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RESUMO GERAL

O presente trabalho teve por objetivo caracterizar bioquimica e histoquimicamente a
germinacdo, desenvolver estratégias para a conservacdo de germoplasma, bem como induzir
e caracterizar a calogénese in vitro de pinh&do-manso visando o desenvolvimento de protocolos
para a embriogénese somatica. Para o0s estudos de germinagdo, as sementes foram
desinfestadas, inoculadas in vitro e mantidas na presenca de luz. As avaliagcbes de
desenvolvimento e as coletas para as analises morfoanatomicas, histoquimicas e bioquimicas
da germinacdo foram realizadas ao longo do periodo de cultivo de 30 dias. A caracterizacdo
anatémica foi realizada com o auxilio do corante Azul de Toluidina e para as analises
histoquimicas foram utilizados Sudan IV, para compostos lipidicos, Xylidine Ponceau, para
proteinas totais e Reagente de Schiff/ acido periddico — PAS, para polissacarideos neutros.
Para as andlises bioquimicas, os materiais oriundos dos diferentes periodos de germinacéo
foram avaliados quanto a percentagem de agucares soluveis totais (AST) e amido via método
colorimétrico, de proteinas em aparelho CNS, além da quantificacdo de lipidios via técnica de
derivatizagdo in situ em GC-MS. Anatomicamente, as sementes apresentaram endosperma
com células isodiamétricas, paredes delgadas e conteudo celular visivel em formas de gotas
de lipideos e corpos proteicos; os cotilédones e folhas com epiderme simples e mesofilo
composto por parénquima pali¢adico e lacunoso e o hipocétilo com cilindro vascular do tipo
eustelo. Histoquimicamente, evidenciou-se que os lipideos e as proteinas aparecem como 0
principal material de reserva no endosperma. As analises bioquimicas confirmaram a maior
presenca de acidos graxos em relacdo aos demais compostos de reserva no endosperma,
principalmente os acidos oleicos e linoleicos. J& com a formacdo da plantula, o amido
apareceu como a principal composto de reserva. Para os estudos de conservacao, verificou-se
a umidade inicial das sementes e, em seguida, se realizou o0 processo de dessecagdo em silica-
gel por 0, 24, 48, 96 e 192 horas. Apos cada tempo de dessecacdo, a umidade foi novamente
avaliada e as sementes armazenadas em diferentes condi¢fes de temperatura (25°C, 6°C, -
20°C e -196°C) por 0, 180, 360 e 720 dias. Transcorrido o tempo de conservacao, as sementes
foram germinadas in vitro e a germinacdo avaliada apos 30 dias de cultivo. Analises de
condutividade elétrica foram realizadas nas sementes armazenadas em todos 0s tratamentos.
Para a criopreservacdo de eixos embrionarios, inicialmente realizou-se a extracdo dos eixos
em condicdes assépticas e a hidratagdo dos mesmos por 1 hora em placa de petri contendo
papel filtro umedecido com &gua destilada estéril. Posteriormente, aplicou-se os tempos de
dessecacdo pela exposicdo dos eixos ao fluxo de ar da camara de fluxo laminar por 0, 2, 4, 6,
8 e 10 horas. Logo apds os tempos de dessecacdo, a umidade dos eixos embrionarios foi
aferida e estes foram imersos em nitrogénio liquido por 0, 2, 30, 90, 180 e 360 dias. Apds o
periodo de conservacdo, foi realizado o teste de germinacdo in vitro, com avaliacdo ap6s 30
dias de cultivo. As sementes de pinhdo-manso toleraram a dessecacdo e se mantiveram viaveis
com até 4,3% de umidade. Porém, ndo toleraram o armazenamento por periodo de até 720
dias em todas as temperaturas avaliadas, o0 que sugere um comportamento intermediario das
sementes. O teste de condutividade elétrica foi eficaz na avaliacdo da qualidade das sementes,
apresentando alta correlacdo entre a quantidade de ions observados e a percentagem de
germinacdo. Com relacdo a criopreservacao dos eixos embrionarios, verificou-se uma taxa
média de 90% de germinacdo, apds 360 dias de armazenamento, quando estes apresentavam
umidade em torno de 8%, e foi considerado a melhor técnica de conservacéo a longo prazo
desta espécie. Por fim, explantes de hipocaétilo e folhas cotiledonares de plantas cultivadas in
vitro foram induzidos a calogénese em meio de MS suplementado com 2,4-D e picloram (0,
50, 100, 200 e 400 uM) em combinacdo ou ndo com 50 uM de cinetina, sendo mantidos em
condicdo de luz ou escuro por 30 e 60 dias. Apds os tempos foi avaliado a percentagem de
formac&o de calos, textura dos calos (fridvel, semi-compacto e compacto), além da coloragdo
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predominante. Amostras de calos com 60 dias de cultivo foram incluidas em metacrilato e
caracterizados anatomicamente. Explantes de pinh&o-manso, constituidos por hipocotilo e
folhas cotiledonares foram responsivos a inducdo de calos, apresentando 100% de explantes
com calos em vérios tratamentos, principalmente na presenca de picloram. O tratamento
contento apenas cinetina promoveu a formagdo de calos friaveis em folhas cotiledonares e
calos friaveis e semi-compactos em explantes de hipocétilo. O 2,4-D foi mais eficiente na
formacdo de calos compactos com aspecto globular, enquanto o picloram induziu de calos
semi-compactos e friaveis e de grande volume. Calos embriogénicos foram observados em
hipocétilos e folhas cotiledonares cultivados com 200 e 400 uM de picloram e 2,4-D,
preferencialmente, no escuro. O presente trabalho contribuiu com informacdes relevantes
sobre a caracterizacdo da germinacdo de sementes de pinhdo-manso. Esclareceu e determinou
a melhor técnica de conservacao ex situ para a espécie, sugerindo a mudanca da classificacdo
das sementes de ortodoxas para intermediarias. E no estudo de calos, propiciou varias
informacdes a respeito da calogénese em pinhdo-manso que servirdo de subsidios para futuros
trabalhos de embriogénese somatica para a espécie.

Palavras-chave: Pinhdo-manso, cultivo in vitro, germinacdo, bioquimica, conservagao ex
situ, calogénese.



