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Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar o desenvolvimento in vitro de embrides de J.
curcas cultivados em meio MS (Murashige & Skoog, 1962) suplementado com
sacarose a 3%; agar a 0,7% e diferentes concentragdes de agua de coco (0, 60, 120,
220 mL L") e carvdo ativado (0; 1,5; 2,5; 3,5 g L™). Sementes de frutos secos foram
descascadas, submetidas ao processo de assepsia e cortadas longitudinalmente para
a extracdo dos embrides. Em seguida, os embrides foram inoculados nos diferentes
meios de cultura e mantidos sob duas condicdes de luminosidade: 16 horas de luz/8
horas de escuro e escuridao completa. Sob 16 horas de luz, a combinagao de 3,5 g/L
de carvao ativado e 60 mL/L de agua de coco promoveu maior desenvolvimento da
parte aérea (comprimento de hipocotilo e epicoétilo). No escuro, houve tendéncia de
alongamento do hipocétilo e diminui¢do ou ndo desenvolvimento do epicdtilo.

Abstract

The aim of this study was to evaluate the in vitro development of J. curcas’s embryos
grown on MS medium (Murashige & Skoog, 1962) supplemented with sucrose to 3%,
agar to 0.7% and different concentrations of coconut water (0, 60, 120, 220 mL L) and
activated charcoal (0, 1.5, 2.5, 3.5 g L™). Seeds of dried fruits were peeled, subjected
to decontamination process and cut longitudinally for the extraction of embryos. Then,
the embryos were inoculated in different culture media and kept under two ligth
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condition: 16 hours light/8 hours dark and darkness complete. Under light condition, the
combination of 3.5 g/L activated charcoal and 60 mL/L coconut water promoted further
development of shoots (length of hypocotyl and epicotyl). Under dark condition, there
was a tendency to elongation of hypocotyl and reduced or no development of the
epicotyl.

Introducao

O pinhao manso pertence a familia Euphorbiaceae e é originaria da América Central e
do Sul (HELLER, 1996). Apresenta fruto capsular ovoide com didametro de 1,5 a 3,0 cm
e trilocular, com uma semente em cada cavidade. Debaixo do invélucro da semente
existe uma pelicula branca cobrindo a améndoa. Apresenta albumen abundante,
branco, oleaginoso, contendo o embrido provido de dois cotilédones. A semente de
pinhdo pesa de 0,551 a 0,797 g (ARRUDA, F.P. de. et al., 2004). Segundo PURCINO
& DRUMMOND (1986), o teor médio de 6leo das sementes € de 38%.

A espécie tem atraido grande interesse por sua facil adaptacao a solos semi-aridos e
pela possibilidade do uso de seu 6leo, de excelente qualidade, na substituicdo do
diesel (SUJATHA et al 2005). Apesar de altamente promissora como fonte energética
renovavel, € uma planta ainda ndo domesticada e nao ha cultivar seguro para a
expansao vigorosa dessa cultura. (MARQUES, D.A.; FRANCO, M.C.; SIQUEIRA,
W.J., 2008). Por isso, atualmente, as instituicbes de pesquisas agropecuarias
internacionais e nacionais, dentre estas o IAC, vém depositando esforgcos para o
desenvolvimento de cultivares que combinem: alta produtividade; porte compacto;
uniformidade de maturacao dos frutos; baixo teor de substancias téxicas no 6leo e no
residuo de extracao; resisténcia a estresses abioticos (seca, acidez do solo), estresses
bidticos (pragas e doengas) e, especialmente, alto teor e qualidade do 6leo. Por se
tratar de planta perene, programas convencionais de melhoramento desta espécie
poderdo durar anos até a obtencdo de uma nova cultivar. Técnicas de cultura de
tecidos sado bastante promissoras como auxiliar a programas de melhoramento
genético de plantas perenes como o pinhdo manso, principalmente na clonagem e
multiplicacdo de materiais genéticos superiores garantindo uniformidade nos
povoamentos e mantendo o ganho genético obtido na selegdo (MARQUES, D.A;;
FRANCO, M.C.; SIQUEIRA, W.J., 2008).



