamente a germinacédo (Figura 8 A e B).

Quanto ao comprimento inicial da parte aérea, que foram avaliadas através das
variaveis %P0, %P1 e %P2, sendo o crescimento até 3 cm, verificamos que em %P0 a
presenca do GA3 na maior dosagem (TE) teve somente uma ligeira diferenca de
melhoria nos resultados, ja na variavel %P1 a auséncia do GA3 (T0) € que gerou o
melhor resultado e para a variavel %P2 ndo houve diferenca significativa em relacao a
presenca e as dosagens da giberelina. Assim, de modo geral, podemos supor que a
presenca do GA3 nesta fase inicial do crescimento, mesmo em diferentes dosagens,
nao teve uma influéncia significativa no seu desenvolvimento (Figura 8 C). Tal
ocorréncia pode ser devido ao fato de que, as sementes nessa fase ainda estejam
utilizando as suas reservas nutritivas provenientes dos cotilédones, ndo sendo afetadas
diretamente pelas disponibilidades nutritivas do meio. OLIVEIRA (1994), trabalhando
com crisantemo, verificaram que a adicdo de GA3 nao influenciou no tamanho e
namero de brotos novos.

Fisiologicamente, de acordo com BEWLEY & BLACK (1983), os hormdnios
podem estar relacionados com o desenvolvimento das sementes ou podem estar sendo
acumulados para sua subsequente participacdo no controle de germinacdo e
crescimento da plantula. Este fato também foi observado em relagcéo a variavel %P3.

De acordo com a Tabela 4, para a variavel %P3 (acima de 3 cm), a presenca do
GA3 mostrou-se eficiente, apesar da pequena variagdo entre os tratamentos TA até TD,
caindo um pouco em TE, sendo que o melhor resultado obtido foi no tratamento TB (2,0
mg.L™).

Provavelmente, as sementes necessitem de certa quantidade minima de
horménio e nutrientes para estimular sua germinacdo e desenvolvimento, que €
disponibilizada pelas suas reservas nutricionais. A medida que suas reservas vao se
tornando ineficientes comegam a absorver alguns elementos do meio, necessarios para
a continuidade do seu crescimento. No entanto, seu excesso pode inibir ou ser

eventualmente toxico (Figura 8 D).
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Figura 8. Aspecto geral da germinacéao in vitro de sementes de pinhdo-manso em sala
de crescimento (A) e (B); sementes de pinhdo-manso, na sequencia de cima
para baixo: com tegumento, sem o tegumento e as demais germinadas(C) e
plantulas de pinhdo-manso desenvolvidas apos germinacdo in vitro de
sementes, com difereentes tamanhos (D).



49

O acido giberélico pode agir simultaneamente em varios fatores de crescimento
celular, tais como: extensibilidade da parede celular, na permeabilidade da membrana
celular, na atividade enzimatica, na variagdo do potencial osmético e na mobilizacéo de
acucares (GUARDIA & BENLLOCH, 1980; METRAUX, 1987). Dependendo da espécie,
o local e 0 modo de acdo podem originar respostas contraditérias mesmo entre e dentro
da mesma espécie (KING et al.,1987).

Quanto ao enraizamento das plantulas, analisados através das variaveis %PR e
NTR, os resultados da Tabela 4 indicam que a presenca do GA3 influenciou no niumero
total de raizes (NTR), indicando que a disponibilidade de GA3 no meio de cultura
promoveu um aumento crescente na formagéo das raizes, acompanhando o aumento
da concentracdo de GA3, desde o tratamento TA (1,0 mg.L™) até o TC (4,0 mg.L™),
ocorrendo um decréscimo do NTR nas concentracbes do TD (6,0 mg.L™) e TE(8,0
mg.L™). A concentracdo de GA3 também exerceu efeito na percentagem de plantulas
com raiz (%PR), quando comparado com o tratamento controle (TO), sendo os maiores
indices obtidos nas concentracdes dos tratamentos TA e TC, seguidos de TB, TD e TE,
respectivamente (Figuras 9).
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Figura 9. Percentagem de plantulas com raiz (%PR), desenvolvidas em meio MS a

partir de sementes germinadas na presenca de varias doses de GA3.

Diversos autores demonstram que os efeitos do GA3 podem ser contraditorios,
muitas vezes inibindo e outras estimulando a organogénese do sistema radicular.

Na germinacao in vitro de pinhdo-manso em meio MS com varias doses de GA3,
verificamos que com o aumento da concentracdo de GA3 houve também um aumento
crescente na formacao de raizes, até a concentracdo do TC, quando entdo a partir dai,
observou-se um efeito inverso. Fato similar foi apresentado por SILVA (2001),
trabalhando com gloxinia até a concentracdo de 10 mg L de GA3, onde o autor
verificou que o aumento das concentracfes desse regulador de crescimento causou

queda no fator estudado.
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Em relacdo ao maior comprimento das raizes, para a varidvel %PR>1, a
concentracdo menor (TA) forneceu um melhor resultado quando comparado a maior
concentracdo (TE), evidenciado que o aumento da concentracdo de GA3 reduz o
comprimento das raizes. Isso também pode ser percebido nos resultados do teste de
Tukey e pela regressdo polinomial (Figura 10) para a variavel %PR < 1, onde no

tratamento TE obteve-se o maior nimero de plantulas com raizes menores que 1 cm.

Figura 10. Percentagem de plantulas com raiz menor que 1 cm (%PR<1) cultivadas in

vitro em meio MS, com diferentes doses de GA3.

Assim, temos um melhor efeito do GA3 sobre o enraizamento (%PR e NTR) que

no alongamento radicular, permitindo o desenvolvimento da zona radicular. O sucesso
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do enraizamento ndo depende apenas do comprimento radicular obtido, mas também
do numero e da qualidade das raizes formadas (SCZEPANSKI, 2001).

Para a variavel %F observamos que nado houve diferencga significativa entre os
tratamentos sem a adicdo do GA3 e com as diferentes doses, provavelmente devido ao
fato de que o tempo de avaliagdo do experimento foi reduzido para a completa

avaliacdo do desenvolvimento das folhas.
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5. CONCLUSOES

1) No experimento 1 o complexo vitaminico ndo influenciou positivamente na
germinacdo dos embrides;

2) O maior alongamento da parte aérea foi obtido com a utilizagcdo das doses
intermediarias de vitaminas, assim como o0 maior desenvolvimento de raizes;

3) A presenca de folhas foi influenciada pela adicdo de vitaminas no meio, sendo
observadas diferencas de respostas entre as doses adicionadas;

4) No experimento 2, a presenca do acido giberélico GA3 nao influenciou
positivamente na germinacdo das sementes;

5) O desenvolvimento da parte aérea foi obtido nos tratamentos com adi¢cédo de
GA3, sendo observadas diferencas de respostas entre as doses adicionadas;

6) A formacéo do sistema radicular foi influenciada positivamente pela adicao de
GA3 ao meio de cultura, sendo também observadas diferencas de respostas entre as
doses adicionadas;

7) A suplementacdo do meio MS com o complexo vitaminico ou GA3 in vitro
proporcionou o desenvolvimento de plantulas assépticas com parte aérea bem
desenvolvida e presenca de raizes, sendo 6timas fontes de extracéo de explantes para

novos processos de cultura de tecidos de pinhdo-manso.
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