GENERAL ABSTRACT

This study aimed to characterize biochemical and histochemically germination, develop
strategies for the conservation of germplasm, as well as induce and characterize the callus
formation in vitro Jatropha for the development of protocols for somatic embryogenesis. For
germination studies, the seeds were sterilized, inoculated in vitro and maintained in the presence
of light. Development assessments and collections for morphoanatomic analysis, histochemical
and biochemical germination were carried out during the 30-day culture period. The anatomical
characterization was performed with the aid Blue stain and Toluidine for histochemical
analyzes was used Sudan 1V to lipid compounds, Xylidine ponceau to total protein and Schiff
reagent / periodic acid - SAP for neutral polysaccharides. For the biochemical analyzes, the
materials from the different periods of germination was evaluated as the percentage of total
soluble sugars (AST) and starch via colorimetric method for proteins in the CNS device, and
quantifying lipids via derivatization in situ GC MS. Anatomically, the seeds presented
endosperm with isodiametrical cells, thin walls and visible mobile content forms droplets of
lipid and protein bodies; cotyledons and leaves with simple epidermis and mesophyll consisting
of palisade and spongy parenchyma and hypocotyl with vascular eustele type cylinder.
Histochemically, it was shown that lipids and proteins appear as the main reserve material in
the endosperm. Biochemical analyzes confirmed the increased presence of fatty acids in relation
to other reserve compounds in the endosperm, especially oleic and linoleic acids. Since the
formation of seedling, starch appeared as the primary reserve compound. For conservation
studies, it was the initial seed moisture, and then held the desiccation process silica gel for 0,
24, 48, 96 and 192 hours. After each time of drying, the humidity was again evaluated and the
seeds stored at different temperature conditions (25 ° C, 6 ° C, -20 ° C and -196 ° C) for 0, 180,
360 and 720 days. Elapsed time of conservation, the seeds were germinated in vitro and
germination evaluated after 30 days of cultivation. electrical conductivity analyzes were
performed on seeds stored in all treatments. For cryopreservation embryonic axes initially held
extracting the axles under aseptic conditions and hydration thereof for 1 hour in petri dishes
containing filter paper moistened with sterile distilled water. Subsequently, he applied to the
drying times for exposing the axes of airflow of the laminar flow chamber for 0, 2, 4, 6, 8 and
10 hours. Soon after the drying time, moisture from the embryonic axis was measured and these
were immersed in liquid nitrogen for 0, 2, 30, 90, 180 and 360 days. After the retention period,
in vitro germination test was performed, with evaluation after 30 days of cultivation. The
Jatropha seeds tolerate desiccation and remained viable up to 4.3% moisture. However, they
not tolerate storage for a period up to 720 days all temperatures measured, which suggests an
intermediate behavior seeds. The electrical conductivity test was effective in assessing the
quality of seeds, with high correlation between the amount of ions observed and the percentage
of germination. Regarding the cryopreservation of embryonic axes, there was an average 90%
germination, after 360 days of storage when they had moisture around 8%, and was considered
the best long-term preservation technique of this kind. Finally, hypocotyl and cotyledon
explants of leaves from plants grown in vitro were induced to callus induction on MS medium
supplemented with 2,4-D and Picloram (0, 50, 100, 200 and 400 mM) in combination with or
without 50 uM Kinetin, being kept in light or dark condition for 30 and 60 days. After time was
evaluated the percentage of callus formation, callus texture (crumbly, semi-compact and
compact), and the predominant color. Samples of corns with 60 days of culture were included
in methacrylate and characterized anatomically. Jatropha explant consisting of hypocotyl and
cotyledons were responsive to callus induction, with 100% of explants with calluses on various
treatments, especially in the presence of picloram. Treatment satisfaction only kinetin promoted
the formation of friable callus in cotyledons and friable calluses and semi-compact in hypocotyl
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explants. The 2,4-D was more efficient in the formation of compact callus with a globular
appearance as picloram induced semi-compact callus and friable and large volume.
embryogenic calli were observed in hypocotyls and cotyledons cultured with 200 to 400 mM
of picloram and 2,4-D, preferably in the dark. This work contributed with relevant information
on the characterization of Jatropha seed germination. He clarified and determined the best ex
situ conservation technique for the species, suggesting the change of the classification of
orthodox seeds to intermediate. And the study of calluses, led various information about the
callogenesis in Jatropha which will serve as subsidies for future work on somatic
embryogenesis for the species

Keywords: Jatropha, in vitro cultivation, germination, biochemistry, ex situ conservation,
callogenesis
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1. INTRODUCAO GERAL

Os combustiveis fosseis representam cerca de 93% do consumo primario de energia no
mundo, especialmente, 6leo (35%), carvao (29%) e gas natural (29%). A energia nuclear e a
gerada por hidroelétricas somam apenas 5 e 7% do total de energia consumida, respectivamente
(FINLEY, 2013). E evidente que tanto as reservas quanto o consumo serdo incrementadas, mas
as previsdes indicam que as reservas crescerdo menos ao longo desse periodo. Além disso,
apesar de atualmente os combustiveis fosseis serem a fonte de energia mais utilizada pela
sociedade, sua combustdo libera uma grande quantidade de CO., o que contribui, para o
aquecimento global (TOLMASQUIM, 2012; BRENNAN e OWENDE, 2013; DUARTE, 2014;
DIAS e MATTOS, 2014)

Ha diversas matrizes energéticas renovaveis para a producdo de energia em substituicao
aos derivados do petréleo, notadamente os biocombustiveis oriundos de produtos agricolas,
como a cana-de-agucar, plantas oleaginosas, biomassa florestal e materia organica
(GOLDEMBERG, 2007 e MONTEIRO et al., 2015). O biodiesel é uma alternativa viavel para
o0 Brasil, uma vez que o pais apresenta potencial para se tornar um dos maiores produtores do
mundo, em razdo da disponibilidade de areas aptas ao plantio e clima adequado ao cultivo de
oleaginosas (SATURNINO et al., 2005). Por ser biodegradavel, o biodiesel € considerado um
potencial substituto do diesel para motores ciclo diesel ou estacionarios, sem necessidade de
adaptaces, em percentuais de até 20%. E um produto conhecido principalmente na Europa
desde o inicio do século XX, mas registros historicos relatam de seu uso desde o final do século
XIX (VECCHIA, 2010).

Teoricamente, qualquer oleaginosa pode ser utilizada para a producdo de biodiesel.
Porém, devem-se considerar as vantagens de cada espécie, tais como a produtividade de 6leo,
robustez, custos de producdo e de logistica, capacidade de armazenamento, valor dos
subprodutos, capacidade de geracdo de renda e nivel tecnologico da cultura escolhida
(SOARES, 2010).

De acordo com Silva e Freitas (2008), as principais culturas com potencial para
producdo de biodiesel incluem espécies como o dendé (Elaeis guineensis L.), coco (Cocos
nucifera L.), babacu (Attalea speciosa Mart.), girassol (Helianthus annus L.), canola (Brassica
napus L.), mamona (Ricinus communis L.), amendoim (Arachis hypogea L..), soja [Glycine max
(L.) Merril], algoddo (Gossypum hirsutum L.) e o pinhdo-manso (Jatropha curcas L.).
Entretanto, para que essas espécies possam efetivamente serem utilizadas como produtoras de

biodiesel é necessario empreender avancos em tecnologias agricolas, que viabilizem a producéo
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comercial de matérias primas de alta produtividade, principalmente para culturas ainda pouco
estudas, como € o caso do pinhdo-manso.