Segundo SATURNINO et al. (2005), a espécie se propaga por via seminal e
vegetativa. Alta variabilidade genética com uso de sementes e baixa demanda de
material vegetal com o uso de estacas sao os principais fatores limitantes da expansao
da cultura. Ja a micropropagacao in vitro permite a obtencdo de mudas mais
saudaveis e uniformes (SANTOS, et al, 2007). Sendo assim, é importante a conducao
de experimentos que possibilitem uma maior compreensdo das condicoes de
estabelecimento, desenvolvimento e cultivo in vitro de J. curcas. Estudos de
suplementos nutricionais ou de fontes exégenas de horménios em meios de cultura e
de condi¢cbes ambientais de desenvolvimento in vitro de embrides de J. curcas sao
essenciais para incremento da taxa de germinagao dessa espécie, para estudos de
resgate de embrides em hibridos interespecificos com incompatibilidade pés-zigotica e
para obtengéo de plantulas com elevado potencial fisiolégico e fitossanitario, as quais
poderao ser utilizadas como fontes de explante assépticos para trabalhos posteriores
de organogénese, embriogénese somatica e transformagao genética.

Este trabalho teve como objetivo verificar as condi¢cdes ideais para o cultivo in vitro de
embrides zigoticos, através da suplementacdo do meio de cultura com agua de coco
(0; 60; 120 e 220 mL L") e carvao ativado (0; 1,5; 2,5 e 3,5 g L) e da manutencéo do
material sob diferentes condicées de luminosidade (16 horas de luz/8horas de escuro
e escuro total).

Material e Métodos

O trabalho foi realizado no laboratério de Cultura de Tecidos do Centro de P&D em
Recursos Genéticos Vegetais/IAC. Frutos secos coletados de plantas selecionadas em
campo de produtor foram armazenados em camara fria a 5°C durante cinco meses.
Apés a retirada do tegumento, as sementes foram submetidas ao tratamento de
assepsia: lavagem com detergente neutro e enxaglie em agua corrente; imersao em
alcool 70% (v/v) por 10 minutos e em hipoclorito de calcio 2% (v/v) por 20 minutos,
lavagem de quatro vezes em agua destilada e autoclavada. Ap6s descontaminacao,
os embrides foram extraidos com o auxilio de pinga e bisturi estéreis. As améndoas
foram cortadas longitudinalmente, iniciado o corte pela regido oposta a micrépila
visando evitar lesdes nos embrides. Apds a extracdo, os embrides foram inoculados
em tubos de ensaio contendo 20 mL de meio de cultura MS suplementado com
sacarose a 3%, agar a 0,7% e combinacdo de 4gua de coco (0; 60; 120 e 220 mL L™)



e carvdo ativado (0; 1,5; 2,5 e 3,5 g L") em fatorial 4x4, totalizando 16 tratamentos
com trés repeticdes cada e 3 tubos de ensaio por repeticdo. O pH foi ajustado para 5,8
+ 0,1 antes de ser autoclavado (120°C, 1,2 atm, 20’). Em cada tratamento, metade dos
frascos foi mantida sob total escuro e a outra metade, sob 16 horas de fotoperiodo.
Ap6s 30 dias foram avaliados os seguintes parametros: comprimento de hipocétilo,

comprimento de epicétilo, nimero e comprimento de raizes.

Resultados e Discussao

A interagao de carvao ativado (3,5 g/L) com agua de coco (60 mL/L) (T8) promoveu
maior desenvolvimento de hipocotilo (Figura 1) e epicétilo (Figura 2), sob condigcao de
16 horas de luz. Esta interagao (T8) proporcionou também o aumento do comprimento
e do numero de raizes (Figura 3). Sob 16 horas de luz, verificou-se também, aumento
do comprimento de raizes por plantula na concentracao de 2,5 g/L de carvao ativado
sem suplementacao com agua de coco (T3) (Figura 3).

O efeito estimulatério da combinacdo de agua de coco e carvao ativado pode ser
explicado pelos elevados teores de glicose, frutose, sais minerais e hormdnios
vegetais fornecidos pela dgua de coco e necessarios ao processo de formacao e
desenvolvimento da parte aérea das plantulas (NUNES ET al., 2008) e pela acao anti-
oxidante; propriedade de adsorcao de substancias toxicas liberadas pelos explantes e
simulacao da condicdo de escuro fornecida pelo carvao ativado, as quais favorecem
um melhor enraizamento (GEORGE, E. F., 1996).

No escuro observa-se a tendéncia a diminuicdo ou ndo desenvolvimento do epicétilo
(Figura 2) e ao alongamento do hipocétilo (Figura 1). O tratamento T5 (0 g/L de carvao
ativado e 60 mL/L de agua de coco), sob condi¢do de escuro, foi 0 que mais promoveu
o desenvolvimento do epicétilo (Figura 2).

