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FORMAGAO DE CALOS EMBRIOGENICOS FRIAVEIS EM PINHAO MANSO

(Jatropha curcas L.).
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RESUMO- A propagagdo por sementes do pinhdo manso (Jatropha curcas L.) apresenta variagcoes
genéticas e ambientais que podem influenciar na produtividade da espécie. A presenca de individuos
que apresentem produtividade acentuada ja é observada em propriedades produtoras em todo o Brasil.
A aplicagao de técnicas de clonagem, via cultura de tecidos, podem contribuir para a fixagdo destes
individuos como parentais altamente produtivos. Desta forma, testou-se a influencia de diferentes
concentragdes 2,4 acido diclorofenoxiacético e, presenga ou auséncia de vitaminas (tiamina, acido
nicotinico e piridoxina), no processo de calogénese do pinhdo manso. Para tanto, embrides de pinhdo
manso foram germinados “in vitro” e seus meristemas excisados apds 30 dias de cultivo e meio MS. Os
meristemas foram inoculados em meio nutritivo (MS) suplementado com vitaminas (0, 0,25 mg L) e
2,4-D (1,5 e 3 mg L) nas seguintes combinagdes de vitaminas e 2,4-D: M1 (0,25 e 1,5 mg L), M2
(0,25 e 3,0 mg L"), M3 (0,0 e 1,5 mg L") e M4 (0,0 e 3,0 mg L-"). Transcorridos 45 dias os meristemas
foram avaliados. Observou-se que a utilizagdo de vitaminas ndo influencia na formagéo de calos. O
meio MS suplementado com 1,5 mgL-' de 2,4 D mostrou os melhores resultados na indugéo de calos
friaveis em pinh&o manso.

Palavras-chave- Jatropha curcas, meristema apical, vitaminas e 2,4-D.

INTRODUGAO

Nos Ultimos anos, com os problemas ambientais crescentes, falam-se muito na utilizagéo de
combustiveis menos poluentes. Dentre estes, destaca-se o biodiesel, um combustivel derivado de
biomassa renovavel e que pode substituir parcial ou totalmente combustiveis de origem fossil. A
producéo de biodiesel vem crescendo rapidamente no Brasil (Globo Rural, 2006). Dentre as fontes de
bleo para biodiesel destaca-se o pinhdo manso (Jatropha curcas L.).

O pinhdo manso é uma arvoreta, da familia das Euphorbiaceae. Foi muito utilizada para a
fabricacéo de sabao e mais recente como cerca viva em areas rurais (Dias et al., 2007). A maior
atribuicdo desta planta nos dias atuais é o grande teor em 6leo na semente, podendo superar 30% de
sua massa seca e persistir por mais de 40 anos durante seu ciclo produtivo. A produgéo de biodiesel
pode chegar de 1100 a 1700 litros por hectare, de acordo com estudos realizados, a producédo de
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hectare/ano consegue abastecer 20 picapes. (Globo rural, 2006). Um dos problemas encontrado no
pinhao manso € a produgao desuniforme de frutos.

A propagagéo do pinhdo manso é viavel por sementes e estacas, mas apresentam
irregularidades produtivas (Nunes, 2007). Para superar esse problema sugere-se a propagagao in vitro.
Segundo Souza et al. (2006) um pequeno numero de explantes pode regenerar milhares de plantas.
Os clones regenerados sdo idénticos ou superiores fenotipicamente a planta matriz, quando se refere
ao tempo para producado. A propagacao in vitro, requer reduzido espago fisico para produgao e
constitui uma ferramenta eficiente na eliminagcdo de patdgenos. No entanto, ainda pouco se sabe sobre
0 emprego desta técnica para o pinhdo manso.

Buscando desenvolver formas de cultivo in vitro de pinhdo manso, torna-se necessario a
obteng&o de protocolo de clonagem, para tanto, concentragdes de 2,4 acido diclorofenxiacético foram
testadas visando a formacao de calos embriogénicos friaveis, a partir de meristemas.

METODOLOGIA

O trabalho foi realizado no LabBiotec-FEAD. As sementes utilizadas no presente experimento
foram cedidas pelo produtor Nagashi Tominaga do Municipio de Janauba, MG. As sementes foram
descascadas e submetidas a assepsia por imersao em detergente comercial a 0,5% por um periodo de
um minuto, seguido pela imersao em alcool 70% v/v por um minuto e hipoclorito de sodio a 2,5% por 15
minutos sob agitagéo constante.