Neste contexto, nos ultimos anos tem havido um grande interesse e, sobretudo,
necessidade de se desenvolver tecnologias na area da cultura de células e tecidos de plantas em
espécies com potencial energético, seja para a producdo de mudas de gendtipos de alguma
importancia agrondémica em escala comercial ou para acelerar programas de melhoramento
genético destas espécies. De acordo com Attaya et al. (2012), estudos mostram que o pinhao-
manso é favoravel para a propagacao in vitro, os trabalhos envolvendo a multiplicacdo clonal
da espécie via sistemas in vitro ainda sdo inssufcientes. Ainda segundo os autores, plantas de
pinhdo-manso oriundas desse tipo de cultivo podem apresentar maior rendimento e
produtividade, quando comparadas com plantas obtidas por cultivo convencional via sementes.

De fato, diversos tipos de explantes ja foram utilizados para trabalhos de pinhdo-manso
utilizando-se técnicas de cultura de tecidos de plantas, como: folhas (SUJATHA e MUKTA,
1996, SUJATHA e REDDY, 2000 e KAEWPOO e TE-CHATO, 2009), peciolos (SUJIATHA
e MUKTA, 1996, SUJATHA e REDDY, 2000), caules (SUJATHA e REDDY, 2000 e
KAEWPOO e TE-CHATO, 2009), cotilédones (KAEWPOO e TE-CHATO, 2009), epicétilos
(WEI et al., 2004), hipocotilos (SUIATHA e MUKTA, 1996, SUJATHA e REDDY, 2000),
segmentos nodais (RAJORE et al., 2002 e KAEWPOO e TE-CHATO, 2009), além de brotos
apicais e axilares (SARDANA et al., 1998, RAJORE et al., 2002, THEPSAMRAN et al., 2008,
KAEWPOO e TE-CHATO, 2009).

Como o cultivo de pinhdo-manso vem sendo implantado em diversas regides do Brasil,
a maioria dos genotipos utilizados séo ainda pouco conhecidos genética e agronomicamente,
ndo existindo ainda cultivares melhoradas, sobre 0s quais se tenha informacdes relacionadas
especialmente sobre o potencial de producdo nas diferentes regides produtoras (LAVIOLA et
al., 2011). Por isso, para que se alcancem patamares mais elevados de produtividade em termos
de quantidade de 6leo por hectare, as pesquisas necessitam concentrar esfor¢os para a selecéo
de materiais mais produtivos e adaptados para as diferentes regides edafoclimaticas brasileiras.
Como a variabilidade genética é um requisito fundamental a implementacéo e continuidade de
programas de melhoramento genético, uma eficiente estratégia de conservacédo de germoplasma
da espécie € essencial ao desenvolvimento de gendtipos superiores e de importancia comercial
(SILVA et al., 2012).

Os recursos genéticos vegetais sdo uma fracdo da biodiversidade vegetal, com previsao

atual ou potencial de uso, que representa uma fonte imensuravel de variabilidade genética
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(FRALEIGH, 2006; SCHERWINSKI-PEREIRA e COSTA, 2010), além de ser uma das
propriedades fundamentais da natureza responsdvel pelo equilibrio e estabilidade dos
ecossistemas, 0 que representa um imenso potencial de uso econdmico.
Todavia, apesar da importancia desses recursos, grande parte vem sendo destruida de
modo irreversivel, antes mesmo do seu pleno conhecimento cientifico. Assim, é importante a
adocdo de tecnologias destinadas a conservacdo de germoplasma que tenham como principio
basico, preservar o maximo possivel da diversidade genética ou de individuos, visando seu uso
atual e futuro como fonte de variabilidade (RAZDAN, 2003). Mas para que se alcance o
maximo éxito em trabalhos de conservagdo e propagacdo de qualquer espécie vegetal, estudos
basicos sobre a germinacdo e desenvolvimento inicial da planta, especialmente aos aspectos
relacionados com a composicao quimica e a fisiologia das sementes séo fundamentais uma vez
que estdo estritamente relacionados com o potencial de armazenamento (CARVALHO e
NAKAGAWA, 2000; PRADO, 2012).
Nesse contexto, o presente trabalho teve por objetivo caracterizar bioquimica e
histoquimicamente a germinacdo, desenvolver estratégias para a conservacdo de
germoplasma, bem como induzir e caracterizar a calogénese in vitro de pinhdo-manso visando

o0 desenvolvimento de protocolos para a embriogénese somatica.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Descricao da espécie

A familia Euphorbiaceae estd representada nas regifes tropicais e temperadas de
praticamente todo o planeta por um total de cerca de 8.000 espécies, distribuidas em 317
géneros. Estes estdo agrupados em 49 tribos e cinco subfamilias, segundo o sistema de
classificagdo proposto por Webster (1994).

O género Jatropha se encontra entre os mais representativos da familia (CRONQUIST,
1981). Recentemente, constatou-se que esse género contém, aproximadamente, 170 espécies
distribuidas nas regides tropicais e subtropicais da Africa e Américas, podendo as plantas
deste género se apresentarem como ervas, arbustos ou é&rvores (KRISHNAN e
PARAMATHMA, 2009).

No Brasil, o género Jatropha se encontra distribuido em todos os dominios
fitogeograficos, sendo encontrados espécimes em quase todos os estados brasileiros
(CORDEIRO e SECCO, 2012). Segundo os autores sdo encontrados 13 espécies e 4
variedades, sendo que das especies, 6 sdo endémicas.

A espécie J. curcas, popularmente conhecida por pinhdo-manso, purgante ou
mandiuguacu, recebeu a designacdo cientifica em 1753 por Linnaeus, de acordo com a
nomenclatura binomial em Species Platarum, sendo essa designacédo valida até os dias de hoje.
A designacdo cientifica do género Jatropha deriva do grego “iatros” (o doutor) ¢ “trophé”
(comida), o que sugere sua utilizacdo na medicina; o epiteto especifico curcas € a designacdo
vulgar da purgueira em Malabar, india (HELLER, 1996)

Existe uma extensa lista de sinonimias para essa espécie, tendo sido reconhecida por
Dehgan e Webster (1979): Curcas purgans Medil., Ricinus americanus Miller., Castiglionia
lobata Ruiz e Pavon., Jatropha edulis Cerv. Gaz. Lit. Mex., J. Acerifolia salisb., Ricinus jarak
Thumb., Curcas adansoni Endl., Cursas indica A. Rich e Curcas curcas (L.) Britthon e
Millisp.

A espécie J. curcas é dipléide com 2n = 22 cromossomos e o0 tamanho do seu genoma
(416 Mb) é aproximadamente igual ao genoma do arroz (400 Mb) (CARVALHO et al., 2008).