Conclusao

A associacao de carvao ativado e agua de coco, principalmente nas concentracées de
3,5 g/L e 60 mL/L, respectivamente, proporciona melhor crescimento da parte aérea



(hipocotilo e epicétilo) de embrides germinados in vitro e mantidos sob 16 horas de luz.

Raizes das plantulas se desenvolvem bem em meio de cultura suplementado com

carvao ativado, principalmente na concentracdo de 2,5 g/L sem suplementacdo de

agua de coco, sob 16 horas de luz. Sob escuro total observa-se o alongamento do

hipocétilo em detrimento do encurtamento ou ndo desenvolvimento do epicatilo.
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FIGURA 1. Efeito de 4gua de coco e carvao
ativado sobre comprimento de hipocétilo sob 16
horas de luz e total escuro: T1(0;0), T2(0;1,5),

T3(0;2,5), T4(0;3,5), T5(60:0), T6(60;1,5),
T7(60;2,5), T8(60;3,5), T9(120;0), T10(120;1,5),
T11(120;2,5),  T12(120;3,5),  T13(220:0),

T14(220;1,5), T15(220;2,5) e T16(220:3,5).
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FIGURA 2. Efeito de agua de coco e carvao
ativado sobre comprimento de epicotilo sob 16
horas de luz e total escuro: T1(0;0), T2(0;1,5),
T3(0;2,5), T4(0;3,5), T5(60;0), T6(60;1,5),
T7(60;2,5), T8(60;3,5), T9(120;0),
T10(120;1,5), T11(120;2,5), T12(120;3,5),
T13(220;0), T14(220;1,5), T15(220;2,5) e
T16(220;3,5).
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FIGURA 3. Efeito de agua de coco e carvao ativado sobre o

namero e comprimento de raizes sob 16 horas de luz: T1(0;0),
T2(0;1,5), T3(0;2,5), T4(0;3,5), T5(60;0), T6(60;1,5), T7(60;2,5),
T8(60;3,5), T9(120;0), T10(120:1,5), T11(120;2,5), T12(120;3,5),
T13(220;0), T14(220;1,5), T15(220;2,5) e T16(220;3,5).

Agradecimentos

Os autores agradecem o apoio financeiro da empresa Vigna Brasil.



Referéncias Bibliograficas

ARRUDA, F.P. de. et al. Cultivo de pinhdo manso (Jatropha curca L.) como alternativa
para o semi-arido nordestino. Revista brasileira de oleaginosas e fibrosas, v.8, n.1,
p.789-799, 2004.

GEORGE, E. F. Plant propagation by tissue culture: part.2 —In Practice. 2.ed.
Edington: Exegetics, 1996.1361p.

HELLER J. Physic nut. Jatropha curcas L., 1996 IPGRI. 66 pp.

MARQUES, D.A.; FRANCO, M.C.; SIQUEIRA, W.J. Organogénese in vitro a partir de
segmentos de hipocoétilo em pinhdo manso (Jatropha curcas L.). In: Congresso
Brasileiro de Plantas Oleaginosas, Oleos, Gorduras e Biodiesel, 5, Varginha,
Minas Gerais, 2008.

MURASHIGE, T.; SKOOG, F. A revised medium for rapid growth and bioassays with
tobacco tissue cultures. Physiologia Plantarum, v.15, p.473- 479, 1962.

NUNES, C.F. et al. Diferentes suplementos no cultivo in vitro de embrides de pinh&o-
manso. Pesquisa agropecuaria brasileira, Brasilia, v.43, n.1, p.9-14, 2008.

SANTOS, D.N. do; NUNES, C.F.; SANTOS, A.M. Efeito de diferentes concentracoes
do meio MS e BAP no desenvolvimento in vitro do pinhdo-manso. In: Congresso
Brasileiro de Plantas Oleaginosas, Oleos, Gorduras e Biodiesel, 4, Varginha,
Minas Gerais, 2007.

SATURNINO H.M.; PACHECO D.D; KAKIDA J; TOMINAGA N; GONCALVES
NP. Cultura do pinhao-manso (J. curcas L.). Informe Agropecudrio. V.26, 0. 44-78,
2005.

SUJATHA, M.; MAKKAR, H.P.S.; BECKER, K. Shoot bud proliferation from axillary
nodes and leaf sections of non-toxic Jatropha curcas L. Plant Growth Regulation,
2005.

PURCINO, A. A. C.; DRUMMOND, O.A. Pinhdo manso. Belo Horizonte: EPAMIG,
1986. 7p.



