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RESUMO

NUNES, Claudinéia Ferreira. Caracterizacdo de frutos, sementes e plantulas
e cultivo de embriGes de pinhdo-manso (Jatropha curcas L.).2007 78p.
(Mestrado em Fitotecnia)-Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

O pinhdo-manso apresenta importdncia medicinal pelos efeitos
farmacoldgicos e econdmicos, devido ao seu grande interesse no setor de
combustiveis com a produgdo de 6leo. Mediante a necessidade de producao de
grande quantidade de mudas e da ampliagdo do conhecimento da espécie, o
objetivo deste trabalho foi descrever a morfologia do fruto, da semente e do
desenvolvimento de plantulas e avaliar o desenvolvimento in vitro de embrides
de Jatropha curcas L. Para a descri¢do da morfologia dos frutos e das sementes
foram utilizados 50 frutos e 50 sementes, considerando suas caracteristicas
externas e internas. Para a caracterizacdo das etapas da germinag@o in vitro
foram utilizadas 60 sementes, inoculadas em meio de cultura MS suplementado
com 30 gL' de sacarose. Os embrides foram submetidos a duas condigdes
experimentais: (1) quatro concentragdes de sacarose (0, 15,30 e 60 g.L™") e trés
estadios de desenvolvimento do fruto (imaturo, maduro e seco) e (2) quatro
concentragdes de carvio ativado (0; 1,0; 2,0 e 3,0 g.L'1 ) e seis de agua de coco
(0, 50, 100, 150, 200 e 250 mL). Para todos os experimentos os meios de cultura
tiveram seus pHs ajustados para 5,8 e foram solidificados com 6,0 g.L" de 4gar.
Os experimentos foram instalados em camara de fluxo laminar ¢ mantidos em
sala de crescimento com temperatura a 27+ 1°C, com fotoperiodo de 16 horas
sob irradiancia de 35 umol.m™.s". Na caracterizagdo da espécie conclui-se que:
o fruto € seco, tricoca, endocarpo lenhoso e de deiscéncia explosiva. A semente
¢ ovalada, endospérmica, de envoltorio liso com suaves estrias, com cartincula
presa na parte ventral; a rafe ¢ marcada longitudinalmente e pouco evidente, e
presenca de embrido munido com um par de cotilédones folidceos e eixo
hipocétilo radicula, cilindrico e reto. A germinagao ¢ epigea e fanerocotiledonar.
Para o cultivo de embrides, o0 meio MS suplementado com 60 gL' de sacarose
proporciona bom desenvolvimento de embrides. Embrides oriundos de frutos
secos apresentam maior crescimento in Vitro e embrides provenientes de frutos
imaturos necessitam da suplementacdo de sacarose no meio de cultura, para
sustentar sua germinagdo. A associa¢do de carvdo ativado e agua de coco ndo
influenciam na germinag¢do dos embrides. No entanto, a presenca de carvao
ativado ao meio favorece o enraizamento dos embrides.

" Orientador: Moacir Pasqual — UFLA



ABSTRACT

NUNES, Claudinéia Ferreira. Fruit, seed and seedling characterization and
embryo culture of physic nut (Jatropha curcas L.).2007 78p. (Master in
Phytotechny)-Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

Physic nut has a medical and economical importance due to its
pharmaceutical properties and increasing interest in fuel industry for biodiesel
production, respectively. To be able to attend an increasing demand for Jatropha
curcas L. seedlings and to better understand the species, this work aimed to
describe its fruit and seed morphologies, its seedling development and to
evaluate its in vitro embryo development. To describe fruit and seed
morphologies, 50 fruits and 50 seeds were used and their inner and outer
peculiarities were considered. To characterize its in vitro germination stages, 60
seeds were used, inoculated in MS culture medium amended with sucrose (30
g.L"). Embryos were submitted to two experimental conditions: (1) four sucrose
concentrations (0, 15, 30 and 60 gL' ) and three fruit development stages
(immature, mature and dry) and (2) four concentrations of activated carbon (0,
1.0, 2.0 and 3.0 g.L'1 ) and six concentrations of coconut water (0, 50, 100, 150,
200 e 250 mL). For the culture media used in all experiments, pH was adjusted
to 5.8, and agar (6.0 g.L"") was used as solidifying agent. Experiments were
carried out in flow cabinet and kept in growth chamber with 27+ 1°C
temperature, 16 hours photoperiod and 35 pmol.m™s” irradiance. For the
species characterization results are: fruit is dry, with three cocas, hard endocarp
and explosive dehiscence. Seed is oval, endospermic, smooth surface with light
streaks, possesses caruncle in the ventral part; the rafe is marked longitudinally
and slightly evident, embryo encompasses a pair of foliaceous cotyledons and
the hypocotyls-radicle axis is cylindrical and straight. Germination is epigeous
and phanerocotyledonal. For embryo cultivation, MS medium amended with
sucrose (60 g.L™") resulted in better embryo development. Embryo obtained from
dry fruits showed higher in vitro growth and, embryos from immature fruits
needed sucrose amendment to the culture medium to accomplish germination.
The use of activated carbon or coconut water did not influence embryo
germination. However, in the presence of activated carbon, the culture medium
improved embryo rooting.

" Advidor: Moacir Pasqual — UFLA
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CAPITULO 1

1 INTRODUGAO GERAL

Depois de provocar uma verdadeira revolugdo energética, ao construir
uma cadeia em torno da conversdo de cana-de-ac¢tcar em etanol, o Brasil esta
diante da chance de repetir o mesmo com o biodiesel. Este novo combustivel
renovavel partilha qualidades com o alcool, a comegar pelos méritos ambientais.
Produtos alternativos ao petréleo, tanto o etanol quanto o biodiesel se convertem
em instrumentos capazes de reprimir o aquecimento global, diminuindo os
bilhdes de toneladas de gas carbonico langados na atmosfera todos os dias a cada
ano.

Na corrida pela substituicdo dos derivados de petréleo, a Alemanha
tornou-se a maior produtora e consumidora de biodiesel do planeta, alcangando
dois bilhdes de litros por ano (4% de seu consumo de diesel). A ascensdo do
combustivel nesse e em outros paises da unido Européia, como Franca e Italia,
fez com que o bloco passasse de exportador a importador de graos como colza e
soja (Globo Rural, 2006).

Devido a dimensao continental do Brasil e da sua diversidade de clima e
solo, estima-se que existam aqui mais de 200 espécies de oleaginosas com
potencial para produzir 6leo como fonte de matéria-prima, para a produgdo de
biodiesel (energia), porém, um dos destaques do setor, contudo, ¢ uma planta
que, até entdo, passava quase despercebida, o pinhdo-manso (Beltrao & Cartaxo,
2006).

No Brasil, o pinhdo-manso vem sendo cultivado por produtores do
Nordeste, Centro Oeste ¢ Sudeste, com producao anual de 1.100 a 1700 litros de

biodiesel/6leo/ha (Globo Rural, 2006). Em Minas Gerais, a produgdo esta



concentrada nas regides do Mucuri, Norte do Estado, Tridingulo mineiro e Vale
Jequitinhonha, objetivando a produ¢do de mudas, sementes e desenvolvimento
de pesquisas. O norte de Minas tem apresentado elevado potencial para o cultivo
do pinhdo-manso, com a distribuicdo de plantagdes nos municipios de Matias
Cardoso e Nova Porteirinha, destacando-se o municipio de Janatiba, com 31 ha
de area plantada (Saturnino et al. 2005).

O pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) pertence a familia Euphorbiaceae
e ¢ proveniente de um grande arbusto, ou arvoreta decidua. Antigamente, era
usado na fabricacgdo caseira de sabdo e, mais recentemente, como cerca viva. Seu
maior atributo, entretanto, ¢ o alto teor de 6leo produzido pelas sementes,
superando 30%, podendo a planta frutificar por mais de 40 anos (Globo Rural,
2006). E perene, ristica e adaptada as condi¢des edafoclimaticas diversas,
inclusive as semi-aridas. Agéncias internacionais de desenvolvimento e
governos tém pesquisado e divulgado essa cultura em paises da Africa, Asia,
América do Sul e Central, como produtora de o6leo para a fabricagdo do
biodiesel, o que despertou interesse de empresarios brasileiros. Desde 2004,
alguns empreendedores vém plantando pinhdo-manso no Brasil e, produzindo
sementes em suas lavouras (Saturnino et al., 2006).

Os efeitos farmacologicos das partes da planta do pinhdo-manso tém
sido estudados na medicina tradicional chinesa (Staubmann et al., 1999). A
atividade bioldgica e quimica dos constituintes da Jatropha curcas tem sido
investigada, principalmente, seu principio ativo: toxialbumina jatrofina (curcina)
(Barbieri et al., 1993; Huang et al., 1991; Lin et al., 2002). Folhas, sementes ¢
cascas, frescas ou como decoccdo (cozimento) sdo usadas na medicina
tradicional e em empregos veterinarios.

Pesquisas a respeito de multiplicagdo in vitro de espécies de interesse
econdmico sdo cada vez mais promissoras. Caracteristicas como plantios

desuniformes, associados a falta de material genético melhorado, t€ém sido



apontados como os principais fatores, que limitam a expansdo de muitas
culturas. Mediante a importancia medicinal e econdmica da espécie, devido ao
seu grande interesse no mercado interno com a producao de 6leo e, para gerar
excedente exportavel, hd necessidade de producdo de grande quantidade de
mudas e da ampliacdo do conhecimento da espécie.

Alguns dos problemas observados no cultivo convencional, como
incidéncia de doencas, desuniformidade do material, longo periodo para
obten¢do da muda, entre outros, sdo quase inexistentes no cultivo in vitro, pois,
esse permite a multiplicacdo rapida de plantas, selecdo precoce de material,
producdo em larga escala e pequeno espago fisico, por isso, ¢ uma tecnologia
adequada para a cultura de ciclo longo, assim como, o pinhao-manso.

O uso do 6leo de pinhdo-manso, como fonte produtora de biodiesel,
depende da domesticagdo da espécie, a fim de se obter maior produtividade e
homogeneizacdo na producdo (Saturnino et al., 2005). Uma das formas de
contribuir para a sua domesticacdo ¢ o desenvolvimento de novas tecnologias,
que visem aperfeicoar sua produgdo, como na obtencdo de mudas selecionadas
de matrizes superiores. Sendo assim, a micropropaga¢do ¢ uma alternativa para
se obterem tais plantas. O estabelecimento de protocolos, visando o cultivo de
embrides in vitro, associado a caracteriza¢do morfoldgica dos frutos e sementes
¢ de fundamental importancia para o entendimento de processos fisiologicos e
exigéncias da J. curcas. O interesse no conhecimento agronémico da cultura ¢é
crescente, visando selecdo e aprimoramento de variedades mais produtivas, além

de explorar seu potencial genético.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1. Consideracdes gerais do pinhdo-manso

A familia Euphorbiaceae compreende aproximadamente 8000 espécies,
com cerca de 320 géneros. O género Jatropha contém aproximadamente 160
espécies de plantas herbaceas e arbustivas, das quais varias apresentam valor
medicinal, ornamental e outras produzem 6leo. A Jatropha curcas, além de ser
medicinal, também ¢é produtora de 6leo (Munch & Kiefer, 1989; Ojewole &
Odebiyi, 1980; Sujatha & Dhingra, 1993). O nome Jatropha deriva do grego
iatrés (doutor) e trophé (comida), implicando as suas propriedades medicinais.

Existe uma extensa lista de sinonimias para essa espécie, tendo sido
reconhecidas por Dehgan & Webster (1979) e Schultze-Motel (1986), sdo as
seguintes: Curcas purgans Medik., Ricinus americanus Miller, Castiglionia
lobata Ruiz & Pavon, Jatropha edulis Cerv. Gaz. Lit. Mex., J. acerifolia salisb.,
Ricinus jarak thunb., Curcas adansoni Endl., Curcas indica A. Rich e Curcas
curcas (L.) Britton & Millsp. A espécie J. curcas ¢ uma espécie diploide com 2n
= 22 cromossomos.