Ainda hoje é controversa a origem do pinhdo-manso. Para alguns autores, um possivel
centro de origem é no Estado do Ceara, no Brasil. Porém, varios outros autores relatam o
México e parte da América Central como possivel ponto de origem para espécie (WILBUR,
1954; MARTIN e MAYEUX, 1984; HELLER, 1996), com predominancia natural de

ocorréncia em florestas das regides litoraneas.
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Para Heller (1996) e Tominaga et al. (2007) é provavel que o México e a América Central
sejam o centro de origem do pinh&o-manso, uma vez que ha vestigios de indios que migraram
da América do Norte para a América do Sul ha mais de 10.000 anos a terem transportado do
México até a Argentina, incluindo o Brasil. A partir de entdo, navegadores portugueses a
teriam distribuido para paises da Africa e Asia, uma vez que ndo ha vegetacdo espontanea

nesses continentes, apenas sob forma cultivada (Figura 1).

Figura 1: Centro de origem e distribuicdo geografica de Jatropha curcas L. (Fonte: Heller,
1996).

J. curcas é um arbusto, de crescimento rapido, cuja altura normal € dois a trés metros,
mas pode alcancar até cinco metros em condicfes especiais. O diametro do tronco € de
aproximadamente 20 cm, com raizes curtas e pouco ramificadas, caule liso, de lenho mole e
medula desenvolvida, mas pouco resistente. O tronco ou fuste € dividido desde a base, em
compridos ramos, com numerosas cicatrizes produzidas pela queda das folhas na estacédo seca,
as quais ressurgem logo apds as primeiras chuvas. As folhas sdo verdes, esparsas e brilhantes,
largas e alternas, em forma de palma com trés a cinco lébulos e pecioladas, com nervuras
esbranquicadas e salientes na face inferior. A espécie € monoica, apresentando na mesma
planta, sexos separados. As flores masculinas, em maior nimero, se formam nas extremidades
das ramificacdes, e as femininas ao longo das ramificacdes, as quais sdo amarelo-esverdeadas
e diferenciam-se pela auséncia de pedunculo articulado nas femininas que sdo largamente
pedunculadas (Figura 2) (HELLER, 2006 e DOMERGUE e PIROT, 2008).

A polinizacdo da planta é entomofila e realizada preferencialmente por abelhas,

formigas trips e moscas, sendo possivel a realizacio da polinizaco artificial (JUHASZ et al.
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2009). O fruto é capsular ovoide, com diametro de 1,5 a 3,0 cm e trilocular, com uma semente
em cada cavidade, formado por um pericarpo ou casca dura e lenhosa, indeiscente,
inicialmente verde, passando a amarelo, castanho e por fim preto, quando atinge o estadio de
maturacdo. O fruto apresenta peso variando entre 1,5 e 2,8 g, sendo que cerca de 53 a 62% do
peso do fruto equivale as sementes e de 38 a 47% a casca. As sementes quando secas medem
entre 1,5 e 2 cm de comprimento e entre 1,0 e 1,3 cm de largura. O tegumento € rijo e
quebradico, de fratura resinosa. Debaixo do invélucro da semente existe uma pelicula branca
cobrindo a améndoa, o albimen é abundante, branco, oleaginoso, contendo o embrido provido
de dois largos cotilédones (HELLER, 2006 e DOMERGUE e PIROT, 2008).

Figura 2: Orgdos vegetativos e reprodutivos de pinhdo-manso: a — ramo florido, b- galho, c-
folha, lado esquerdo, d - pistilo da flor, e - estame da flor, f— corte transversal no fruto imaturo,
g- frutos, h- corte longitudinal nos frutos, i — semente. (Fonte: Heller, 1996).
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2.2.  Importéancia econdmica

Apesar de todas as vantagem e multiplas utilidades do pinhdo-manso ja citadas, é fato
que a espécie s6 se tornou mundialmente conhecida devido ao seu alto potencial na produgéo
de biodiesel. Diversos trabalhos trazem informagdes sobre os programas de biodiesel a partir
de pinhdo-manso em diferentes paises, como no Reino Unido (JANAUN e ELLIS, 2010),
China (YE et al., 2009 e LIU et al., 2012), Malasia (LIM e TEONG, 2010 e KOH e GHAZI,
2011), Suécia (ARVIDSSON et al., 2011), Tailandia (SIRIWARDHANA et al., 2009),
Indonésia (SILITONGA et al., 2011), india (BORA e BARUAH, 2012) e Brasil (ALVES et
al., 2008).

No Brasil, o interesse na producdo comercial de pinhdo-manso ocorreu a partir da
implantacéo do Plano Nacional de Producéo de Biodiesel, o qual tem como expectativa atender
a demanda por combustiveis de fontes renovaveis, gerando empregos e renda na agricultura
familiar, além de contribuir para a economia de divisas (BRASIL, 2007).

A espécie J. curcas L. é mundialmente conhecida como uma planta tropical com um
potencial Unico para aumentar as fontes de energia renovaveis (PANDEY et al., 2012), devido
suas caracteristicas peculiares, como tolerancia a seca (OPENSHAW, 2000), crescimento
rapido e facilidade de propagacdo. Além disso, apresenta de 30-37% de teor de dleo em suas
sementes (ACHTEN et al., 2008), mais do que outras culturas oleaginosas como o algodao
(entre 14 e 25%) (BELTRAO, 2003) e na maioria das cultivares de soja (entre 15 e 25%)
(MOREIRA, 1999), mas, inferior ao rendimento de 6leo do fruto ou semente inteira de girassol
(entre 48 e 52%) (FIRESTONE, 1999). Porém, essa pequena arvore é uma planta com muitos
atributos de multiplos usos e potencial consideravel que véao além de sua utilizacdo na producéo
de biodisel. Segundo Openshaw et al. (2000), por ser uma espécie bem adaptada a condi¢fes
aridas e semidridas e facil de se estabelecer, atualmente o pinhdo-manso se encontra distribuido
em muitas partes do mundo, sendo cultivada na América Latina, Africa, Sudeste Asiatico e na
india, onde geralmente é cultivada como cerca viva. Seu cultivo requer tecnologias simples e
baixo custo, sendo o rendimento das sementes variavel entre 0,5 a 12 ton ano/ha, dependendo
do solo, nutrientes, condi¢bes de chuva e gendtipo (FRANCIS et al., 2005). As sementes
contém oOleo que pode ser convertido a biodiesel de boa qualidade por transesterificacdo
(FOIDL et al., 1996). Porém, o 6leo de pinhdo-manso é apenas um de uma série de produtos e
subprodutos que esta espécie pode oferecer.

Tradicionalmente, tanto as sementes como outras partes da planta tem sido utilizada

para a producéo de 6leo, sabdo e compostos medicinais (KOHLI et al., 2009) e variedades ndo

17



toxicas que vém sendo exploradas no México na alimentagdo de animais (SCHMOOK et al.,
1997, MAKKAR et al., 1998).

