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Apresentacao

E reconhecido por todos que a biotecnologia é de extrema importancia
para o futuro da agricultura, permitindo avancos tecnolégicos sem
precedentes. Uma das ferramentas da biotecnologia é, sem ddvida,

a micropropagacao, ja que, a partir da cultura de tecidos in vitro, é
possivel a obtencao de plantas geneticamente idénticas as do exemplar
original, em um ndmero elevado e num breve espaco de tempo. As
técnicas de cultura in vitro apresentam um papel importante para

a conservacao do germoplasma e a fixacdo de ganhos genéticos.
Dessa forma, um dos maiores beneficios das técnicas de cultura de
tecidos vegetais para o melhoramento de plantas perenes refere-se a
possibilidade de capturar e fixar os componentes aditivos e nao aditivos
da variancia genética por meio da propagacao clonal, além de ser uma
ferramenta importante na obtencado de plantas transgénicas.

Valdinei Sofiatti
Chefe-adjunto de Transferéncia de Tecnologia
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Amanda Micheline Amador de Lucena
José Wellingthon dos Santos

Introducao

O pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) é uma planta oleaginosa
pertencente a familia Euphorbiaceae e vem sendo estudada por causa
da possibilidade de seu 6leo ser utilizado como matéria-prima para a
producdo de biocombustivel (BELTRAO; OLIVEIRA, 2009) e por sua
torta possuir significativos teores de nitrogénio, fésforo e potéassio;
potencial termoquimico com consideravel poder calorifico; além de
apresentar alto valor proteico (RODRIGUES, 2013).

O cultivo do pinhao-manso limita-se por fatores, como baixa
produtividade e irregularidade na germinacao das sementes, o que
provoca um estande desuniforme, forcando, as vezes, o replantio
(ALBUQUERQUE et al., 2009). Nesse contexto, o emprego de
ferramentas biotecnolégicas, como o cultivo in vitro, constitui-se

em uma importante alternativa para otimizar a producao da espécie
em larga escala e selecionar plantas geneticamente uniformes e
sadias (FRANCO, 2013). Para isto, é necesséario definir protocolos

de micropropagacao /in vitro bem estabelecidos, de modo que possa
auxiliar o melhoramento genético do pinhao-manso, a fim de oferecer
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em médio prazo cultivares que atendam a todos os requisitos de uma
cultura energética comercial.

A possibilidade de associar tecnologias, tais como a micropropagacao,
ao melhoramento genético classico, além de permitir a obtencao de
plantas com as caracteristicas almejadas, auxilia na conservacao da
variabilidade genética ja adquirida pelo melhoramento convencional
(POUPIN; ARCE-JONHSON, 2005).

Consideracdes gerais

Pinhdao-manso (Jatropha curcas L.)

O pinhdo-manso pertence a familia das Euforbidceas (ARRUDA et al.,
2004). E um arbusto ou arvore que ocorre desde o Maranh3o até o
Parand, mesmo em éareas de solos arenosos e pouco férteis. Possui
crescimento rapido e sua altura normal é de 2 m a 3 m, mas pode
alcancar até 5 m em condicdes especiais. O didametro do tronco é de
aproximadamente 20 cm, com caule liso, de lenho mole e medula
desenvolvida, mas pouco resistente, e o floema possui longos canais
que se estendem até as raizes, nos quais circula o latex; as raizes sao
curtas e pouco ramificadas (ARRUDA et al., 2004).

Nos dltimos anos, tem ocorrido um forte investimento em pesquisas
com culturas bioenergéticas que possam substituir o combustivel féssil
de maneira sustentavel e eficaz. O pinhdao-manso tem se mostrado
promissor nesse ramo.

O principal motivo que impulsionou os estudos com pinhdo-manso,
nesse sentido, foi em virtude dos custos de producado serem muito
favoraveis (FRANCO; GABRIEL, 2008). Além disso, a cultura é
capaz de produzir em areas com baixa precipitacdo e ser usada na
recuperacao de solos degradados. Suas propriedades sao aptas para
regioes aridas e semiaridas, podendo tornar-se importante fonte de
renda.
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Entretanto, ha grandes desafios para que essa cultura torne-se viavel
para cultivo em larga escala e producao de 6leo combustivel. Nesse
contexto, a incorporacao da biotecnologia, aliada a programas de
melhoramento, podera auxiliar no desenvolvimento de cultivares
agrondmicas e na producao comercial de mudas com alta qualidade
fitossanitaria em menor periodo de tempo (LOPES et a/., 2012).

Cultivo de tecidos

De acordo com Almeida (2007), a Cultura de Tecidos ou o cultivo in
vitro visa a obtencao de uma nova planta a partir de fragmentos de
tecido, operacao que também é chamada de clonagem. O principio
béasico deste processo é o isolamento de qualquer parte da planta, a
qual é chamada explante, podendo ser desde uma célula individual
até 6rgdos como anteras, gemas axilares e ou apicais, fragmentos
de hipocétilo, caule, folhas, raizes, érgaos de armazenamento e até
segmentos de frutos. O explante é cultivado sobre um substrato
gelatinoso contendo nutrientes, denominado meio de cultura.