Popularmente, a Jatropha curcas L. é conhecida como: physic nut,
purging nut (Inglés), pinhdo-manso, pinhdo-paraguaio, pinhdo-de-purga e
pinhdo-de-cerca (Brasil), tempate (Honduras e El Salvador), médicinier, pignon
d’Inde, purghere (Franca), Kadam (Nepal), yu-lu-tzu (China), mupuluka
(Angola), butuje (Nigéria) e pifioncillo (México).

A origem do pinhdo-manso é bastante controversa. Existem relatos
afirmando ser oriundo da América do Sul (Peixoto, 1973), outros afirmam que ¢
proveniente do Estado de Ceara, no Brasil, outros, o julgam da América Latina
(Fernandez, 1993). O consenso, ¢ que o pinhdo-manso seja originario da

América tropical (Arvores exéticas, 2003).



Por volta de 1783, esta espécie foi, provavelmente, distribuida por
embarcagdes portuguesas provenientes das ilhas de Cabo Verde a outros paises
como a Africa e a India. De acordo com Brasil (1985), sua introdugdo nas Ilhas
de Cabo Verde ¢ atribuida ao interesse dos portugueses em aproveitar as terras
inaptas daquele Arquipélago, cujos solos de pouca fertilidade, dificilmente
poderiam ser utilizados para culturas menos risticas.

Dados estatisticos que mencionam a situa¢do real do cultivo do pinho-
manso no Brasil ¢ no mundo sdo desconhecidos. No Brasil, existem apenas
registros de plantas isoladas ou, formando cercas vivas, todavia, sO

recentemente, esta espécie comecou a ser cultivada comercialmente no Pais.

2.1.1. Propriedades da planta e importancia econdmica.

A espécie de Jatropha mais estudada, atualmente, tem sido a J. curcas
(pinhdo-manso). Deste modo, buscou-se estabelecer diferentes introdugdes para
tornar possivel a analise de variabilidade genética na espécie. Encontram-se
introdugdes disponiveis nos Estados de Sdo Paulo, Mato Grosso e regido
Nordeste. O Instituto Agrondémico de Campinas (IAC) dispde de mais de seis
espécies: J. elliptica, J. gossypiifolia, J. mollissima, J. multifida, J. podagrica e
J. weddelliana. Investigagdes sobre cada uma dessas espécies estio sendo
acumuladas, o que proporcionard, caso seja necessario, a elaboragdo de um
programa para transferéncia de caracteres agrondmicos desejaveis de algumas
delas para J. curcas (Forni-Martins & Cruz, 1985).

A planta do pinhdo-manso ¢ utilizada desde tempos antigos no emprego
medicinal, na iluminacdo de casas e produgdo de sabdao. Atualmente, o produto
extraido da semente tem sido sugerido para fins energéticos. A planta tem sido
considerada uma boa opg¢do de cultivo agricola, em areas com solos pobres,

pedregosos e quase inagricultaveis.



Das sementes processadas extrai-se o Oleo ou a torta (subproduto).
Porém, as sementes podem ser também produto de comercializagdo para
implantagdo de futuros plantios (Project Zambia, 2000). A torta da Jatropha ¢
toxica, sendo inadequada para a alimentacdo animal. Entretanto, tem potencial
como adubo organico, pois o farelo residual apresenta teores elevados de
nitrogénio, fosforo e potassio.

A seiva (latex) tem propriedades anti-microbianas contra Staphylococcus
e Echerichia coli., além de, também, ser usado como cicatrizante. As raizes sdo
consideradas diuréticas e antileucémicas e as folhas utilizadas para combater
doengas de pele. O 6leo pode ser aplicado no tratamento de eczema, doengas de
pele e reumatismo (Heller, 1996). Conferem-se as propriedades toxicas do
pinhdo, a uma globulina, a curcasina e, também, ao acido jatropico de toxicidade
igual ou superior a ricinina, proteina presente nas sementes de mamona (Ricinus
communis). A ingestdo de uma unica semente fresca pode causar tanto vomito
quanto diarréia (Peixoto, 1973).

Freqilientemente, o pinhdo-manso ¢ empregado para demarcar limites,
como cerca viva, pois ndo ¢ consumida pelos animais e devido a sua
longevidade. Sua tolerancia a seca e a presenca de raizes laterais perto da
superficie faz do pinhdo-manso uma atraente planta a ser usada para combater
erosdo, ou em projetos de reflorestamento (Project Zambia, 2000).

Além disso, o 6leo das sementes do pinhdo-manso ¢ empregado na
produgdo de sabdo. Sua coloragdo é branca e proporciona efeitos positivos na
pele, em parte, devido ao conteudo de glicerina presente no sabdo. O 6leo ¢é,
indubitavelmente, a fonte principal de produto dessa planta.

Historicamente, até antes da segunda Guerra Mundial, em 1939, o
principal emprego do 6leo de pinhdo-manso era na saboaria, mas devido, as
necessidades militares, outras possiveis utilizagdes comecaram a ser estudadas.

Nao pode, entretanto, ser utilizado como lubrificante, devido a sua baixa



viscosidade e grande porcentagem de acidos graxos improprios, que podem
provocar rapida resinificagdo. No entanto, pesquisas levaram a conclusdo de que
esse Oleo pode também ser utilizado como combustivel nos motores diesel
(Cortesao, 1956).

O futuro do biodiesel depende de grandes produgdes de oleaginosas e,
estas, precisam de alta produgdo de o6leo por hectare com baixos custos de
produgdo. Desse modo, o pinhdo-manso seria uma op¢do, uma planta com teor
de dleo que varia entre 30% e 40% , com producdo anual de 1100 a 1700 litros
de biodiesel/ha, podendo frutificar por mais de 40 anos (Globo Rural, 2006).
Além das caracteristicas ja mencionadas, acrescenta-se o fato do pinhdo-manso
ser perene e nativo das Américas, ser tolerante a seca e¢ bastante rastico. Essas
particularidades a tornam uma excelente oleaginosa para ser adotada como

alternativa na produc¢do de biodiesel.

2.1.2. Ecofisiologia

O pinhdo-manso ¢ uma planta bem adaptada as condigdes aridas e semi-
aridas. A maioria das espécies de Jatropha ocorre em areas secas do cerrado e
vegetagdo da caatinga (Dehgan & Schutzman, 1994). Brasil (1985), Cortesdo
(1956) e Peixoto (1973) relataram a ocorréncia de pinhdo-manso em quase todas
as regides intertropicais, sendo em maior escala nas regides tropicais e
temperadas e, em menor extensdo nas regides frias.

A distribui¢do geografica do pinhdo-manso, segundo Cortesdo (1956) e
Peixoto (1973) era bastante ampla devido a sua rusticidade, resisténcia as longas
estiagens, bem como as pragas e doengas, sendo adaptavel as condi¢des
edafoclimaticas distintas, desde o Nordeste até Sao Paulo e Parana. De acordo
com estes autores, o pinhdo-manso se desenvolve bem, tanto nas regides
tropicais secas, nas zonas equatoriais umidas, bem como nos terrenos aridos e

pedregosos, podendo tolerar longos periodos de seca. Encontra-se, também, na



orla maritima, ao nivel do mar, até 1.000m de altitude, sendo o seu cultivo mais

adequado em regides que apresentem entre 500 e 800m de altitude.

2.1.3. Morfologia

O pinhao-manso pertence a familia Euforbiaceae, a mesma da mamona e
da mandioca, ao género Jatropha e a espécie J. curcas. De acordo com Cortesdo
(1956), os portugueses distinguem duas variedades, catartica medicinal, a mais
dispersa no mundo, com améndoas muito amargas e purgativas e a variedade
arvore de coral, medicinal-de-espanha, arvores de nozes purgativas, com folhas
ericadas de pélos glandulares, que segregam latex, limpido, amargo, viscoso e
muito céustico.

O pinhdo-manso ¢ uma arvoreta ou arbusto grande (Figura 1) o qual
pode alcangar até 5Sm de altura. O didmetro do tronco ¢ de aproximadamente 20
cm. A planta apresenta crescimento articulado, com descontinuidade
morfologica desde a base. Normalmente, cinco raizes sdo formadas, sendo uma

central e quatro periféricas (Kobilke, 1989).



FIGURA 1. Aspecto visual de uma planta de pinhdo-manso (Jatropha
curcas L.) em Janatiba/MG, 2006.

Segundo Peixoto (1973), o caule ¢é liso, macio, esverdeado, cinzento-
castanho, seu xilema ou lenho é pouco resistente e sua medula desenvolvida. O
floema encerra canais compridos, que se prolongam até as raizes, nos quais
circula o latex e depois de seco torna-se uma substancia acastanhada com
aspecto de resina. Os ramos sdo espalhados e longos, apresentando cicatrizes
deixadas pela queda das folhas. O tronco e ramos s3o recobertos por uma
camada cerosa, que apos sua secagem se desprende em laminas finas.

As folhas sdao deciduas, alternadas a sub-opostas, filotaxia em aspiral,

cordatas na base, 3-5 lobadas. A coloracdo vermelho-vinho ¢ exibida pelas

folhas jovens e a medida que se expandem tornam-se verdes, palidas, brilhantes



e glabas, com nervuras esbranquigadas e salientes em sua face inferior. O
peciolo € longo e esverdeado, do qual partem as nervuras divergentes.

A inflorescéncia ¢ uma cimeira definida (Figura 2), que surge junto com
as folhas novas. As flores masculinas e femininas se encontram dispostas na

mesma inflorescéncia.

10



FIGURA 2. Inflorescéncia do pinhdo-manso (Jatropha curcas L.),
Madagascar, Africa, 2006.

O fruto (Figura 3) é tipo capsula trilocular, com uma semente por loculo,
constituida por um pericarpo ou casca dura ¢ lenhosa, deiscente. No inicio, o
fruto ¢ verde, passando de amarelo a castanho e chegando a cor preta, quando
atinge o estddio de maturacdo. Os frutos t€ém em média de 2,5 a 4,0 cm de
comprimento por 1,5 a 3,0 cm de diametro.

A semente ¢ ovalada, endospérmica, tegumento rijo, quebradi¢o, de
fratura resinosa. Possui na parte superior, uma proeminéncia carnuda, a
caruncula, que se encontra proxima a micrdopila. As sementes, quando secas,
apresentam cerca de 1,5£2,0 cm de comprimento e 1,0+1,5cm de largura. Na
parte inferior do invélucro da semente existe uma pelicula branca cobrindo a

améndoa; albumen abundante, branco, oleaginoso, contendo um embrido com
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formato reto, cotilédones planos, folidceos e arredondados (Saturnino et al.,
2005).

FIGURA 3. Ilustracio demonstrativa dos frutos e sementes do pinhdo-manso

(Jatropha curcas L.), Oeste da Africa, 2006.

A semente possui 45% de casca e 55% de améndoa, podendo ter também
uma propor¢do de 33,7% de casca e 66,3% de améndoa, dependendo da
variedade, condigdes ecoldgicas e tratos culturais (Peixoto, 1973). Para Braga
(1976), as sementes de pinhdo-manso contém de 25 a 40% de 6leo inodoro e de
facil extragdo por pressdo. Contribuigdes feitas por Brasil (1985) mostram que o
6leo ¢ incolor, inodoro, muito fluido, porém precipita a frio e congela a alguns

graus acima de zero.

2.1.4. Sistema reprodutivo

Planta caracterizada como mondica, com flores unissexuais e produzidas
na mesma inflorescéncia, ocasionalmente, ocorrem flores hermafroditas. As
flores femininas apresentam ovario com trés carpelos, cada um com um loculo,

que produz um ovulo com trés estigmas bifurcados separados, as quais se
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localizam nas ramificagdes. As flores masculinas apresentam-se em maior
numero e estdo dispostas nas pontas das ramificagdes (Dehgan & Webster,
1979).