Além dessas atribui¢des, 0 pinhdo-manso também vem sendo citado como uma espécie
adequada para fitorremediacao. Segundo Garbisu et al. (2002) e Alkorta et al. (2004), espécies
fitorremediadoras devem apresentar crescimento rapido, alta producdo de biomassa, sistema
radicular abundante, tolerar condi¢Ges adversas do meio ambiente, ndo ser comestiveis, além
de serem economicamente benéficas. De acordo com Kaushik et al. (2007) e Gunaseelan
(2009), o pinhdo-manso apresenta baixa demanda por &gua, resisténcia a seca, crescimento
rapido e exige pouca manutencdo, atributos esses que classificam a espécie como apta para
fitorremediacao.

Estudos avaliando o potencial do pinhdo-manso na fitorremediacdo relatam que a
espécie foi capaz de extrair metais pesados a partir de cinzas volantes, sendo a capacidade de
extracdo aumentada muitas vezes quando adicionado agentes quelantes como o EDTA
(JAMIL et al., 2009). Juwarkar et al. (2008), Kumar et al. (2008), Mangkoedihardjo et al.
(2008) e Yadav et al. (2009) tambem relataram que o pinhdo-manso tem potencial para
remediacdo de solos contaminados com Al, Fe, Cr, Mn, Ar, Zn, Cd e Pb, além de apresentar
potencial de bioacumulacdo. Agamuthu et al. (2010) o descrevem como fitorremediador de
solos contaminados com hidrocarbonetos.

O sequestro de carbono no solo também vem sendo descrito como uma das atribuicdes
do pinhdo-manso (ROMIJN et al., 2011). Segundo El-Bassam (1998), tendo em vista as
consideragdes ambientais, o biodiesel ¢ considerado “carbono neutro”, porque todo o CO>
liberado durante seu consumo é sequestrado da atmosfera durante o crescimento da planta,
sendo assim uma energia limpa e renovavel, que tem emissdo zero de didxido de carbono,
provocando quase nenhuma poluicdo ao meio ambiente.

Além da producdo de biodiesel, alimentacéo de animais, fitorremediacao e sequestro de
carbono, o cultivo de pinhdo-manso também vem sendo atribuido no controle de erosao do
solo. Segundo Reubens et al. (2011), o pinhdo-manso desenvolve uma raiz principal profunda
que estabiliza o solo contra deslizamentos de terra e as raizes laterais rasas previnem e
controlam a erosédo do solo causada pelo vento ou pela 4gua, além de manter a umidade.

Assim, em diversos paises a plantacdo de pinhdo-manso tem diversos objetivos: em
Mali, controle da erosdo do solo e produgdo de biodiesel combinada (LUTZ, 1992),

reflorestamento de areas aridas e controle de erosdo em Cabo Verde (SPAAK, 1990), além de
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planta de apoio para outras culturas, como a baunilha, em Madagascar e producéo de biodiesel
em areas marginais na India (OGUNWOLE et al., 2008).

Na medicina, o pinh&o-manso apresenta grande importancia no uso humano e
veterinario, sendo todas as partes da planta utilizadas (GOONASEKERA et al., 1995 e
KAUSHIK et al., 2007). As sementes sdo utilizadas para tratar a gota, artrite e ictericia,
cicatrizacao de feridas, fraturas e queimaduras (SAMY et al, 1998, ISAWUMI, 1978); o 6leo
de semente trata eczema, doengas de pele, reumatismo e tem acdo purgativa (NATH e
DUTTA, 1992); o caule é utilizado no tratamento de dor de dente, inflamac&o e sangramento
(THOMAS, 1989); a seiva trata doencas dermatomucosas e 0 extrato vegetal ajuda na
cicatrizacao de feridas, alergias, queimaduras, cortes e lepra (FOJAS et al., 1986); as folhas e
latex combatem Ulceras e contusfes, além de reduzir o tempo de coagulagdo do sangue
(OSONIYIl e ONAJOBI, 2009; COELHO-FERREIRA, 2009); as raizes auxiliam no
tratamento da inflamacgdes (MUJUMDA e MISAR, 2009) e o fruto combate a dor de dente
(COELHO-FERREIRA, 2009).

2.3.  Propagacdo da espécie

Adaptada as condi¢cbes edafoclimaticas das regides brasileira e, principalmente ao
Nordeste, o pinhdo-manso encontra-se vegetando de forma asselvajada. No entanto,
cientificamente, ainda se conhece muito pouco em relacdo as técnicas para a domesticacao,
cultivo e conservacdo da espécie (ARRUDA et. al., 2004; SATURNINO et al., 2005;
BELTRAO e CARTAXO, 2006 e ACHTEN et al., 2010). E, segundo Jongschaap et al. (2007),
ainda sdo escassos 0s dados sobre a variabilidade genética, efeitos do ambiente e da interacéo
gendtipo-ambiente.

Conhecido por ter ampla adaptabilidade e multiplicidade de usos, o potencial do pinhao-
manso ainda estd longe de ser alcangado, pois variedades melhoradas e com caracteristicas
desejaveis para as condicdes de cultivo ainda ndo estdo disponiveis para a comercializacao
(DIVAKARA et al. 2010). De acordo com Achten et al. (2010), por se tratar de um espécie
ainda ndo-domesticada, sdo necessarios estudos sobre a diversidade existente no germoplasma
do pinhdo-manso, que possibilitem o desenvolvimento de cultivares melhoradas. Assim,
caracteristicas como a toxicidade presente em suas sementes (ésteres de forbol), a floracéo
assincrona, bem como a desuniformidade de maturacdo e producdo, também deve ser

geneticamente melhorada para a exploragédo comercial da cultura (JOHNSON, ESWARAN e
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SUJATHA, 2011). Ademais, ao se estabelecer uma cultura de pinhdo-manso, a taxa de
sobrevivéncia pode ser influenciada pela escolha do método de cultivo (HELLER, 1996).

A espécie é propagada por via seminal e vegetativa (SATURNINO et al., 2005).
Entretanto, plantios desuniformes com uso de sementes e a alta demanda de material vegetal
(estacas) tém sido apontados como o0s principais fatores que limitam a expanséo racional da
cultura. Assim, pesquisas a respeito de multiplicacdo in vitro da espécie sdo imprescindiveis,
seja para acelerar programas de melhoramento genético, produzir mudas de gendtipos
selecionados em escala comercial, ou entdo, permitir estudos bioldgicos basicos sobre a espécie
(ACHTEN et al., 2010; MUKHERJEE et al., 2011).