As técnicas de cultura /in vitro apresentam um papel importante para a
conservacao do germoplasma, fixacao de ganhos genéticos e inducao
da variacdo genética. Dessa forma, um dos maiores beneficios das
técnicas de cultura de tecidos vegetais para o melhoramento de plantas
perenes refere-se a possibilidade de capturar e fixar os componentes
aditivos e nao aditivos da variancia genética por meio da propagacao
clonal (TAMBARUSSI, 2009).

Atualmente diversos trabalhos estdao sendo realizados visando ao
melhoramento vegetal de diversas espécies de importancia econémica
real ou potencial, como o pinhdo-manso.

A organogénese in vitro envolve vias complexas, com atuacao de
multiplos fatores externos e internos, como a fonte de explante, o meio
de cultura e os fatores do ambiente (D’ONOFRIO; MORINI, 2006). O
processo de organogénese depende, também, da acao de reguladores
de crescimento exégenos, em particular auxinas e citocininas, e da
habilidade do tecido em responder a essas mudancas hormonais
durante o periodo de cultivo (GEORGE et al., 2007).
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Metodologia

Obtencao de planta matriz

As sementes de pinhao-manso utilizadas para producao das
plantas matrizes foram provenientes de acessos pertencentes ao Banco
Ativo de Germoplasma de pinhdo-manso da Embrapa Algodao, em
que estd situado sob as coordenadas 7°00'02”S 37°18'43"W, no
Municipio de Patos, PB.

As sementes foram coletadas de plantas de pinhdo-manso com 65
meses. Apds a coleta, as sementes foram encaminhadas ao Laboratério
de Cultura de Tecidos da Embrapa Algodao, onde foram adotados os
procedimentos para a obtencao de plantas matrizes.

Inicialmente foi retirado o tegumento das sementes e, posteriormente,
desinfestadas com solucéo de hipoclorito de sédio (NaOCI) a 2,5%
(v/v) de cloro ativo e duas gotas de Tween 20 para cada 100 mL de
solucdo (CARVALHO, 2000). Para retirar o excesso da solucao, as
sementes foram mergulhadas trés vezes em agua destilada esterilizada
e permaneceram imersas durante 24 horas para facilitar a retirada

do embriao. Os procedimentos para obtencao das plantas matrizes
ocorreram na camara de fluxo laminar e com o auxilio de instrumentos
cirdrgicos.

Foram excisados das sementes 0s eixos embriondrios e inoculados em
tubos de ensaio contendo 10 mL do meio MS (MURASHIGE; SKOOG,
1962) sem regulador de crescimento, acrescido com 3% (m/v) de
sacarose e 0,55% (m/v) de agar e pH ajustado para 5,8 antes da
autoclavagem (Figura 1a). As culturas foram mantidas no escuro, até
iniciar a germinacao e, posteriormente, sob condicdes de luminosidade
com irradidncia de 40 ymol.m-2.s-", fotoperiodo de 16 horas e
temperatura 25 +2 °C por 25 dias.

Apés o desenvolvimento das plantas matrizes, foram excisados os
explantes a partir de nés cotiledonares, os quais foram inoculados para
o estabelecimento das plantulas (Figura 1b).
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Multiplicacdao dos brotos

Na multiplicagdo dos brotos de pinhdao-manso, foi utilizado meio

MS suplementados com thidiazuron (TDZ) (Figura 1c¢) nos seguintes
tratamentos: T1: 0,0 mg/L (controle); T2: 0,0025 mg/L; T3: 0,0050
mg/L; T4: 0,0250 mg/L; T5: 0,500 mg/L; T6: 0,1000 mg/L; T7:
0,5000 mg/L; T8: 1,0000 mg/L, acrescido com 3% de glicose e 0,6%
de gelrite, pH ajustado para 5,8.

Empregou-se um delineamento experimental inteiramente casualizado
com oito tratamentos e dez repeticdes, em que cada unidade
experimental consistiu em um frasco com 20 mL de meio e trés
explantes.

Fotos: Julita Maria Frota Chagas Carvalho

Figura 1. Planta matriz, estabelecimento do explante e multiplicacdo de brotos em pinh&o-
manso. (a) Eixo embriondrio da semente inoculado in vitro; (b) Planta matriz cultivada in
vitro; (c) Explantes nds cotiledonares estabelecidos em meio MS +TDZ; (d) Brotos apés
15 dias de cultivo.

Alongamento das brotacdes

Apés a proliferacdo dos brotos, estes foram transferidos para meio de
cultivo sem reguladores de crescimento ou com baixas concentracdes
de thidiazuron.