Notam-se que as flores femininas, cujo nimero geralmente varia de
cinco a vinte, na mesma inflorescéncia, abrem-se em dias diferentes. Em cada
inflorescéncia, a partir do momento em que a primeira flor desabrocha, as outras
vao se abrindo, diariamente, numa seqiiéncia de 11 dias. A deiscéncia da antera
ocorre uma hora apds a abertura da flor (Solomon & Ezradanam, 2002).

A polinizagdo do pinhdo-manso ¢ entoméfila e seus polinizadores, sdo:
formigas, abelhas, moscas e tripes (Solomon & Ezradanam, 2002). A abertura
antecipada das flores pistiladas, em relagdo as estaminadas favorece a

polinizagdo cruzada do pinhdo-manso (Heller, 1992).

2.1.5. Propagacéo

Além das caracteristicas genéticas e procedéncia das sementes, a
formag@o, o vigor e a sanidade das mudas sdo imprescindiveis para a obtengdo
de plantas mais produtivas. E conveniente ressaltar que uma boa multiplicagio
das plantas pode ser obtida por meio de sementes ou por estacas. Em ambos os
casos, a selecdo das matrizes devera ser rigorosa, dando preferéncia as melhores
plantas. O ciclo produtivo da Jatropha curcas é variavel, conforme plantio
realizado por estacas ou por sementes.

A propagagdo por via seminal é mais tardia, porém, apresenta a
vantagem de gerar individuos mais vigorosos e de maior longevidade, atingindo
idade produtiva apods quatro anos. A desvantagem da utilizacdo de sementes é o
fato da espécie apresentar altos indices de polinizagdo cruzada, o que determina
elevada variabilidade genética nos cultivos seminais. Quando em boas condi¢des
de produgdo, sua longevidade alcanga cerca de 30 a 50 anos de vida (Cortesao,

1956; Peixoto, 1973). Recentemente, a utilizagdo de técnicas como o cultivo de
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embrides, tém adquirido importancia significativa, em meio a necessidade de
material para trabalhos de propagagdo clonal in vitro dessa espécie.

Na propagagdo por via vegetativa, as estacas utilizadas devem ser
extraidas de matrizes de origem idonea, isentas de pragas e doengas, cortadas de
galhos lenhosos com até dois anos de idade. Para o sucesso do plantio, os ramos
escolhidos devem estar mais proéximos da base, sendo selecionados os de casca
lisa e brilhante, de 40 a 50 cm de comprimento. O inicio do ciclo produtivo,
segundo informagdes levantadas nas areas de ocorréncia, depende das dimensdes
da estaca plantada e das condi¢des do trato, variando de 10 meses a 2 anos
(SBRT, 2005). Trabalhos relacionados ao enraizamento ¢ brotagdo de estacas de
pinhdo-manso foram realizados por Gerald et al.(2006), visando a antecipagdo
do desenvolvimento das estacas.

As mudas oriundas de sementes devem permanecer na sementeira até
atingirem cerca de 8 a 12 cm de comprimento, quando passam pela fase de
transi¢do de herbacea para lenhosa, para, posteriormente, serem transplantadas

para o viveiro ou diretamente para o campo de cultivo.

2.1.6. Cultura de tecidos

O crescimento e desenvolvimento in vitro de uma planta é determinado
por um numero de fatores complexos, como: constituicdo genética da planta,
nutrientes - agua, macro € micro elementos e agtcar, (2) - fatores de crescimento
fisico: luz, temperatura, pH, concentra¢cdes de O, e CO,, (3) - presenga de
algumas substancias organicas (Pan & Staden, 1998) e misturas complexas.

A propagacdo do pinhdo-manso € vidvel por sementes e por estacas,
entretanto, a irregular produgcdo de mudas no campo, aliada a predagdo por
pragas, pode limitar a producdo de mudas para plantio e comercializagdo. O
desenvolvimento de técnicas de reprodugdo, a exemplo da cultura de tecidos,

constitui-se numa alternativa de reprodu¢ao de gendtipos superiores. O cultivo
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in vitro de células e tecidos pode representar uma excelente alternativa a ser
empregada para a propagagdo do pinhdo-manso, apesar de demandar mao-de-
obra especializada.

O desenvolvimento de pesquisas relacionadas a multiplicagdo in vitro, de
espécies de interesse econdmico tem sido cada vez mais promissor. Por
intermédio da micropropagacdo, as dificuldades de reprodugdo podem ser
reduzidas, pois, esta, permite a multiplicagdo acelerada, selecdo precoce de
material superior, producdo em larga escala e em pequeno espaco fisico. Por
isso, ¢ uma tecnologia adequada a cultura de ciclo longo, assim como J. curcas,
visando a formagdo de plantios clonais. Nesse aspecto, diversos trabalhos foram
realizados, utilizando-se cultura de tecidos para propagagdo da espécie curcas,
como: regeneracdo de plantas via embrides somaticos, epicotilo, proliferacdo de
brotos em nddulos axilares e segmentos foliares (Qin et al., 2004; Sardana et al.,
2000; Sujatha et al., 2005).

Considerada como uma ferramenta de trabalho de grande importéncia, a
cultura de tecidos vegetais pode ser utilizada como técnica auxiliar ao
melhoramento genético convencional, capaz de ampliar a variabilidade genética,
reduzir o tempo para langamento de novas cultivares, introduzir genes de
interesse agrondmico entre outras. A cultura de tecidos é uma técnica que faz
parte da Biotecnologia e, juntas trabalham, desenvolvendo estudos relacionados
ao metabolismo, fisiologia, desenvolvimento e reproducdo de plantas com
propriedades desejaveis, tais como: resisténcia a pragas, doencas e acimulo de
substancias ativas de interesse comercial.

Os meios de cultura utilizados fornecem as substancias essenciais para o
desenvolvimento dos tecidos e controlam, em grande parte, o padrido do
desenvolvimento in vitro (Torres et al., 1998). Esses podem ser ainda

modificados de acordo com a necessidade especifica in vitro e a espécie na qual
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se estd trabalhando, sendo interessante deter o conhecimento da importancia de
cada elemento contido em um meio de cultivo.

Existe uma variedade de meios usados na cultura de tecidos, uns com
formulagdes mais ricas do que outros, dentre os quais encontra-se o meio de
White (1942), um dos primeiros meios de cultura desenvolvidos. O meio MS
(Murashige & Skoog, 1962) foi uma das primeiras formulagdes melhoradas
usadas em cultura de tecidos de varias espécies vegetais. Emprega-se ainda o
meio basico WPM (Wood Plant Medium) de Loyd & McCown (1980), o qual
foi desenvolvido, em especial, para plantas lenhosas e o meio nutritivo Knudson
(modificado por Arditti, 1967).

A composicao dos meios nutritivos ¢ bastante variavel, em funcao da
espécie vegetal e da origem do explante, sendo constituido de componentes
essenciais e opcionais. Para definir qual o meio mais completo para cada caso,
deve-se lancar mao de alguns ensaios, dando ressalva aos melhores resultados e,
proporcionando melhor uso do meio nutritivo na cultura de tecidos.

Torres et al. (2001) descrevem que o meio de cultura ¢ constituido de
componentes essenciais: agua, sais inorganicos, fonte de carbono e energia,
vitaminas e reguladores de crescimento e, opcionais: aminodcidos, amidas,
acidos organicos e substancias naturais complexas. A composi¢do do meio de
cultura desempenha importante papel nas respostas de crescimento de células e
tecidos in vitro (Borgatto et al., 2002).

Os carboidratos fornecem energia metabolica e esqueletos carbdnicos
para a biossintese de aminoacidos e proteinas, polissacarideos estruturais, como
celulose, enfim, todos os compostos organicos necessarios para o crescimento
das células. A sacarose é um dos carboidratos mais usados nos meios nutritivos,
suportando as mais altas taxas de crescimento na maioria das culturas, seguido

da glicose e frutose nos niveis de 2% a 5% (p/p) (George, 1996). Para cada
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espécie, o crescimento do explante dependerd da concentragdo de sacarose no
meio.

Os meios nutritivos atendem, como principio, as exigéncias de uma
planta completa (Caldas et al., 1998). A adi¢do dos fitorreguladores ao meio tem
por finalidade prover possiveis caréncias enddgenas, pois o explante encontra-se
isolado das regides produtoras e horménios na planta matriz (Grattapaglia &
Machado, 1990). Na cultura de tecidos, as citocininas mais comumente usadas
sdo a cinetina (CIN), 6-benzilaminopurina (BAP), zeatina (ZEA),
isopenteniladenina (2ip) e thidiazuron (TDZ), e as auxinas sdo o &cido 3-
indolacético (AIA), 4acido naftalenoacético (ANA), acido indolbutirico (AIB) e o
acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) (Caldas et al., 1998).

O carvao ativado adsorve substancias toxicas produzidas pelo explante
(Fridborg et al., 1978). Em meios nutritivos, o carvdo ativado estimula o
enraizamento (Tilquin, 1979), reduzindo a quantidade de luz que chega a regido
de formagédo de raizes, promovendo o seu alongamento (Rajore & Batra, 2005).

As misturas complexas apresentam um papel importante, no
desenvolvimento de meios nutritivos, para a cultura de tecidos de plantas.
Alguns dos aditivos usados na categoria de misturas complexas incluem a agua
de coco (Caplin & Steward, 1948; Steward & Caplin, 1951; Van Overbeek et al.,
1942), que ¢é considerada o aditivo mais utilizado para grande numero de
espécies in vitro, ndo somente para estimular o crescimento de calo (Lingappa,
1957; Steward & Caplin, 1951), mas também na indu¢ao do desenvolvimento de
embrides imaturos de Datura (Van Overbeek et al., 1942). O leite ou agua de
coco ¢ o endosperma do coco (Cocus nucifera) na fase liquida ou gelatinosa e é
um suplemento bastante usado e rico em sais minerais, mio-inositol e
citocininas, bem como nucleotideos ¢ outros compostos organicos (Neumann et

al., 1968).
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2.1.7. Cultura de embrides

A terminologia ‘cultura de embrides’ pode ser definida como o
isolamento estéril e crescimento de um embrifdo imaturo ou maturo in vitro, com
0 objetivo de se obter uma planta viavel. A cultura de embrides ja era empregada
por Rappaport (1954), para descrever os processos de crescimento e
desenvolvimento do embrido in vitro, independentemente da idade, tamanho e
estadio de desenvolvimento em que o embrido foi excisado.

O cultivo de embrides in vitro constitui uma técnica promissora para
avangar nos conhecimentos de determinadas espécies uma vez que, a partir dela
¢ possivel reproduzir e estudar o desenvolvimento embrionario, a quebra da
dorméncia e a produgdo de plantulas (Collins & Grosser, 1984; Hu & Ferreira,
1998). Além disso, acrescenta-se o fato de que tecidos embriondrios sdo
excelentes explantes, para serem usados em estudos, visando a propagacdo
clonal in vitro, em virtude de sua natureza juvenil ¢ alto potencial regenerativo
(Pierik, 1990).

Um importante aspecto da cultura de embrides ¢ definir um meio de
cultura, que possa sustentar o seu crescimento e¢ desenvolvimento (Hu &
Ferreira, 1998). Com isso, tem-se buscado alternativas quanto a composi¢ao dos
meios nutritivos, que se aproximem da composi¢ao do endosperma ou do saco
embriondrio e possibilitem o desenvolvimento dos embrides, independentemente
do estddio em que se encontram (Andreoli, 1985). O meio de cultura adequado
tanto para propagagdo quanto para a cultura de embrides deve ser adaptado para
cada espécie. Embora diferentes meios sejam capazes de manter os
microcultivos de embrides, o mais freqiientemente utilizado ¢ o MS (Andrade et
al., 2001).

