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1 - INTRODUCAO

O Brasil conta com uma consideravel matriz de
energia renovavel embasada na producdo agricola.  Isso
contribui para preservacdo do meio ambiente, geracdo de
empregos no campo, desenvolvimento econdmico e social.
Nos proximos anos, manter e/ou ampliar essa participacéo
sem duvida serd um dos maiores desafios para a producéo
agricola nacional. Neste cenario, novos desafios exigem
pesquisa e desenvolvimento tecnolégico capazes de
proporcionar novas opgles econdmica e ambientalmente
corretas como fonte de 6leo, apontando o pinhdo-manso
como alternativa. Jatropha curcas L. além de produzir
sementes com elevados teores de Oleo é considerada
adaptavel a diversas condicfes de cultivo (Divakara et al.,
2010;Yadav & Singh, 2010; Koonin, 2006)

Assim, a capacidade de propagagdo vegetativa ou
clonal do pinhdo-manso com a producdo de mudas com
elevados padrdes genéticos e sanitarios sera uma etapa
essencial a expanséo da cultura.

A produgdo e comercializacdo em larga escala
exige o estabelecimento de sistemas de propagacdo capazes
de garantir a sanidade e uniformidade dos propagulos,
permitindo assim a implanta¢do de cultivos padronizados e
com grande  potencial  produtivo.  Ferramentas
biotecnoldgicas contemporaneas tornam-se essenciais, para
a aceleracdo e progresso de programas de melhoramento
genético da espécie também garantindo a qualidade e
identidade clonal. Vérios autores utilizaram folhas, apices,
hipocétilos, nds, entre-nés e cotilédones para o
estabelecimento de cultivos in vitro de pinhdo-manso
explorando a organogénese direta e indireta (Soomro &
Memon, 2007; Datta et al., 2007; Misra et al., 2010; Pan et
al., 2010).

Este estudo foi realizado buscando obter sistemas
de cultura de tecidos de pinhdo-manso, selecionando
explantes com elevado potencial morfogénico, adequando
meios e sistemas de cultivo aos genétipos de interesse local
e ajustando metodologias que possibilitem através da
cultura de células e tecidos obter elevado nimero de plantas
através de organogénese direta ou indireta viabilizando a
propagacdo clonal e/ou engenharia genética.

2 - MATERIAL E METODOS

O experimento foi implantado a partir de explantes
obtidos de sementes de uma populacdo de pinhdo-manso
do banco de sementes da EMBRAPA-CPACT. Sementes
foram descascadas manualmente, selecionadas visualmente
e entdo desinfestadas com etanol 70% (v/v) durante 2
minutos, lavadas com agua destilada estéril trés vezes,
solucdo de hipoclorito de sédio 1% (P/V) durante trés
minutos sob agitacdo, secas sobre papel filtro estéril,
distribuidas em placas contendo meio elaborado com a
metade dos sais do meio MS, 1% (P/V) de sacarose e 6g de

agar L-1 (Murashige & Skoog, 1962) e incubadas nas
condicOes da sala de cultivo : 25°.C e 16h de fotoperiodo.

Apds 14 dias, cotilédones foram removidos em
condigbes assépticas, com auxilio de pinca e bisturi,
seccionados em quatro, transferidos para placas contendo
meio MS, contendo 3% de sacarose, 7g Agar.L™, 22,2uM
6-benzilaminopurina (BAP) e 1,07uM é4cido naftaleno
acetico (ANA), com a face adaxial em contato com o0 meio
e incubados durante 45 dias nas mesmas condig¢des, sendo
repicados a cada 15 dias.

A fim de observar o efeito do balango
auxina/citocinina na organogénese, calos obtidos no periodo
de inducdo foram repicados para meio MS, 3% sacarose,
1,07uM ANA, 7g.L™" 4gar complementados com 22,2
13,32 ou 4,44 uM de BAP e incubados nas mesmas
condigBes, durante 30 dias. Cada tratamento foi composto
por 12 placas contendo cinco explantes. A morfologia dos
calos, o percentual de explantes com calos organogénicos e
0 numero de brotos foi avaliado com auxilio de
estereomicroscépio, utilizando-se aumento de 4 vezes.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Calos compactos e de coloracdo verde intensa
obtidos nos cotilédones tiveram crescimento rapido nos
primeiros 30 dias exigindo sub-cultivos a cada 15 dias.

Figura 1- Calos obtidos em cotilédones de pinhdo-manso
cultivados 30 dias em meio MS, 3% sacarose, contendo
22,2 uM BAP e 1,07uM de ANA.

Soomro e Menon (2007) consideraram hipocoétilos
explantes ideais para o estabelecimento de cultivo de calos
de pinhdo manso, utilizando para inducdo apenas 2,4D.
Cotilédones de pinhdo-manso produziram rapidamente
massa de calos com grande capacidade de proliferacdo nas
condices deste estudo em  meios  contendo
auxina/citocinina.

Ap0s repicagem para meios contendo diferentes
combinac¢es auxina/citocinina observou-se que, aos 30 dias
de incubacdo, os explantes no meio contendo 22,2 uM de
BAP mantiveram elevada proliferacdo e coloracdo,
semelhantes ao observado no estagio de indugdo sendo
que, 26% dos explantes apresentaram estruturas

Brasilia - DF
29 a 30 DE NOVEMBRO DE 2011


mailto:dmpluc@gmail.com
mailto:fred.s.kremer@hotmail.com
mailto:sergio.anjos@cpact.embrapa.br

Il CONGRESSO BRASILEIRO DE PESQUISAS DE PINHAO-MANSO

organogénicas globulares, na superficie nodular dos calos.
Explantes incubados nos meios contendo 13,32 ou 4,4 uM
de BAP apresentaram coloragdo mais clara e textura macia,
superficie nodular, tendo 0 nimero de estruturas globulares,
potencialmente organogénicas diminuido nos tratamentos
com menores concentragdes de citocininas (Figuras 2 e 3).
Pan et al. (2010) optaram por transformar geneticamente de
forma indireta cotilédones de pinhdo, induzindo calogénese
e morfogénese em meio contendo 13,32 uM BAP ¢ 0,05
uM é&cido indolbutirico (AIB), enquanto Datta et al. (2007)
obtiveram sucesso ao utilizar elevadas concentragdes de
citocininas combinando BAP(2,2-35,6uM) e sulfato de
adenina(55,6pM) na micropropagacdo de pinhdo-manso.

(SR s CONERIR g L
Figura 2. Calos de pinhdo-manso cultivados em meio MS,
3% de sacarose, 7g.I"" de Agar, contendo A-22,2uM BAP
e 1,07uM ANA, B 13,32uM BAP e 1,07uM ANA.
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Figura 3. Percentagem de calos de pinhdo-manso com
estruturas globulares organogénicas ap6s 30 dias de
incubacdo em meios contendo diferentes combinacGes
BAP/ANA

No periodo analisado, apenas explantes incubados
no meio A, apresentaram brotos (0,2 brotos/explante em
média) (Figura 4)

Figura 4. Brotos na superficie de calos de pinhdo-manso
incubados em meio contendo 22,2uM BAP e 1,07uM
ANA

4 - CONCLUSOES

O sistema de cultivo de tecidos in vitro
estabelecido a partir de cotilédones de pinhdo-manso nos
balancos auxina/citocinina avaliados podera ser utilizado
em estudos bdsicos, para regeneracdo de plantas através
de organogénese indireta e também para a aplicacdo de
técnicas de engenharia genética assim que estejam ajustadas
condigdes para alongamento e enraizamento dos brotos.
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