Os principais métodos para a producdo de mudas de pinhdo-manso sdo por semeadura
direta, plantio de mudas originadas de sementes ou por propagacdo assexuada (OPENSHAW,
2000). Em plantios comerciais de pinhdo-manso, geralmente as mudas s&o oriundas de material
de origem seminal (PANDEY et al., 2012). Entretanto, mudas de pinh&do-manso produzidas por
sementes apresentam varia¢fes quanto as caracteristicas fenotipicas devido ao desenvolvimento
da espécie em uma vasta gama de condicGes climaticas (GINWAL et al., 2005).

Segundo MUKHERJEE et al. (2011), uma das desvantagens da propagacgédo
convencional de pinhdo-manso via sementes € a desuniformidade da producéo e a influéncia
dos fatores edaficos sobre a taxa de producéo de sementes. Além do mais, por ser uma espécie
que apresenta polinizacdo cruzada, as sementes podem apresentar potencial genético
desconhecido. Segundo SUJATHA et al. (2005), a propagacdo vegetativa da espécie também
apresenta baixo rendimento, além das plantas propagadas desta formar serem suscetiveis ao
ataque de insetos e doengas. Assim, o cultivo em grande escala de pinhdo-manso continua sendo
uma das questdes mais importantes para o sucesso da cultura.

Para melhorar o rendimento da producdo de pinhdo-manso, algumas praticas
agrondmicas podem ser aplicadas. A clonagem de gendtipos superiores, visando a
multiplicacdo massal de germoplasma superior, via micropropagacao € um exemplo (PANDEY
et al., 2012). A partir dessa ferramenta biotecnoldgica, plantas com caracteristicas de interesse
podem ser introduzidas em larga escala, direcionando melhorias para a cultura, em termos de
produtividade de grdos, teor de 6Oleo, toxicidade da semente e resisténcia a pragas e doencas
(ABHILASH et al., 2011).

A micropropagacao pode ser definida como uma técnica de propagacao vegetativa in
vitro. Hartman et al. (1990) sugerem o termo micropropaga¢&o para designar o cultivo asseptico

de pequenas partes da planta em condigdes controladas de nutrigdo, luminosidade, fotoperiodo
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e temperatura. E uma técnica utilizada principalmente para plantas que apresentam dificuldades
de multiplicacdo pela reproducdo natural e pelos métodos convencionais de propagacéo
vegetativa, permitindo a obtencdo de grande nimero de plantas sadias e geneticamente
uniformes, em curto periodo de tempo (THORPE et al., 1991; XAVIER et al., 2007).

De fato, a cultura de tecidos de plantas tem sido citada como técnica promissora para a
propagacdo de diversas espécies oleaginosas com potencial para producdo de biodiesel,
(PALMER e KELLER, 2011; Ll et al., 2011; CHHIKARA et al., 2012; SURANTHRAN et al.,
2013), sendo que para o género Jatropha, sdo também encontrados trabalhos de
micropropagacdo, em especial para espécie J. curcas (KUMAR et al., 2010; DAUDET et al.,
2011; LEELA et al.,, 2011; SHARMA et al., 2011; ATTAYA et al., 2012; TOPPO et al., 2012).

Protocolos de propagacéo in vitro de pinhdo-manso tém sido citados para varios tipos
de explantes (SHARMA, et al. 2011). Em 1998, Sujatha e Reddy mostraram que thidiazuron
(TDZ) promoveu maior frequéncia de regeneracdo de brotos axilares quando comparado com
benzilaminopurina (BAP). Em um estudo posterior, diferentes concentracdes de cinetina (Kn),
BAP e TDZ foram testadas, seguido de subcultivo em meio contendo 2 mg L* de BAP
(SUJATHA et al., 2005).

A multiplicacdo a partir de hipocétilos de diferentes genotipos, incluindo um gendtipo
ndo toxico, e segmentos nodais foi desenvolvido satisfatoriamente por Sharma et al. (2011) e
Datta et al. (2007), respectivamente. Além disso, Kumar et al. (2010) conseguiram regenerar
plantas via organogénese direta por meio de explantes de peciolo. Oliveira et al. (2013)
descreveram a inducéo de poliploides in vitro a partir de variedades de pinhdo-manso. Li et al.
(2006) obtiveram regeneracdo adventicia a partir de segmentos hipotiledonares, cotilédones e
folhas.

Thepsamran et al. (2008) demonstraram ser possivel a regeneracdo de varios tipos de
explantes como meristema apical, nos, brotos derivados de gema axilar, peciolos e explantes
foliares em meio de MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) suplementado com diferentes
concentragdes de BAP ou em combinacdo com acido indolbutirico (AIB). Adicionalmente,
varios autores tém relatado formacéo de gemas a partir de folhas e peciolos em meio MS com
a presenca de reguladores de crescimento (SUJATHA e MUKTA, 1996; SUJATHA et al.,
2005; SOOMRO e MEMON, 2007; DEORE e JOHNSON, 2008; THEPSAMRAN et al., 2008;
KHURANA-KAUL et al, 2010; KUMAR e REDDY, 2010).

Entretanto, segundo Daudet et al. (2011), em J. curcas a regeneracdo adventicia é

bastante reduzida. Os autores observaram que apenas as técnicas de propagagdo utilizando

21



como explante gemas axilares e folhas apresentaram algum sucesso na regeneracdo de brotos,
enquanto em explantes cotiledonares foi possivel observar a formagao de calos embriogénicos.

Toppo et al. (2012) desenvolveram um protocolo para a micropropagacao de pinhao-
manso com a adi¢do de agua de coco, favorecendo a producgdo de brotagdes contendo maior
area foliar, aumentando também a taxa de enraizamento.

Quando embrides zigbticos provenientes de frutos imaturos foram cultivados in vitro,
0S mesmos necessitaram da suplementacdo de sacarose no meio de cultura para a germinacéo
(NUNES et al., 2008). No cultivo in vitro de embrides de pinh&o-manso, a sacarose na
concentracdo de 30 gL mostrou-se eficiente para a promocao do alongamento da parte aérea
e aumento do nimero de raizes (DIAS-LOPEZ et al., 2012). Na fase de aclimatiza¢do, com
mudas produzidas a partir da micropropagacédo de segmentos nodais, observou-se até 87% de
sobrevivéncia (DATTA et al., 2007) e, para plantas micropropagadas oriundas de hipocotilos,
a sobrevivéncia foi de 90% (SHARMA et al., 2011).

Apesar dos diversos trabalhos de micropropagacdo de pinhdo-manso disponiveis na
literatura, a regeneracdo in vitro desta espécie € genotipo-dependente e 0 nimero de brotacdes
induzidas ¢ influenciado pela posicao e fonte de explantes (HORBACH et al., 2014). A idade
do material vegetal também interfere no potencial de regeneracdo via organogénese direta,
sendo que esta capacidade diminui com o tempo (SHARMA et al., 2011).