Um dos problemas da cultura de embrides € a germinagdo precoce dos
embrides zigdticos, pois, as plantulas resultantes serdo anormais ou fracas,

podendo faltar estruturas ou sé apresentar aquelas presentes no momento de
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excisdo (Larue & Avery, 1938). Varias sdo as formas utilizadas para evitar a
germinagdo precoce, tais como: alta pressdo osmdtica, baixa tensdo de
nitrogénio, elevado nivel de potassio e de nitrogénio, inclusdo de acido abscisico
(ABA) ao meio, além de polietilenoglicol (Andreoli, 1985).

Durante o cultivo in vitro, as solu¢des de macro, micronutrientes e
acucares, que compdem os meios de cultura ndo exercem efeito puramente
nutritivo, mas também influenciam o crescimento celular e a morfogénese, por
meio de propriedades osmoticas (George, 1996). Os carboidratos desempenham
um importante papel na manuteng¢do de uma osmolaridade adequada do meio de
cultura. Em geral, quanto mais jovem for o embrido excisado, mais alta sera a
osmolaridade requerida do meio. Rietsema et al. (1953) mostraram que
diferentes estadios de desenvolvimento do embrido de Datura, quando
cultivados in vitro, requerem distintas concentra¢des de sacarose para seu
crescimento.

A adigdo de reguladores de crescimento ao meio de cultura de embrides
s6 se faz necessaria, quando o embrido se encontra no estadio imaturo. Os
reguladores de crescimento sdo muitas vezes usados para evitar a germinagao
precoce ou para estimular o crescimento embrionario. O regulador efetivo para
evitar a germinacao precoce ¢ o acido abscisico (ABA), que estd normalmente

presente no saco embrionario (King, 1976; Hsu, 1979).
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CAPITULO 11

1 RESUMO

NUNES, Claudinéia Ferreira. Caracterizagdo morfologica de frutos, sementes e
plantulas obtidas a partir de germinagdo in vitro da espécie Jatropha curcas L.
(Euphorbiaceae). In: . Caracterizagéo de frutos, sementes e plantulas e
cultivo de embrides de pinhdo-manso ( Jatropha curcas L.). 2007. Cap. 2, p.
27-45 Dissertagdo (Mestrado em Fitotecnia)-Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG.*

O o6leo do pinhdao-manso ¢ considerado eficiente para a producdo de
biodiesel. Porém, um grande numero de informagdes referentes a espécie
precisam ser geradas, envolvendo caracterizacdo morfologica e genotipica,
técnicas de propagacdo e criagdo e manutengao de banco de germoplasma. Deste
modo, o objetivo do presente trabalho foi descrever a morfologia do fruto, da
semente ¢ do desenvolvimento de plantulas de Jatropha curcas L. Os frutos
foram coletados em julho de 2006, no municipio de Bom Sucesso, regido sul do
Estado de Minas Gerais. Na descri¢ao da morfologia dos frutos e das sementes
foram utilizados 50 frutos e 50 sementes, considerando suas caracteristicas:
externas e internas. Para a caracterizagdo das etapas da germinacdo foram
utilizadas 60 sementes, inoculadas em meio de cultura MS suplementado com
30g.L" de sacarose, solidificado com 0,6% de agar. Apds a inoculagdo as
sementes foram transferidas para sala de crescimento com temperatura de 27+
1°C, irradiancia de 35 pmol m™s™, com fotoperiodo de 16 horas. Foram feitas
avaliacdes diarias durante 30 dias, para a ilustracdo dos processos de
germinacdo. O fruto de J. curcas € seco, tricoca, endocarpo lenhoso e de
deiscéncia explosiva. A semente é ovalada, endospérmica, de envoltdrio liso
com suaves estrias, com caruncula presa na parte ventral; a rafe é marcada
longitudinalmente e pouco evidente, e presenca de embrido munido com um par
de cotilédones folidceos e eixo hipocétilo radicula, cilindrico e reto. A
germinagdo ¢ epigea e fanerocotiledonar. Foi possivel descrever e ilustrar a
morfologia do fruto, da semente e da plantula de J. curcas.

“Orientador: Moacir Pasqual — UFLA
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2 ABSTRACT

NUNES, Claudinéia Ferreira. Morphological characterization of fruits, seeds
and seedlings obtained from in vitro germination of the species Jatropha curcas
L. (Euphorbiaceae). In: . Fruit, seed and seedling characterization and
embryo culture of physic nut (Jatropha curcas L.) 2007. Cap. 2, p. 27-45
Dissertagdo (Master in Phytotechny)-Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

Physic nut oil is considered efficient to produce biodiesel.
However, little information has been generated on this crop, such as
morphologic and genetic characterization, techniques on propagation,
cultivation and germplasm maintenance. Therefore, the objective of this
work was to describe Jatropha curcas L fruit and seed morphologies and
its seedling development. Fruits were harvested in july 2006, in Bom
Sucesso city, south region of Minas Gerais state. To describe fruit and
seed morphologies, 50 fruits and 50 seeds were used and their inner and
outer peculiarities were considered. To characterize its in vitro
germination stages, 60 seeds were used, inoculated in MS culture medium
amended with sucrose (30 g.L") and solidified using agar (6.0 g.L™).
After inoculation, seeds were transferred to growth chamber with 27+ 1°C
temperature, 16 hours photoperiod and 35 pmol.m™.s™ irradiance. Daily
evaluations were performed for 30 days, to illustrate the germination
process. Seed is oval, endospermic, smooth testa with light streaks,
possesses caruncle in the ventral part; the rafe is marked longitudinally
and slightly evident, embryo encompasses a pair of foliaceous cotyledons
and the hypocotyls-radicle axis is cylindrical and straight. Germination is
epigeous and phanerocotyledonal. It was possible to describe and
illustrate the fruit, seed and seedling morphologies of J. curcas.

“Advisor: Moacir Pasqual — UFLA
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3 INTRODUGCAO

Estudos do desenvolvimento pos-seminal fornecem importantes
informagdes sob o ponto de vista taxondmico, auxiliando na identificacdo das
estruturas essenciais da plantula.

Para a identificacdo de uma espécie vegetal, diversos caminhos podem
ser adotados, entre eles as caracteristicas morfologicas, a anatomia da madeira e
a dendrologia (Roderjan, 1983). Os estudos sobre morfologia de plantulas tém
merecido aten¢do ha algum tempo, quer seja como parte de estudos morfo-
anatémicos, objetivando ampliar o conhecimento sobre determinada espécie ou
grupamento sistematico vegetal, quer visando o reconhecimento e identificagdo
de plantulas de certa regido, dentro de um enfoque ecologico (Oliveira, 1993).
Além disso, fornecem informagdes sobre a germinagdo, armazenamento,
viabilidade e métodos de semeadura, auxiliando, também, em trabalhos de
analise do ciclo vegetativo das espécies. Com base nas ilustragdes obtidas, pode-
se facilitar e padronizar a identificacdo (Silva et al., 1995).

A importancia do conhecimento sobre o comportamento germinativo e o
desenvolvimento das plantulas foi demonstrada por Labouriau et al. (1963),
quando utilizaram as caracteristicas morfoldgicas de plantulas, para estudar a
regeneracdo natural do cerrado, identificando as espécies, que regeneravam a
partir de sementes, pela observagdo das plantulas, que apresentavam evidéncias
de germinacdo.

Pinheiro (1986) relata que a identificacdo da plantula no estagio juvenil é
tarefa ardua, que dificilmente é completada. Isso, porque os caracteres
morfoldgicos externos de uma planta, nos estagios iniciais de desenvolvimento,

podem ser diferentes daqueles observados no individuo adulto, além de plantulas
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de espécies e géneros afins, que, normalmente, apresentam semelhangas
morfoldgicas externas, o que torna a identificacdo das espécies imprecisa e, as
vezes, até impossivel. De acordo com Damiao Filho (1993), a interpretacao das
estruturas da planta jovem ¢é de fundamental importancia, quando se faz
necessaria a mensuragdo dos diferentes estadios de crescimento da planta.

A Jatropha curcas L., conhecida popularmente como pinhdo-manso,
pertence a familia botanica Euphorbiaceae, originaria da América tropical. No
Brasil ¢ encontrada nos Estados da regido Nordeste, Centro-Oeste ¢ Sudeste
(Globo Rural, 2006). A planta pode atingir de 3m-5m de altura, de aspecto
suculento, tronco com casca parda escura, escamando em laminas diminutas e
finas, ramagem longa, herbacea, com folhas simples, alternas ¢ membranaceas,
presenca de inflorescéncias terminais ou axilares (Arvores exoticas 2003).

Essa espécie tem sido estudada fitoquimicamente, devido a sua
importancia medicinal. Todas as partes da planta, incluindo as sementes, folhas e
cascas, frescas ou como decoc¢do sdo usadas na medicina tradicional e em
empregos veterinarios. O o6leo possui a¢do purgativa e ¢ amplamente usado na
medicina chinesa (Isawuimi, 1978). O latex apresenta propriedades
antimicrobianas contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida
albicans, entre outros (Thomas, 1989). Outros usos na medicina tradicional sdo
descritos pelos autores Elisabetsky & Gely (1987), Lentz (1993) e Manandhar
(1995), Oliver-Bever (1986).

Os estudos sobre J. curcas, em sua maioria, estdo relacionados a
aspectos quimicos e empregos farmacologicos e biocidas, o que deixa lacunas,
principalmente, no que se refere a ecologia, cultivo e conservagdo. Peixoto
(1973), citado por Saturnino et al.(2005) relata sobre a morfologia da J.curcas.
Porém, sdo restritos os trabalhos que apresentam ilustracdes referentes aos

aspectos morfologicos da espécie.
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Mediante a importincia medicinal e econdémica da espécie, ¢ da
necessidade de produ¢do de mudas, torna-se necessario um maior conhecimento
fisiologico da referida espécie.

Assim, o objetivo deste trabalho foi descrever e ilustrar os caracteres
morfologicos do fruto, da semente e do desenvolvimento de platulas de Jatropha

curcas L.
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4 MATERIAL E METODOS

A caracterizacdo do fruto, da semente e da plantula foi realizada no
Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais, Departamento de Agricultura da
Universidade Federal de Lavras (UFLA). Os frutos foram coletados
manualmente, de forma aleatoria, no més de julho de 2006, em trés plantas no
municipio de Bom Sucesso, regido sul do Estado de Minas Gerais, com
coordenadas entre 21° 00' a 21°19' S e 44°00' a 45°07' W e altitude média de
806m. A exsicata do material vegetal utilizado neste trabalho esta depositada no
Herbario Central da Universidade Federal de Lavras sob n°® 6203.

Para a descricio da morfologia dos frutos e das sementes foram
utilizados 50 frutos e 50 sementes retiradas dos frutos, coletados em arvores
nativas da regido de Bom Sucesso e acondicionados em sacos de papel. Os
frutos foram descritos, considerando-se os seguintes aspectos: dimensoes, tipo,
cor, textura, deiscéncia e nimero de sementes por fruto. No estudo da semente,
as caracteristicas externas observadas foram: dimensdes, cor e textura do
envoltério e presenga de carincula. As caracteristicas internas foram: forma do
embrido e presenca do endosperma. Para isso, as sementes foram seccionadas,
longitudinalmente, com auxilio de bisturi ¢ examinadas sob lupa de mesa com
aumento de seis vezes. O comprimento, a largura e o didmetro dos frutos e
sementes foram medidos, utilizando-se paquimetro com precisao de + 0,2 mm.
Foi calculado o erro padrao da média para as dimensdes: comprimento, diametro
e largura.

Apos a retirada da casca, as sementes foram desinfestadas em alcool
70% por 30 segundos, hipoclorito de soédio a 1% por 15 minutos, sob agitacdo
constante. Apds trés lavagens sucessivas em agua destilada e autoclavada, foram

inoculadas em meio de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962), suplementado
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com 30g.L" de sacarose, solidificado com 0,6% de agar (Merck™). O pH do
meio foi ajustado em 5,8 e o meio de cultura foi autoclavado a 121°C por 20
minutos. Logo apds a inoculagdo, as sementes foram transferidas para sala de
crescimento a 27+ 1°C, irradiancia de 35 pmol m™ s, fornecida por lampadas
fluorescentes brancas de 20W (Osram®), com fotoperiodo de 16 horas. Foram
utilizadas 60 sementes, para a caracterizagdo do desenvolvimento da plantula.