Avaliacdao dos ensaios

As avaliacoes foram realizadas a cada 15 dias, analisando-se os
seguintes paradmetros: numero de brotos/explante, nimero de folhas e
tamanho do broto. Considerou-se superbrotamento os explantes que
apresentaram mais de dois brotos.
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Resultados e Discussoes

Verifica-se na Tabela 1 que a concentracdao que apresentou maior média
do numero de brotos foi quando se utilizou 0,1 mg/L de TDZ a partir

de nés cotiledonares de pinhdo-manso. Entretanto, as concentragdes
0,025, 0,05 mg/L e 1,0 mg/L de TDZ mostraram-se promissoras.

Tabela 1. Média do nimero de brotos nos diferentes tratamentos.

Concentracdes (mg/L)

Citocinina T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8
0,0 0,0025 0,005 0,025 0,05 0.1 0,5 1,0
TDZ 0,0 1,17 1,0 2,33 2,17 2,67 1,1 2,4

Observou-se que, ao se utilizar concentracdes mais elevadas, a
citocinina utilizada proporcionou maior quantidade de brotos por
explante (Figura 2a). Entretanto, ocorreu um grande nimero de plantas
vitrificadas e calogénese, que podem comprometer o desenvolvimento
dos brotos, tornando-os inviaveis (Figura 2b).

Fotos: Julita Maria Frota Chagas Carvalho

Figura 2. (a) Vitrificacéo e; (b) Calogénese em brotos de pinhdo-manso provenientes de
meio de cultura suplementado com elevadas concentragdes de TDZ.

A presenca de calogénese e a quantidade de brotos gerados

foram expressivas em maiores concentracoes de TDZ (Figura 3a).
Na calogénese ocorre desdiferenciacao celular, que é a perda da
especializacdo e reversao da célula a um estado meristematico. Os
calos sdo ideais para propagacao a partir da embriogénese somatica,



Multiplicacéo in vitro de Pinhdo-Manso...

em sistema automatizado e em larga escala, pois quando sao
subdivididos podem produzir milhares de propagulos (BARBOZA et al.,
2007). As baixas concentracoes de TDZ nao apresentaram expressiva
calogénese, e a formacao de brotos foi baixa. Pode-se observar na
Figura 3b que, para ocorrer a inducao de brotos em pinhao-manso,
necessita-se da suplementacao de fito-hormdnio ao meio de cultura.

Fotos: Julita Maria Frota Chagas Carvalho

Figura 3. (a) Brotos originados de meio suplementado com 0,1 mg/L de TDZ; (b) Brotos
em meio MS sem regulador de crescimento.

Os brotos alongados e enraizados foram aclimatizados, processo
necessario em plantas obtidas /in vitro, isso porque a transferéncia
direta para as condicdes de campo acarreta, em geral, a morte quase
que total de todas elas. Assim, é necesséaria uma fase intermedidria
entre o laboratério e a area de cultivo. Esta fase é realizada em casa-de-
vegetacao, com sistema de nebulizacao intermitente e sombreamento
(Figura 4).

Figura 4. Plantula de pinhéo-

manso aclimatizada em
substrato estéril (vermiculita).

Fotos: Julita Maria Frota Chagas Carvalho
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O substrato para aclimatizacado das plantas deve reunir caracteristicas
fisicas e quimicas, como maior teor de matéria organica que promovam,
respectivamente, a retencdo de umidade e disponibilidade de nutrientes,
de modo que atendam as necessidades da planta (CUNHA et al.,
2006).

Em geral, o processo de aclimatacao segue as seguintes etapas:

a) Retirada da muda enraizada in vitro.

b) Lavagem do sistema radicular para retirar o excesso de meio
de cultura, o qual pode prejudicar o desenvolvimento durante a
aclimatizacao.

c) Transferéncia da muda para substrato preferencialmente estéril,
umedecido e mantido em casa-de-vegetacdo com nebulizacdo
intermitente e temperatura controlada, de modo que a umidade
relativa do ar seja préxima a 100%. As mudas deverdo ser mantidas
sob sombreamento intenso, para reduzir o estresse.

d) Aplicacdo de meio de cultura liquido durante os primeiros dias de
aclimatizacdo, como uma adubacao foliar.

e) Manutencdo no ambiente de aclimatizacado pelo tempo suficiente
para se ter certeza de que as mudas sobreviveram.

f) Reducéao gradual da umidade relativa do ar, do teor de 4gua do
substrato e do sombreamento.

g) Transferéncia para o viveiro ou area de cultivo.

Por isso, durante as primeiras semanas de aclimatacao, deve-se evitar
excessiva perda de dgua por transpiracao, colocando-se sobre cada
plantula um frasco de vidro invertido ou cultivando-a, dentro de casa-
de-vegetacao, tunel de plastico ou em casa-de-vegetacdo com sistema
de neblina. A temperatura e a irradiacao luminosa devem ser reduzidas
para evitar excesso de transpiracio.
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Conclusoes

e O thiadiazuron induz o superbrotamento de pinhdo-manso.

e Concentracdes elevadas de TDZ proporcionam vitrificacao e
calogénese.

e Concentracoes menores de TDZ induzem poucas brotacdes e calos.

® A calogénese e vitrificacao interferem no desenvolvimento dos
brotos.
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