As sementes foram lavadas trés vezes com agua destilada estéril e os embrides retirados das
sementes sem as folhas cotiledonares, em uma camara de fluxo laminar. Os embrides foram colocados
em placas de petri, com meio MS (Murashige & Skoog, 1962) suplementado com vitaminas (0 e 0,25
mg I) e 2,4-D (1,5 e 3,0 mg I'"), contendo carvao ativado na concentragéo de 1,5 g I para ajudar no
desenvolvimento dos embrides (Nunes, 2007) agar 7,0 g I'! e sacarose 30,0 g I'! e colocados no
escuro.

Apos, aproximadamente 5 dias os embrides foram retirados do escuro e colocados sob luz.
Cada combinagao do tratamento de vitaminas e 2,4-D: M1 (0,25 e 1,5 mg I*), M2 (0,25 € 3,0 mg I"),
M3 (0,0e 1,5mg ") e M4 (0,0 e 3,0 mg I'"). Aos 45 dias os calos foram avaliados de acordo com a
formacé&o de calos se ocorreu ou ndo o desenvolvimento dos meristemas. O pH de cada meio citado
acima foi aferido em 5,8 +/-0,2. Cada frasco contendo meio para calogénese, foi inoculado com 10
explantes em cada tratamento, com 2 repeticoes.

As culturas foram mantidas em sala de crescimento a temperatura de 26 £2°C, umidade
relativa do ar em torno de 70%, com irradiagao de 30 umol m-2 s' e fotoperiodo de 16 horas.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Transcorridos 45 dias os calos foram avaliados quanto ao desenvolvimento e formagao de
calos em meios suplementados com a auxina sintética e vitaminas. Observou a presenga de calos
todos os experimentos suplementados com 2,4-D. Demonstrando a eficiéncia do regulador de
crescimento para formagao de calos em pinhdo manso.

O’Connor-Sanchez et al. (2002) descrevem o inicio da formagao de calos, a partir de sementes
germinadas, de suas partes meristematicas, formando calos, tanto embriogénicos quanto
organogénicos em meios de cultura contendo auxina e citocinina. Coelho et al. (2005) trabalhando
com estas plantulas germinadas, obtiveram 20% de formagéo de calos embriogénicos do tipo |I
(Armstrong & Green, 1995). Carneiro et al. (2004) acrescentam ainda a importancia da regeneracéo
eficiente dos explantes, uma vez que este passo é primordial para se obter sucesso na produgéo de
plantas clonadas

Torres et al., (1998) descreveram a agao do 2,4-D na formagao de calos embriogénicos, como
os observados no pinhdo manso, no entanto, autores como Londe (2005) afirmam que para algumas
espécies, o melhor desenvolvimento de calos acontece na auséncia de 2,4-D, discordando dos dados
apresentados acima. Este mesmo autor, também demonstra em seus trabalhos a influencia da fase
inicial, em auséncia de luz, favorecendo o desenvolvimento dos calos (Londe, 2005). Apesar disto, é
notorio a influencia da auxina no desenvolvimento de calos embriongénicos, via embriogénese
somatica, desde os estudos basicos descritos por Murashige & Skoog (1962), como os mais
contemporaneos descritos por Armstrong & Green (1995), Torres et al., (1998), O'Connor-Sanchez et
al. (2002), Carneiro et al. (2004), Coelho et al. (2005)

Para o pinhdo manso a utiliza¢do de auxinas na formag&o de calos a partir de embrides
mostrou-se eficiente. A melhor concentragéo foi 1,5 mg I de 2,4-D, a adigao de vitaminas no meio néo
alterou o desenvolvimento dos calos demonstrando que néo ha influencia direta na associagéo de
vitaminas e 2,4-D, tornando-as dispensaveis.

O uso de apenas meio MS, sem suplementagéo induziu o desenvolvimento de raizes e parte
aérea em praticamente todos os embrides que estavam inoculados neste meio e que ndo houve
nenhuma diferenciagdo em calos dos embrides.

A figura 1 mostra o desenvolvimento dos calos em diferentes concentragdes de 2,4-D, em
alguns casos, além da calogénese observou-se a formagao de partes radiculares.

Em MS suplementado com 1,5 mg I de 2,4-D, observou-se a formagéo de raizes, mas 80% da
massa do esplantes correspondia a calos formados. Em MS suplementado com de 3,0 mg I-! de 2,4-D
houve a exudagéo de compostos fendlicos pelos esplantes, estes compostos oxidaram parte dos calos
formados levando ao escurecimento do mesmo.
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CONCLUSAO

Para a indugéo de calos friaveis de pinhdo manso, o meio MS suplementado com 1,5 mg I de
2,4-D, apresentou melhores resultados.

A utilizacdo de vitaminas n&o interfere na formagao de calos e nem no desenvolvimento dos
mesmos.
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Figura 1: Formag&o de calos em diferentes cohcentragﬁes de 2,4-D. A:MS-0;Be D: MS+1,5mgL124-D,CeE:MS + 3,0
mg L12,4-D. 4
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