A germina¢do ¢ o desenvolvimento das plantulas foram observados
diariamente, desde o entumescimento da semente até a formagdo completa da
plantula, aproximadamente, 30 dias. As descrigoes e ilustragdes foram efetuadas
de forma manual, utilizando-se as técnicas de desenho a nanquim.
Consideraram-se como germinada a semente que apresentava emissdo de
radicula e como plantulas normais, as que apresentavam folhas cotiledonares
abertas. A terminologia utilizada foi baseada nos trabalhos de Damido Filho
(1993) e Ferri (1983). As ilustragdes foram feitas por Dalilhia Nazaré dos santos,

graduanda do curso de Agronomia pela Universidade Federal de Lavras.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Aspectos morfoldgicos do fruto

O fruto de Jatropha curcas é seco, com trés cocas globosas, amarelo,
liso, coriaceo, capsular, ligeiramente roligo, com apice e base agudos ¢ entre 0s
carpides observa-se a presenca de suaves sulcos. O endocarpo ¢ lenhoso (rijo e
duro), com pequenos orificios nos pontos de unido dos carpelos, através dos
quais passam corddes fibrosos, que contornam os pontos de jungdo e se
distribuem pelas partes dorsal e ventral das cocas. O fruto seco apresenta
deiscéncia explosiva, fazendo com que as cocas se fendam longitudinalmente,

liberando as sementes (Figura 1).

A B c

FIGURA 1. Aspecto morfologico do fruto de Jatropha curcas L.: A) fruto; B)
secdo longitudinal do fruto; C) segdo transversal do fruto. (en-
endocarpo; ep-epicarpo; lo-léculos; me-mesocarpo).Ilustragdo:

Dalilhia Nazaré dos Santos. UFLA, Lavras-MG, 2006.
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Quando maduro, o fruto apresenta coloragdo marrom-escura, a superficie
¢ lisa e o pericarpo apresenta duas zonas distintas: o exocarpo, pelicula mais
fina, e o endocarpo, mais grosso. Proximo a deiscéncia, o exocarpo desprende-se
do fruto, dando-lhe um aspecto mais aspero. No interior do fruto encontram-se
geralmente trés sementes. O fruto tem, em média, 3,1 cm de comprimento e 2,7
cm de didmetro, com os respectivos desvios padrio, 0,12 a 0,16
respectivamente. Dependendo da regido e das condi¢des edafoclimaticas, é
possivel encontrar frutos com dimensdes maiores.

O fruto da J. curcas apresenta trés cocas, equivalente a espécie J.
elliptica e aos géneros Cnidoscolus polyanthus 1.M. Johnst, Euphorbia L., e
Euphorbia heterophylla L., sendo diferentes aos do género Aleurites, Anagallis
L., e Apium L. Nas Euphorbiaceas, as cocas apresentam deiscéncia explosiva,
mas, freqiientemente, sdo tardiamente deiscentes e, ainda, apresentam a semente
no seu interior ap6és a maturacdo (Groth, 1983). Nota-se que muitas das
caracteristicas observadas nos frutos de J. curcas foram detectados em frutos de
outros géneros de Euphorbiaceae, como o mecanismo de propulsio que ¢
explosivo. Barroso et al. (1999) esclarecem que todos se relacionam entre si e,
possivelmente, devem ter se originado de um ancestral comum. Conforme
Peixoto (1973), o fruto compde-se de 53 a 62% de sementes e de 38 a 47% de

cascas, conforme o tamanho do fruto.

Aspectos morfoldgicos da semente

A semente da Jatropha curcas apresenta forma ovalada, de dorso
convexo, endospérmica, de envoltdrio liso, coloragdo preta, marcada por suaves
estrias. Apresenta rafe pouco evidente e presenca de caruncula, uma
excrescéncia da testa, situada proxima a micropila, presa na parte ventral. A
carincula tem a extremidade cénica, com dois loculos, pouco visiveis, quando a

semente esta seca.
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Dentro da semente encontra-se o albumem ou endosperma, de coloragéo
branca, tenro e rico em 6leo. O embrido ¢ munido de dois cotilédones foliaceos,
muito largos, porém, pouco espessos. O contorno dos cotilédones é ovalada,
com nervagdo marcada e eixo hipocdtilo-radicula, cilindrico e reto (Figura 2).
As sementes coletadas na regido de Bom Sucesso apresentaram, em média, 1,6
cm de comprimento por 1,1 cm da menor largura, com desvio padrio de

respectivamente 0,07 e 0,05.

FIGURA 2. Aspecto morfologico da semente de Jatropha curcas L.: A)
semente (Ca-carincula,t-tegumento); B) sec¢do longitudinal da
semente (en-endosperma; CO-cotilédone;e-eixo embrionario).

Ilustragdo: Dalilhia Nazaré dos Santos. UFLA, Lavras-MG, 2006.
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As sementes de J. curcas e de todas as Euphorbiaceas tém endospermas
fartos, carnosos, ricos em reservas oleaginosas (Barroso et al., 1999). De acordo
com Peixoto (1973), a semente tem 45% de casca e 55% de améndoa, podendo
ter 33,7% de casca e 66,3% de améndoa, dependendo da variedade. Segundo
Oliveira & Pereira (1987), estudos sobre morfologia de sementes sdo necessarios
devido a importancia dessas estruturas na identificacdo botanica.

Para Damido Filho (1993), a forma dos cotilédones também auxilia na
identificacdo da plantula, apesar de ser muito variada, mas, constante para a
espécie e, até mesmo, para gé€neros de plantas. Segundo Ferri (1983),
cotilédones folidceos funcionam temporariamente como oOrgdos de reserva,
sendo esta particularidade encontrada no albimen ou endosperma, ao redor do

embrido.

Germinacdo e morfologia da plantula

O meio MS utilizado como substrato para as condi¢des deste trabalho,
proporcionou a observagdo de todas as etapas do processo de germinacdo, desde
a emissdo da radicula, formagdo do sistema radicular até a completa formacao da
plantula.

O processo da germinagdo inicia-se com o entumescimento da semente,
que aumenta de volume trés dias apos a inoculagdo, com posterior ruptura do
tegumento e surgimento da radicula préximo a regido micropilar (Figura 3 A e
B) e conseqiiente desenvolvimento da raiz. Normalmente, cinco raizes sdo
formadas, uma central e quatro periféricas. Essas raizes periféricas
desenvolvem-se a partir do colo.

A raiz central (Figura 3 C) € curta, espessa, glabra e de coloragdo verde-
clara e demonstra rapido desenvolvimento, apresenta-se cilindrica, tenra,
esbranquigada e, a medida que ocorre seu alongamento, a base torna-se mais

espessa, afunilando-se em direcdo a coifa de coloragdo amarelada. As raizes
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periféricas (Figura 3 D) apresentam caracteristicas semelhantemente a raiz
central. O coleto é bem definido pela diferenca de cor e a dilatagdo que ocorre
entre hipocétilo e as raizes.

Simultancamente a formacdo do sistema radicular, ocorre o
desenvolvimento do hipocétilo, de coloragdo branca-esverdeada (Figura 3 E),
tenro, glabro, sendo espesso na inser¢do com as raizes, tendendo a afinar-se, a
medida em que se aproxima da inser¢do com os cotilédones. Os cotilédones sdo
envolvidos inteiramente pelo endosperma (Figura 3 D). Por volta de sete dias
apés a emissdo da radicula, as folhas cotiledonares estdo completamente
expandidas (Figura 3 E). A germinagdo ¢ do tipo epigea, com duragdo do
processo germinativo e desenvolvimento da plantula, variando entre 15 a 30
dias. Essas observagdes corroboram Anez et al. (2005), os quais, trabalhando
com J. elliptica, verificaram que para essa espécic, o tempo até o
desenvolvimento da plantula varia de 20 a 32 dias. Em J. molissima, esse

periodo foi 7 a 16 dias (Oliveira & Pereira, 1987).
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FIGURA 3. Aspecto morfologico da germinagdo e plantula de Jatopha
curcas.L.: A-E.Germinagio e plantula (co-cotilédone; cl-coleto;
en-endosperma; hp-hipocotilo;rp-raiz periférica; rc-raiz central;
r-radicula ¢ fc-folha cotiledonar). Ilustragdo: Dalilhia Nazaré

dos Santos. UFLA, Lavras-MG, 2006.

Considerou-se normal a plantula caracterizada pela presenga de raizes
periféricas e uma principal, conica e esverdeada; hipocétilo cilindrico com base
mais espessa, presenca de folhas cotiledonares verdes, margens lisas, apice e
base obtusas e peninérveas.

Houve 40% de plantulas normais. Resultados semelhantes foram obtidos

por Anez et al. (2005), em estudos sobre caracterizagdo morfoldgica de frutos,
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sementes e plantulas de J. elliptica, que verificaram maior porcentagem de
plantulas normais, porém, ndo superiores a 50%. Oliveira & Pereira (1987)
observaram baixa porcentagem de plantulas normais em: Aleurites fordii
Hemsl.(cerca de 3%), Aleurites. moluccana (9%), Cnidoscolus. polyanthus .M.
Johnst. (4%), Hura. crepitans (40%) e J. molissima Baill. (20-30%).

A presenga de latex transparente e pouco viscoso no hipocotilo da
plantula é percebido na espécie J.curcas e nos demais géneros, Cnidoscolus
polyanthus I.M. Johnst, Aleurites e Hevea brasiliensis Muell (Suda, 2001).

E conveniente ressaltar que em algumas sementes durante o processo de
germinacdo, ocorre, primeiramente, a emissdo e expansdo das folhas
cotiledonares; dando origem a uma plantula com o hipocétilo atrofiado e
desenvolvimento tardio da raiz. Essas plantulas foram consideradas anormais. A
identificacdo morfologica de plantulas também permite caracterizar familias,
géneros e até espécies, tendo sido bastante aplicada nos estudos de inventario
florestal, em regides de clima temperado e tropical (Oliveira, 1993).

Assim como na maioria das espécies da familia Euphorbiaceae, as
sementes de J. curcas apresentam germinacdo do tipo fanerocotiledonar, com
algumas excec¢des como Hevea sp., Hura crepitans L. e Omphalea diandra Vell.
que t€m germinacao criptocotiledonar (Oliveira & Pereira 1987).

O processo de desenvolvimento radicular de J. curcas L., ou seja, o
alongamento da raiz primdria, seguida de raizes adventicias no colo, ¢
semelhante ao observado em: Aleurites fordii Hemsl., Cnidoscolus polyanthus
M. Johnst., J. molissima Baill. (Oliveira & Pereira, 1987) e J.elliptica (Anez et
al., 2005).

O hipécotilo da plantula da J. curcas apresenta leve espessamento na
base, sendo notado em outras espécies da familia Euphorbiaceae, tais como: A.
fordii, A. moluccana (L.) Wild., H. crepitans, J. molissima, Omphalea. diandra
e Cnidoscolus. phyllacanthus Pax & K. Hoffm. (Oliveira & Pereira 1987). A
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presenca dessa caracteristica em plantulas de outras espécies as classificaria
como anormais nos testes de germinagdo, mas ndo em J. curcas. Brasil (1992)
considera como plantulas anormais aquelas que ndo mostram potencial para
continuar seu desenvolvimento e dar origem a plantas normais, mesmo
crescendo em solo de boa qualidade e sob condi¢des favoraveis de umidade,

temperatura e luz.
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6 CONCLUSOES

O fruto de Jatropha curcas ¢ seco, deiscente, tipo capsula trilocular e
endocarpo lenhoso.

A semente ¢ ovalada, endospérmica, de envoltorio liso com suaves
estrias, com caruncula presa na parte ventral. A rafe ¢é marcada
longitudinalmente e pouco evidente.

O embrido é composto por um par de cotilédones folidceos e eixo
hipocétilo radicula, cilindrico e reto.