Dessa forma, as técnicas de micropropagacdo de pinhdo-manso disponibilizadas na
literatura ainda sdo insuficientes, devido aos protocolos ndo serem completamente dominados,
necessitando, assim, de mais estudos para torna-los mais eficientes e aplicaveis, especialmente,
os voltados para a embriogénese somatica em que os trabalhos ainda sdo raramente citados,

mas altamente estudados e ainda buscados cientificamente.

2.4. A conservacao ex situ por temperaturas subzero e criogénicas

A conservacao dos recursos fitogenéticos é obtida pela protecdo das populacdes na
natureza (in situ) ou pela preservacdo de amostras em bancos de germoplasma (ex situ)
(HEYWOODA e IRIONDO, 2003, RAJPUROHIT e JHANG., 2015). Estes ultimos sdo
essenciais, pois garantem pronto acesso ao material quando necessario, atuando como um back
up para determinados segmentos da diversidade que poderiam ser perdidos na natureza
(HAWKES et al., 2012).
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Os bancos de germoplasma desempenham um papel vital na exploragdo, conservacgao e
divulgacdo cientifica da diversidade genética vegetal, essencialmente necessario para 0
melhoramento de culturas para alimentagdo, salde e seguranca nutricional (FAO, 2014).

Segundo Cochrane et al. (2007), diversas sdo as justificativas para que uma espécie seja
selecionada quanto a prioridade de conservacdo. Dentre elas se destacam espécies com baixos
nameros de plantas, pertencentes a populacdes ou area geogréfica limitada, ameacadas pela
atividade humana, susceptiveis a doenca, salinidade, plantas invasoras ou pastagens, aqueles
que experimentam um rapido declinio e geneticamente ou taxonomicamente diferente das
espécies mais comuns, podem ter total prioridade para a conservacao ex situ. Assim como
habitats em risco imediato de destruicdo e, onde em acfes in situ ndo podem garantir a
sobrevivéncia das espécies, a manutencdo ex situ do material vegetal torna-se necessario,
agindo como um seguro e como fonte de material de reintroducéo e reestabelecimento futuro
(BARRETT et al., 1991).

Atualmente, existem mais de 1750 bancos de germoplasma para a conservagao ex situ
da diversidade de plantas no mundo, os quais detém cerca de 7,5 milhGes de acessos, sendo que
45% de todos os acessos dos bancos mundiais sdo de cereais, 15% sdo de leguminosas, 9%
forrageiras, vegetais, nozes e frutas somam 13%, raizes e tubérculos 3%, oleaginosas 3%,
culturas de plantas téxteis 2%, culturas de aglcar 1%, e outros 8% (FAO, 2014).

O material vegetal para a conservacao ex situ pode ser desde polen, segmentos nodais,
tecido ou cultura de células e sementes, sendo este Gltimo o propagulo mais eficiente e de
relativamente baixo custo utilizado na conservacao, pois além de ocuparem pouco espaco, as
sementes podem produzir plantas inteiras, quando necessario, podendo ainda serem
conservadas em diferentes formas e locais, diminuindo ainda mais o risco de extin¢ao
(ROBERTS, 1991).

Em bancos de germoplasma, a conservacdo em longo prazo é definida como o
armazenamento de sementes de acessos de plantas por longos periodos, sendo o0 ambiente de
armazenamento operado em temperaturas sub-zero. Entretanto, também deve-se levar em conta
0 grau de umidade das sementes a serem conservadas (em torno de 5%), a utilizacdo de
embalagens herméticas e temperaturas iguais ou inferiores a -18°C (HAY e ROBERT, 2013).

Para fins de conservacao ex situ e viabilidade, as sementes podem ser classificadas como
recalcitrantes (intolerantes a dessecacéo), ortodoxas (tolerantes a dessecacdo) (ROBERT, 1973)
ou intermediarias (parcialmente tolerantes a dessecacao, porém sensiveis a baixas temperaturas)
(ELLIS e ROBERTS, 1990).
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A FAO (2014) recomenda a conservacdo ex situ de longo prazo de sementes de
espécies ortodoxas com umidade abaixo de 7% e acondicionadas em recipientes a prova de
umidade, tais como sacos de folha laminadas, latas de aluminio, ou frascos de vidro para
armazenamento em baixa temperatura (-18 °C). Para as espécies selvagens, a temperatura de -
4 °C e um teor de umidade entre 7-8% s&o as mais recomendadas. Sementes ndo ortodoxas ndo
podem ser armazenadas com sucesso por longo prazo, utilizando protocolos convencionais
(secagem e armazenagem a baixas temperaturas). Em vez disso, a criopreservacao (geralmente
em nitrogénio liquido, a -196 ° C) € o método de conservacdo mais recomendado (WALTERS
et al., 2013).

A criopreservacdo € a conservacdo de organismos vivos em nitrogénio liquido a
temperatura de -196°C ou ligeiramente inferior, podendo esta fase constituir uma etapa
intermediaria para o congelamento definitivo a -196°C (GROUT e CRISP, 1985; WITHERS,
e ENGELMANN, 1998; WITHERS e WILLIAMS, 1990; WALTERS, 2015). Nessas
temperaturas, o metabolismo celular e os processos bioquimicos sdo substancialmente
reduzidos e a deterioracdo bioldgica é praticamente paralisada; conseqlientemente € minima a
deterioracdo biologica do material durante o armazenamento (KARTHA, 1985 e REED, 2008).

O uso de técnicas criogénicas ou criopreservagao constitui uma alternativa para a
conservacdo de germoplasma em longo prazo, principalmente quando a conservacdo
convencional, baseada no armazenamento de sementes dessecadas em baixas temperaturas, ndo
se mostra eficiente. Geralmente, sementes ortodoxas sdo secas até atingirem baixos niveis de
teores de umidade e colocadas em camaras frias a -20°C, o que é conhecido como
armazenamento ou conservagdo convencional. Em contraste, as sementes recalcitrantes devem
ser protegidas e armazenadas criogenicamente, em nitrogénio liquido (WALTERS et al., 2015).

O pinhdo-manso, na maioria das vezes € propagado via sementes, as quais Sdo
caracterizadas como ortodoxas (DENG et al., 2008; SILVA et al., 2012), embora outros autores
relatem perdas de até 50% de viabilidade apds armazenamento de 15 meses (JOKER e JEPSEN,
2003; PRADA, et al., 2015).

Essa queda na taxa de germinacdo provavelmente se deve ao fato de que sementes
oleaginosas, tais como as de pinhdo-manso, sdo dificeis de se conservar por métodos
convencionais, quando comparadas com sementes ricas em amido, devido a natureza lipidica
de seus compostos de reserva. Os lipideos como compostos majoritariamente de reserva sao
quimicamente instaveis, sendo a peroxidagdo dos lipidios uma das principais causas da

deterioracdo deste tipo de semente, por promover mudangas no sistema de membranas e
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atividade biosintética; reducdo na velocidade de germinacdo e potencial de armazenagem das
sementes (PEREIRA et al., 2013). Assim, estudos de armazenamento de sementes de pinh&o-
manso por longos periodos de tempo se tornam de suma importancia.