A germinacgao ¢ do tipo epigea e fanerocotiledonar.

A plantula apresenta cinco raizes, uma central e quatro periféricas;
hipocoétilo espesso na base, afunilando-se proximo as folhas cotiledonares; as
quais sdo peninérveas, de margens lisas, com base e 4pice obtusos.

Os aspectos morfologicos descritos e ilustrados nas distintas fases

observadas podem ser empregados em futuros estudos com a referida espécie.
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CAPITULO 111

1 RESUMO

NUNES, Claudinéia Ferreira. Cultura de embrides de pinhdo-manso (Jatropha
curcas L). In: . Caracterizacdo de frutos, sementes e plantulas e
cultivo de embrides de pinhdo-manso ( Jatropha curcas L.). 2007. Cap. 3, p.
46-78 Dissertagdo (Mestrado em Fitotecnia)-Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG."

No Brasil, culturas que armazenam substancias oleaginosas nos frutos e
sementes tém sido pesquisadas como fontes alternativas para o setor energético,
visando a substituicdo total ou parcial do diesel mineral pelo vegetal. Dentre
essas culturas o pinhdo-manso tem despertado o interesse de varios
pesquisadores. Com este trabalhado objetivou-se estabelecer uma metodologia
para a propagagdo desta espécie, por meio do cultivo in vitro de embrides. Os
frutos foram coletados, desinfestados e seus embrides obtidos removendo-se o
endosperma. A seguir foram submetidos a duas condi¢gdes experimentais: (1),
embrides oriundos de frutos em trés estadios de desenvolvimento (imaturo,
maduro e seco) foram inoculados em meio de cultivo MS, acrescido de sacarose
(0, 15, 30 ¢ 60 gL' ); (2), embrides submetidos a quatro concentragdes de
carvao ativado (0; 1,0; 2,0 e 3,0g.L'1 ) e seis de agua de coco (0, 50, 100, 150,
200 e 250mL), suplementado com 30g.L™" de sacarose. Em sala de crescimento,
o material foi mantido por 30 dias a temperatura de 27+ 1°C, irradiancia de 35
pumol m? s, com fotoperiodo de 16 horas diarias. Empregou-se delineamento
inteiramente casualizado, em ensaio fatorial 3x4 para o primeiro experimento e
6x4 para o segundo, com quatro repeti¢des. Verificou-se que embrides zigdticos
provenientes de frutos imaturos necessitam de suplementacdo de sacarose em
meio de cultura para sustentar sua germinagdo. O meio MS suplementado com
60 gL' de sacarose proporciona melhor desenvolvimento de embrides.
Embrides oriundos de frutos secos apresentam maior crescimento in vitro. A
associagdo de carvao ativado e dgua de coco nao influencia na germinagao dos
embrides. No entanto, a presenca de carvdo ativado ao meio favorece o
enraizamento dos embrides zigoticos de Jatropha curcas.

“Orientador: Moacir Pasqual — UFLA
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2 ABSTRACT

NUNES, Claudinéia Ferreira. Physic nut (Jatropha curcas L) embryo culture.
In: . Fruit, seed and seedling characterization and embryo culture of
physic nut (Jatropha curcas L.). 2007. Cap. 3, p. 46-78 Dissertagdo (Master in
Phytotechny)-Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

In Brazil, oilseed crops which store oily substances in fruits or seeds
have been studied as alternative sources to the fuel industry aiming partial or
total substitution of mineral diesel. Among those crops, physic nut has received
attention of many searchers. The objective of this work was to establish a
methodology to propagate this species by in vitro embryo culture. Fruits were
collected, sanitized and its embryos were obtained by removing the endosperm.
Then, they were submitted to two experimental conditions: (1) embryo from
three fruit development stages (immature, mature and dry) were inoculated in
MS medium, amended with sucrose (0, 15, 30 and 60 g.L™"); (2) embryo were
submitted to four concentrations of activated carbon (0, 1.0, 2.0 and 3.0 g.L'1 )
and six of coconut water volumes (0, 50, 100, 150, 200 ¢ 250 mL) both
supplemented with 30g.L™" of sucrose. In growth chamber, the material was kept
for 30 days at 27+ 1°C temperature, 16 hours photoperiod and 35 pmol.m?s™
irradiance. A complete randomized design in factorial scheme (3x4 for the first
experiment and 6x4 for the second one) was used with four replicates. The MS
medium amended with sucrose (60 g.L”) resulted in the best embryo
development. Embryo obtained from dry fruits showed higher in vitro growth
and those from immature fruits needed sucrose amendment to the culture
medium to accomplish germination. The use of activated carbon or coconut
water did not influence embryo germination. However, in the presence of
activated carbon, the culture medium improved zygotic embryo rooting of
Jatropha curcas.

“Advisor: Moacir Pasqual — UFLA
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3 INTRODUGCAO

O pinhdo-manso (Jatropha curcas L.), uma das espécies cultivadas do
género Jatropha, ¢ uma planta que apresenta grande potencial econdmico para o
mercado de biocombustiveis, podendo diversificar o sistema de produgdo e a
renda dos agricultores brasileiros.

Na natureza, assim como, em pequenos viveiros onde ¢ cultivada, essa
planta também pode ser propagada por meio de sementes ou estacas. Dados
referentes a enraizamento e produtividade de estacas de pinhdo-manso sdo
apresentadas por Gerald et al. (2006), Ratree (2004) e Saturnino et al. (2005). A
multiplicagdo pela via seminifera apresenta algumas caracteristicas indesejaveis
como, plantios desuniformes, associados a falta de material genético melhorado.
No entanto, a incoveniéncia da multiplica¢@o por estacas esta no grande volume
de material necessario a propagacdo em larga escala comercial, razdo pela qual,
diversas pesquisas vém sendo desenvolvidas, visando novas alternativas de
propagagao.

A cultura de embrides pode ser utilizada para avancar nos
conhecimentos da espécie J. curcas, uma vez que essa técnica permite estudos
nas areas de fisiologia e melhoramento vegetal. Outra vantagem ¢ a de
possibilitar a producdo de explantes juvenis, provenientes de sementes,
considerados excelentes a propagagéo clonal in vitro, em virtude de sua natureza
juvenil e alto potencial regenerativo (Pierik, 1990). A utilizagdo de plantulas
como fonte de explante tem sido utilizada por Bertoni (1999), para o
desenvolvimento do protocolo de micropropagacdo da mandioquinha-do-campo

(Zeyheria montana Mart.), uma planta medicinal do cerrado.
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Para varias espécies perenes, incluindo alguns membros da familia
Euphorbiaceae, como para Jatropha podagrica (Jesus et al., 2003) foi possivel
estabelecer protocolos de germinagdo in vitro de embrides zigoticos.

Porém, a germinagdo in vitro exige cuidados fundamentais para o seu
sucesso, tais como: assepsia do explante, excisdo do embrido, meio de cultivo
que atenda as exigéncias dos diferentes estddios de desenvolvimento
embrionario dentre outros cuidados. Definir o meio de cultura e/ou sua
composic¢do, com possibilidade de sustentar o crescimento e desenvolvimento de
embrides imaturos, constitui-se no aspecto mais importante da cultura de
embrides in vitro (Pasqual et al., 2001).

E importante ressaltar que o estadio de desenvolvimento dos embrides
zigbticos utilizados como fonte de explante ¢ fundamental para a expressao de
seu potencial morfogenético (Chalupa, 1999). De acordo com George (1996),
em geral, o desenvolvimento de embriGes maduros in Vitro ocorre em meios
nutritivos simples, compostos de sais minerais, vitaminas e aglicares.

As exigéncias nutricionais requeridas por um tecido vegetal submetido
as condi¢des in vitro variam de acordo com o gendtipo (Hazarika, 2003;
Pospisilova et al., 1999). Assim, o crescimento das culturas in vitro depende, em
parte, da otimizagdo da concentragdo de nutrientes minerais ¢ de substincias
organicas presentes no meio nutritivo (Leifert et al., 1995). A sacarose é um dos
componentes utilizados em maior quantidade nos meio de cultura (Murashige &
Skoog, 1962). Devido a baixa capacidade fotossintética das plantas cultivadas in
vitro (Hazarika, 2003; Pospisilova et al., 1999), é necessaria a adigdo de
carboidratos aos meios de cultura, para suprir as necessidades metabolicas, quer
participando na gerag@o de energia, quer como fonte de esqueletos carbonicos
para varios processos biossintéticos implicados na diferenciacdo e no

crescimento celular (Leifert et al., 1995).
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A 4gua de coco pode ser usada como suplementagdo do meio de cultura,
fornecendo agucares e outros glicidios, aminodcidos e suas amidas, fitormonios
e outros metabolitos, como forma de suprir as exigéncias nutricionais dos
embrides, em especial, os imaturos (Henao, 1991; Hu & Ferreira, 1998; Roca &
Mroginski, 1991).

Varios sdo os trabalhos que citam a utilizagdo de agua de coco, no
cultivo in vitro, de diversas espécies perenes, por exemplo: Kononowicz et al.
(1984) e Pence et al. (1980) com cacaueiro (Theobroma cacao); Ferreira et al.
(2004) com cupuagu; Latado et al. (1999) com citros dentre outros.

Muitas substancias sdo utilizadas em meio nutritivo, com o objetivo de
estimular e melhorar o crescimento do explante. O carvao ativado, por adsorver
substancias inibitérias do meio de cultura ou produtos toxicos liberados pelos
explantes, promove o crescimento de embrides (Pasqual et al., 2001) e,
normalmente, ¢ adicionado ao meio de cultura, em concentragdes que variam de
0,2% a 3% (Beyl, 2000). Segundo Pan & Staden (1998), a adi¢do de carvao
ativado no meio de cultura pode apresentar efeito benéfico ou adverso sobre o
crescimento e desenvolvimento, dependendo do meio, explante usado e/ou dos
objetivos da pesquisa.

Considerando os aspectos mencionados e o restrito conhecimento
técnico-cientifico sobre a espécie Jatropha curcas L, com este trabalho
objetivou-se estudar a germinagdo in vitro de embrides, em diferentes estadios
fisiologicos de desenvolvimento e concentragdes de sacarose. Também foram
estudadas as possiveis interagdes do carvao ativado com agua de coco, a fim de

melhorar as condi¢gdes de cultivo dos embrides in vitro.
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4 MATERIAL E METODOS

Frutos nos estadios imaturo, maduro e seco, coletados de plantas adultas
de pinhdo-manso, cultivadas em propriedade particular de plantio comercial, no
municipio de Janauba, norte de Minas Gerais, com localizacdo geografica de
15°47°50”> S e 43°18°31”” W, foram utilizados como fonte de embrides. Os
experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais
da Universidade Federal de Lavras, Departamento de Agricultura, Lavras - MG.

Apos retiradas dos frutos, as sementes tiveram o involucro exterior
(casca) removido. Em seguida, realizou-se o procedimento de assepsia por
imersdo das sementes em agua destilada e duas gotas do detergente comercial
Ypé® por 1 minuto, seguido de alcool 70% v/v por 1 minuto e hipoclorito de
sodio 1% v/v do produto comercial Qboa” por 20 minutos (sob agitagio
constante). Os agentes desinfestantes foram retirados com triplice lavagem em
agua destilada estéril.

Em cémara de fluxo laminar, as sementes foram transferidas para placas
de Petri esterilizadas, contendo papel de filtro € com o auxilio de bisturi e pinga,
os tegumentos das sementes foram separados longitudinalmente pela regido
oposta a micrdpila, tomando se o cuidado de ndo provocar danos aos embrides.
Esses foram excisados e inoculados, individualmente, em tubos de ensaio de 25
x 150 mm, contendo 15 mL do meio de cultivo MS (Murashige & Skoog, 1962),
modificado de acordo com cada experimento.

Embrides excisados foram submetidos a dois experimentos distintos: no
primeiro, embrides entre as fases inicial e final de torpedo foram inoculados em
meio MS, acrescido de diferentes concentragdes de sacarose (0, 15,30 ¢ 60 g L
", com diferentes idades fisiologicas de frutos (imaturo, maduro e seco). Frutos

imaturos caracterizavam-se pela coloracdo externa verde cana do epicarpo,
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mesocarpo verde-claro, semente esbranquigcada, pouco resistente, endosperma
pouco consistente ¢ ndo completamente desenvolvido. Os frutos maduros
apresentavam o epicarpo com coloragdo externa marrom-escura, mesocarpo
esverdeado, semente de coloragdo marrom-intensa, bastante resistente e
endosperma bem desenvolvido. J& os frutos secos apresentavam o epicarpo com
coloragdo preta e em fase de deiscéncia, mesocarpo seco e sementes de
coloragdo preta, com presenga de estrias; no segundo experimento, embrides na
fase final da maturacdo, provenientes de frutos secos foram inoculados em meio
MS, acrescido de diferentes concentragdes de carvdo ativado (0; 1,0; 2,0 e
3,Og.L'1 ) combinados com 0, 50, 100, 150, 200 e 250 mL de agua de coco
comercial Kero coco® suplementado com 30 g.L™' de sacarose.

Nos dois experimentos os meios foram solidificados com 6 g.L"' de agar
(Merck®™), com pH ajustado para 5,8 antes da autoclavagem a 121°C por 20
minutos. Logo apds a inoculagdo, os embrides foram transferidos para sala de
crescimento a 27+ 1°C , irradiancia de 35 pmol m™” s, fornecida por lampadas
fluorescentes brancas de 20W (Osram®) com fotoperiodo de 16 horas.

Apos 30 dias do estabelecimento in vitro, as plantulas foram avaliadas
com base nas seguintes variaveis:

a) comprimento da parte aérea - medido a partir do colo da planta até o apice,
com auxilio de uma régua milimétrica, expresso em centimetros;

b) namero de folhas - obtido por contagem do numero de folhas emitidas por
explante;

¢) numero de raizes - obtido por contagem do numero de raizes emitidas por
explante;

d) porcentagem de embrides germinados - obtido por contagem dos embrides,
que apresentavam crescimento inicial da radicula e presenga de cotilédones;

e) comprimento do sistema radicular - medido a partir do colo da planta até a

ponta da maior raiz, expresso em centimetros.
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Para ambos os experimentos empregou-se o delineamento inteiramente
casualizado, em ensaio fatorial 3x4 para o primeiro experimento e 6x4 para o
segundo. Cada experimento foi constituido de 4 repeti¢cdes, empregando-se para
cada parcela experimental, 12 tubos de ensaio, sendo inoculado um embrido por
tubo.

Para a analise estatistica utilizou-se o software Sisvar (Ferreira, 2000),
sendo os dados submetidos a analise estatistica, com a aplicacdo do teste F a 5%
de probabilidade. As médias quantitativas foram analisadas por regressao
polinomial e, na comparagao entre médias, utilizou-se o teste Tukey. Utilizou-se
também, o ajustamento a modelos de superficie de resposta (Box & Draper,
1987), quando as diferencas entre os tratamentos mostraram-se significativas

pelo teste F.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

As condi¢des de assepsia e a remog¢do dos endocarpos e tegumentos
foram satisfatorias para a obtengdo de embrides, como fonte de explantes para o
cultivo in vitro. O explante ndo apresentou qualquer vestigio de escurecimento,
caracterizado por processos oxidativos, processo comum no cultivo in vitro de
espécies lenhosas. Esses resultados tém sido constatados em outros estudos,
como o de Castro et al. (2005), com murici (Byrsonima verbascifolia ).

De fato, a remogdo do endosperma da semente otimizou a propagagdo in
vitro dessa espécie. Em ensaios preliminares notaram-se que embrides
desprovidos de tecidos do endosperma germinaram, a partir do 3° dia de
inoculacdo, apresentando no 12° dia o par de folhas cotiledonares em completa
expansdo. J& embrides com a presenga do endosperma, apresentaram
germinacdo tardia, somente apds 10 dias da inoculagdo e deram origem as
plantulas menores ¢ mal formadas (dados ndo mostrados). Resultados
semelhantes foram descritos por Maliro & Kwapata (2000), com Uapaca
kirkiana Mull. Arg., uma espécie frutifera tropical da Africa do Sul.

A remoc¢do do endosperma antes da inoculagdo do embrido propocionou
melhor germinagdo e formagdo de plantulas normais, com desenvolvimento de

raizes, hipocétilo e formagao do par de folhas cotiledonares.

Sacarose x estadio fisioldgico do fruto

O resumo da analise de varidncia para as variaveis analisadas esta
apresentada na Tabela 1. Verifica-se que houve diferencga significativa para as
variaveis comprimento da parte aérea, nimero de raizes e numero de folhas em
relagdo ao estadio fisiologico do fruto e concentragdo de sacarose isoladamente.

Observou-se que a associacdo de sacarose a idade fisioldégica dos frutos
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proporcionou diferencas significativas nas taxas de germinagdo do material

cultivado in vitro.

TABELA 1. Resumo da analise de variancia, para comprimento da parte aérea
(CPA), numero de raizes (NR), numero de folhas (NF) e
porcentagem de germina¢do (GERM) de embrides de Jatropha
curcas L., em relacdo a concentracdo de sacarose e estadio

fisiologico do fruto. UFLA, Lavras-MG, 2006.

Quadrado médio

FV G.L CPA NR NF GERM
(cm) (un) (un) (%)
Estadios (E) 2 18,5815° 20,8546  4,0159°  12981,0625
Sacarose (S) 3 5,0973"  14,45337  1,9822°  4485,6875"
ExS 6 1,4455™ 42102  0,6677" 17283125
Residuo 36 0,7767  2,1050  0,5656 659,9236
CV % 53,56 68,17 76,01 50,68

" significativo pelo teste F ao nivel de 5% de probabilidade.

" nio significativo.

A maximizacao da porcentagem de germinacao dos embrides foi obtida
com a maior concentragdo de sacarose, para embrides oriundos de fruto imaturo
(figura 1), sendo a concentracdo de sacarose indiferente, ou seja, ndo
significativa para os estddios maduro e seco do fruto. A porcentagem de

germinacdo cresceu linearmente com as concentragdes de sacarose. A maior
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porcentagem correspondeu a concentragio de 60 g.L™' de sacarose , contribuindo
para uma porcentagem de 83,68% de embrides germinados. A auséncia de
sacarose no meio de cultura impediu a germinagdo dos embrides oriundos de
frutos imaturos, confirmando a necessidade de se adicionar sacarose para o

desenvolvimento do embrido.
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GER = 1,600 + 1,368*(SAC) R?=0,7678
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FIGURA 1. Porcentagem de germinagdo de embrides de Jatropha. curcas
L., oriundos de frutos imaturos, em fun¢do da concentragio

de sacarose no meio MS. UFLA, Lavras-MG, 2006.

Com esse resultado, verificou-se que no pinhdo-manso, provavelmente,
0 processo de germinac¢do para embrides oriundos de frutos maduros e secos,
ocorre devido as reservas nutricionais dos cotilédones, independentemente, do
fornecimento de sacarose, fato esse concordante com relatos de Mello (2000)
para guarirobeira. Estes resultados confirmam a hipétese de que, dependendo da
espécie ¢ do estadio de desenvolvimento dos embrides, a presenca de
carboidratos, no meio de cultura, pode ser em concentragdes minimas ou até

dispensavel (Garcia et al., 2002). De fato, embrides mais jovens necessitam de
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concentragdes mais elevadas de carboidratos no meio de cultura, para sustentar
sua germinag¢do (Bridgen, 1994).

Em relag@o ao estadio fisioldgico do fruto, os melhores resultados para
comprimento da parte aérea (2,65) e numero de raizes (3,33) foram observados,
quando utilizou-se embrides provenientes de frutos no estadio seco. Também,
para a caracteristica nimero de folhas, embrides nesse estadio apresentaram
média de 1,53, superior ao estadio de fruto imaturo com 0,54, porém ndo houve
distingdo de resposta entre as médias dessa variavel, para embrides oriundos de
frutos nos estadios maduro e seco (Tabela 2).

Os resultados obtidos foram semelhantes aos encontrados por Pereira et
al. (2006), em que, embrides de murmuru (Astrocaryum ulei), oriundos de frutos
maduros apresentaram maior crescimento in Vitro, quando comparado aos

embriodes oriundos de frutos imaturos.
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TABELA 2. Influéncia do estadio de desenvolvimento do fruto no comprimento
da parte aérea (CPA), nimero de raizes (NR) e folhas (NF) de
plantulas in vitro de Jatropha .curcas L.. UFLA, Lavras-MG,

2006.
Estadio do fruto CPA (cm) NR (un) NF (un)
imaturo 0,51c 1,06 b 0,54 b
maduro 1,77 b 1,98 b 0,89ab
Seco 2,65a 333a 1,53 a

Me¢dias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem, significativamente,

entre si, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Esses resultados levam a deduzir que o estddio fisiologico dos frutos
influenciou o comprimento da parte aérea, nimero de raizes e folhas de
embrides zigdticos de J. curcas, sob estas condicdes de cultivo,
independentemente, das concentracdes de sacarose testadas.

O aumento das concentragdes de sacarose, no meio de cultura,
beneficiaram o comprimento da parte aérea das plantulas (Figura 2), segundo um
crescimento linear, independentemente do estddio em que os embrides foram
excisados. Esse resultado discorda do obtido por Spera (1995), em que a maior
altura de plantulas de Jatropha podagrica, para as diferentes concentragdes de
sacarose foi obtida, quando utilizou-se 30 gL’', com diminui¢io em

concentragdes maiores.
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CC =0,985 + 0,0255(SAC)  R?=0,9774
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FIGURA 2. Comprimento da parte aérea de plantulas de Jatropha. curcas
L., em fungdo da concentragdo de sacarose no meio MS.

UFLA, Lavras-MG, 2006.

Nota-se, que a cada um grama na concentragdo de sacarose, ocorre uma
contribuigdo de 0,025 cm, no comprimento da parte aérea das plantulas,
evidenciando ser a sacarose indispensavel para o crescimento das plantulas.
Entretanto, a eficiéncia desse procedimento nem sempre é a desejavel, podendo
a concentragio de 30 g.L™' responder bem ao objetivo do trabalho. Além do que,
o acréscimo de sacarose podera ser oneroso, quando se trata de um simples

ajuste de cultura ndo resultando em multiplicacao.
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Resultados semelhantes foram obtidos por Rodrigues et al. (2006), em
que as melhores respostas para micropropagacdo de macieira (Malus domestica)
foram obtidas com concentragdes de sacarose entre 30 g.L™" ¢ 60g.L™".

Os maiores numeros de raizes e de folhas foram verificados, também,
com a concentragio de 60 g.L”' (Figuras 3 e 4). De acordo com a equagio, a
cada um grama na concentragdo de sacarose, ha um acréscimo de 0,043 unidade

de raiz ¢ 0,015 unidade de folha.

NR = 1,008 + 0,043*(SAC) R?=0,9922
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FIGURA 3. Numero de raizes de plantulas de Jatropha. curcas L., em

fun¢do da concentracdo de sacarose no meio MS. UFLA,

Lavras-MG, 2006.
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NF = 0.608 + 0.015*(SAC) R?=0.8379
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FIGURA 4. Numero de folhas de plantulas de Jatropha. curcas L., em
fun¢do da concentracdo de sacarose no meio MS. UFLA,

Lavras-MG, 2006.

Esses dados corroboram aqueles relatados por Skrebsky et al. (2004),
onde verificaram que o maior nimero de raizes de ginseng brasileiro (Pfaffia
glomerata) foi obtido entre as concentragdes de 45 g.L" ¢ 60g.L™" de sacarose. E,
em parte, com Chagas (2003), trabalhando com embrides imaturos provenientes
de hibridac¢ao controlada entre diversas cultivares de citrus, que obteve maior
namero de folhas na concentragio de 90 g.L™' de sacarose.

A alta concentracdo de sacarose no meio de cultura contribui para a
obtencdo de um crescimento Otimo, suportando as mais altas taxas de

crescimento na maioria das espécies. Entretanto, teores elevados podem inibir a
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sintese de clorofila nas espécies cultivadas. E sabido, que a sacarose no meio de
cultivo in vitro influencia véarios processos metabdlicos nas culturas,
apresentando efeito sobre o crescimento e diferenciacdo dos tecidos. George
(1996) verificou que o aumento na concentragdo de sacarose, de modo geral,
estimula o crescimento e a formagdo de raizes de algumas espécies. Ja em outros
trabalhos, na fase de enraizamento, a redugdo da concentragdo de sacarose no
meio de cultura, vem sendo citada como benéfica na melhoria da qualidade do
sistema radicular, bem como na sobrevivéncia das plantulas transplantadas
(Andrade, 1998).

De modo geral, os melhores resultados para todas as variaveis analisadas
foram obtidos com o aumento das concentragdes de sacarose no meio de cultura
até a concentracdao de 60 g.L'1 . A necessidade de adicdo de sacarose, no meio
para cultura de embrides, tem sido observada por varios autores, em distintas
espécies de plantas ( Hu & Fereira, 1998; Raghavan & Torrey, 1963; Torres et
al., 2005), principalmente, em cultura de embrides, em estadios iniciais de
desenvolvimento (pré-embrides). Nas células, carboidratos sdo necessarios
como fonte de energia e de carbono nos processos biossintéticos (Gosslova et
al., 2001), servindo, também, como agentes osmdticos (Tremblay & Tremblay,
1991).

Resumidamente, as melhores médias para as variaveis, comprimento da
parte aérea, nimero de raizes e folhas, foram observados, quando utilizaram-se
embrides provenientes de frutos secos, indicando que os embrides mais
desenvolvidos suportam melhor o crescimento in Vvitro, possivelmente, em razdo
do estagio mais avancado de diferenciagdo dos tecidos. Carimi et al. (1998)
verificaram que embrides de citros, no estddio globular, tiveram
desenvolvimento lento. Em contrapartida, os que se encontravam no estadio

cotiledonar, tiveram melhor desempenho.Quando os embrides estdo em fases

63



mais desenvolvidas adquirem capacidade autotrofica e, por vezes, podem
responder melhor as condigdes do meio de cultura (Rhagavan, 1976).

Os resultados obtidos neste trabalho diferem dos obtidos por Spera
(1995), que no cultivo de embrides de Jatropha podagrica constatou melhor
desenvolvimento, em meio suplementado com 30 g.L"'de sacarose. No entanto,
mesmo tendo ambos os trabalhos sido realizados com o género Jatropha, as
espécies sdo diferentes, de sorte que o fator genético pode ter influenciado na

diferenca entre os resultados.

Agua de coco x carvao ativado

Nao houve influéncia dos tratamentos no percentual de germinacao dos
embrides, observando-se, em média 81%, de germinacdo. Esse resultado ¢
divergente com o obtido por Spera (1995), que, estudando a propagagio in vitro
de Jatropha podagrica, obteve maior indice de velocidade de germinagao (IVG),
com a adi¢do de carvao ativado no meio de cultura. Em parte, ¢ comparavel com
Pinheiro et al. (2001), em que, a utilizagdo de agua de coco limitou a germinagao
in vitro de mangabeira (Hancomia speciosa).

A elevada taxa de germinag@o pode ser justificada pelo fato de existir no
meio MS maior disponibilidade em macro e micronutrientes, vitaminas e
aminoacidos necessarios ao processo de germinagao.

A interagdo entre agua de coco (AC) com carvdo ativado (CA) foi
significativa, em relagdo ao comprimento da parte aérea (CPA). O efeito dos
fatores testados para numero de folhas (NF) e comprimento médio da raiz

(CMR) ocorreu de forma isolada (Tabela 3).
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TABELA 3. Resumo da andlise de varidncia, para nimero de folhas (NF),
comprimento da parte aérea (CPA) e comprimento médio da raiz
(CMR) de plantulas de Jatropha curcas L., sob diferentes

concentragdes de dgua de coco e carvao ativado. UFLA, Lavras-

MG, 2006.
Quadrados médios
FV GL NF (un) CPA(cm) CMR (cm)
Agua de coco (AC) 5 0,9223" 3,9737 1,2434"
Carvao ativado (CA) 3 0,8694"™ 7,5816 15,5972"
AC x CA 15 0,5517"™ 2,0160 1,5400™
Residuo 72 0,3609 0,9960 1,0697
CV (%) 2435 25,79 26,21

" significativo pelo teste F ao nivel de 5% de probabilidade.

" nao significativo.

Verificou-se aumento linear do niumero de folhas por plantula formada,
relacionadas a presenca de maiores concentragdes de dgua de coco,
independentemente, das concentracdes de carvao ativado. O numero maximo de
folhas (2,8) correspondeu a concentragdo de 250 mL de agua de coco. Porém, a
diferenga do niumero de folhas da concentragdo de 200 para 250 mL ¢ minima,
pois equivale a menos de uma folha/explante (Figura 5).

De acordo com a equacdo do grafico, a cada 100 mL de 4gua de coco
adicionada ao meio de cultura, ocorre aumento de 0,2 un no niamero de folhas.
De certa forma, o efeito estimulatorio da agua de coco pode ser explicado pelo

fato deste aditivo ser rico em glicose e frutose, sais minerais, inositol,
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citocininas, bem como nucleotideos e outros compostos organicos (Ferreira et

al.,1998).

NF = 2,204 + 0,002*(COCO) R?=0,6710
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FIGURA 5. Numero de folhas por plantulas de Jatropha. curcas L., em
fungdo da concentragdo de dgua de coco no meio MS. UFLA,

Lavras-MG, 2006.

Esses resultados diferem dos encontrados por Carvalho et al. (2003), em
que o sucesso da regeneragdo de embrides imaturos de algodoeiro (Gossypium
hirsutum) foi obtido, em meio suplementado com 10% de agua de coco. Alguns

trabalhos tém demonstrado a capacidade de indugdo de embriogénese somatica,
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a partir de diversos explantes de cacaueiro (Theobroma grandiflorum) e (T.
cacao) em meio suplementado com agua de coco (Janick, 1988; Ledo et al.,
2002; Li et al., 1998).

Os efeitos da interacdo AC x CA sobre o comprimento da parte aérea
podem ser observados na Figura 6, em que sdo apresentadas a equagdo de
regressdo desta variavel e a superficie de resposta resultante. Nota-se que as
respostas foram de natureza quadratica, em que a maximizacdo do comprimento
da parte aérea foi obtida com a concentragdo intermediaria de agua de coco,
suplementada com carvdo ativado. O comprimento maximo da parte aérea
correspondeu as combinagdes entre 100 e 150 mL de agua de coco com as
concentragoes mais elevadas de carvao ativado, entre 1,5 ¢ 2,0 g.L'1 .

Segundo o modelo de superficie de resposta ajustado, a resposta maxima
seria obtida com uma concentragio de 125,84 mL de agua de coco e 1,54 g.L”
de carvao ativado, obtendo, em média, um comprimento de 4,03 cm/plantula.
Evidencia-se, assim, que s3o necessarias concentragdes entre 100 e 150 mL de
agua de coco, quando na presenca de carvao ativado, para ter efeito sobre o

explante.
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Comprimento 43 parte
aérea (zm) 30

Carvdo ativado g.L-1 Hgua de coco mL-1

CPA=4,10930,0152%(COCO)+1,1087*(CARVAO)+0,00004*(COCO)>-0,4892* (CARVAO)*+ 0,0031*(COCO)*(CARVAO)
R?=0,4074

FIGURA 6. Comprimento médio de raizes por plantulas de Jatropha. curcas L.,
submetidos a diferentes concentragdes de agua de coco e carvdo

ativado no meio MS. UFLA, Lavras-MG, 2006.

A resposta dos efeitos do carvdo ativado, em cultivo in vitro parece ser
dependente ndo somente do tipo de carvao utilizado e seu grau de ativagdo, mas
também das substancias adicionadas ao meio de cultura, como por exemplo, a
agua de coco x carvdo ativado. Efeito benéfico do carvao foi constatado em
trabalhos realizados por Boulay (1984), Ricci et al. (2002), com a utilizagdo de
concentragdes entre 0,1% e 2%. Em contrapartida, o carvdo pode também
apresentar respostas adversas sobre o crescimento e desenvolvimento do

explante in vitro.
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Ribeiro et al. (2000), trabalhando com citros (Citrus limonia Osbeck x
Poncirus trifoliata (L.) Raj) constataram boa eficiéncia do carvdo ativado no
comprimento da parte aérea, quando utilizaram 0,5 ¢ 2,0 g.L"'. Conforme
Chagas et al. (2005), a adigio de 2,0 g.L"' de carvdo ativado proporcionou maior
comprimento da parte aérea de plantulas oriundas de embrides globulares,
provenientes de hibridacdo controlada entre Citrus sinensis (L) Osbeck ‘Péra
Rio’ x Citrus reticulata Blanco ‘Ponca’.

As concentragdes de carvado ativado, adicionadas ao meio de cultura,
influenciaram o comprimento das raizes das plantulas formadas (Figura 7).
Observou-se aumento dessa variavel até a concentragdo de 1,0 g.L"' de carvio no
meio de cultura. A partir desse valor verificou-se decréscimo dessa variavel,
quando as concentragdes aumentaram de 1,0 g.L”' para 1,5 gL' e de 1,5 g.L”!
para 2,0 g.L"'. A concentragio 6tima de carvio ativado foi obtida com 1,29 g. L™,
correspondendo a um crescimento maximo de 4,78cm, no comprimento médio

de raizes de plantulas de J. curcas.
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FIGURA 7. Comprimento médio de raizes por plantulas de Jatropha.
curcas L., em funcdo da concentragdo de carvao ativado no

meio MS. UFLA, Lavras-MG, 2006.

Esses resultados corroboram afirmacdes de Fraguas (2003), de que a
adicio de 1,0 g.L"' de carvdo ativado aumentou o niimero de raizes em plantulas
de figueira (Ficus carica L.) multiplicadas em meio WPM. Entretanto, divergem
de Villa et al. (2006), em que o maior comprimento ¢ nimero de raizes de
plantulas micropropagadas de amoreira-preta (Rubus spp) foram obtidos na
presenca de 3 g.L"' de carvio ativado. Também, Erig et al. (2004) e Nicoloso et
al. (2001), trabalhando com enraizamento de pereira (Pyrus communis L ) e
gingeng brasileiro (Pfaffia glomerata), respectivamente, ndo observaram

formacao de raizes em meio suplementado com carvao ativado.
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De fato, o carvao ativado favoreceu o enraizamento e o alongamento das
raizes das plantulas oriundas de embrides zigoticos de J. curcas, provavelmente,
pela redugdo da incidéncia de luz, na zona de crescimento ativo do sistema
radicular (Bonga, 1985).

Os resultados obtidos no presente trabalho confirmam a hipdtese de que
a adicdo de carvao ativado no meio de cultura, pode promover ou inibir o
crescimento in vitro, dependendo da espécie ¢ do tecido utilizado (Pan &

Standen, 1998).
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6 CONCLUSOES

Embrides zigoticos provenientes de frutos imaturos de pinhdo-manso
necessitam da suplementagdo de sacarose, no meio de cultura, para sustentar sua
germinacgao.

Embrides oriundos de frutos secos apresentam melhor desempenho in
vitro.

O meio MS suplementado com 60 gL' de sacarose proporciona bom
desenvolvimento dos embrides.

A associagdo de carvao ativado e agua de coco ndo influenciam na
germinagdo dos embrides.

Sob condigdes in vitro, embrides zigéticos de pinhdo-manso

desenvolvem bem em meio suplementado com carvao ativado.
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