Sem duvida, a criopreservacdo é atualmente a técnica de conservacdo que mais tem
sido buscada e para a qual tecnologias tém sido aprimoradas, promovendo certa diversificacao
dos métodos de criopreservacgdo e permitindo ampliar seus usos (WITHERS e ENGELMANN,
1998 e WALTERS, 2015). No entanto, embora existam varios procedimentos criogénicos para
um crescente nimero de espécies produtoras de sementes recalcitrantes e 6rgao/tecidos in vitro,
0 emprego rotineiro da criopreservacdo de sementes, em especial de J. curcas, ainda é
considerado limitado (SILVA et al., 2012; GOLDFARB, et al, 2010 e PRADA, 2015) e deve

ser melhor estudado para possibilitar a conservacdo segura de germoplasma da espeécie.
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CARACTERIZACAO MORFOANATOMICA, HISTOQUIMICA E BIOQUIMICA DA
GERMINACAO E DO DESENVOLVIMENTO DE PLANTULAS DE Jatropha curcas L.

RESUMO

O objetivo do trabalho foi caracterizar os aspectos morfoanatdmicos, histoquimicos e
bioquimicos das sementes durante a germinacao e o desenvolvimento de plantulas, assim como
identificar as principais substancias de reservas durante os processos. Para os estudos de
germinacéo, as sementes foram desinfestadas, inoculadas in vitro e mantidas na presenca de
luz. As avaliagbes de desenvolvimento e as coletas para as analises morfoanatdmicas,
histoquimicas e bioquimicas da germinacéo foram realizadas ao longo do periodo de cultivo de
30 dias. A caracterizacdo anatdmica estrutural foi realizada com o auxilio do corante Azul de
Toluidina e para as analises histoquimicas foram utilizados Sudan 1V para compostos lipidicos,
Xylidine Ponceau para proteinas totais e Reagente de Schiff/ acido periédico — PAS para
polissacarideos neutros. Para as anélises bioquimicas, os materiais oriundos dos diferentes
periodos de germinacdo foram avaliados quanto a percentagem de agucares soluveis totais
(AST) e amido, via método colorimétrico, e de proteinas em aparelho CNS, além da
quantificacédo de lipideos via técnica de derivatizacdo in situ em GC-MS. Anatomicamente, as
sementes apresentaram endosperma com células isodiamétricas, paredes delgadas e contetdo
celular visivel em formas de gotas de lipideos e corpos proteicos. Os cotilédones e folhas foram
caracterizados por conterem epiderme simples e mesofilo composto por parénquima palicadico
e lacunoso, sendo hipocotilo constituido por cilindro vascular do tipo eustelo.
Histoquimicamente, evidenciou-se que os lipideos e as proteinas aparecem como o principal
material de reserva no endosperma. As analises bioquimicas confirmaram a maior presenca de
acidos graxos em relacdo aos demais compostos de reserva no endosperma, principalmente os
acidos oleicos e linoleicos. Na formacdo da planta, 0 amido apareceu como a principal
composto de reserva, principalmente em hipocaétilo e raiz.

Palavras-chave: Jatropha curcas, germinacdo, mobilizacdo de reservas. anatomia,
histoquimica e bioquimica.
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CHARACTERIZATION MORPHOANATOMICAL, HISTOCHEMISTRY AND
BIOCHEMISTRY OF GERMINATION AND DEVELOPMENT OF SEEDLINGS OF
Jatropha curcas L.

ABSTRACT

The objective of this study was to characterize the morphological and anatomical, histochemical
and biochemical aspects of the seeds during germination and seedling development, and to
identify the main substances reserves during the process. For germination studies, the seeds
were sterilized, inoculated in vitro and maintained in the presence of light. Development
assessments and collections for morphoanatomic analysis, histochemical and biochemical
germination were carried out during the 30-day culture period. The anatomical structural
characterization was performed with the aid Blue stain and Toluidine for histochemical
analyzes were used to Sudan IV lipid compounds, Xylidine ponceau for total protein and Schiff
reagent / periodic acid - SAP for neutral polysaccharides. For the biochemical analyzes, the
materials from the different periods of germination was evaluated as the percentage of total
soluble sugars (AST) and starch via colorimetric method, and protein in the CNS device, and
quantification of lipids via derivatization in situ GC-MS. Anatomically, the seeds presented
endosperm with isodiametrical cells, thin walls and visible mobile content forms droplets of
lipid and protein bodies. The cotyledons and leaves were characterized by having simple
epidermis and mesophyll consisting of palisade and spongy parenchyma, and hypocotyl
consisting of vascular cylinder of eustele type. Histochemically, it was shown that lipids and
proteins appear as the main reserve material in the endosperm. Biochemical analyzes confirmed
the increased presence of fatty acids in relation to other reserve compounds in the endosperm,
especially oleic and linoleic acids. In the formation of the plant, starch appeared as the primary
reserve compound, primarily in hypocotyls and roots.

Keywords: Jatropha curcas, germination, mobilization of reserves. anatomy, histochemistry
and biochemistry.



1.  INTRODUCAO

Pertencente a familia Euphorbiaceae, o pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) é uma
oleaginosa perene e rustica, com grande potencial para a producdo de biodiesel (HELLER,
1996). A espécie é considerada uma alternativa para atender parte da demanda por éleo vegetal
promovido pelo Programa Nacional de Producéo e Uso de Biodiesel (PNPB) (LAVIOLA et al.,
2014).

O pinhdo-manso tem destacado potencial para a producdo de biodiesel por possuir
caracteristicas agricolas interessantes, como alta produtividade (3,0 a 4,0 t/ha), alto contetdo
de bleo nas sementes (37 a 40%), e por ndo ser utilizado na alimentacdo humana, configurando
como alternativa para a producdo de 6leo destinado para fins energéticos (ARRUDA et al.,
2004). Contudo, apesar da importancia das caracteristicas citadas, a domesticacdo do pinhao-
manso teve inicio somente nos Udltimos 30 anos, quando passou a ser pesquisada
agronomicamente pela elevada resisténcia ao stress hidrico, utilizacdo na recuperacdo de areas
degradadas e aplicacdo medicinal (SATURNINO et al., 2005; ZAHAWI, 2005; SOUSA et al.,
2011; PANDEY et al., 2012; INSANU et al., 2013; NERY et al., 2013; CARVALHO et al.,
2015; OLIVEIRA et al., 2015).

Estudos envolvendo analises morfofisiologicas de sementes podem auxiliar no
entendimento do processo de germinacdo, vigor, armazenamento, viabilidade e métodos de
propagacdo da espécie. Além disso, a caracterizacdo de sementes pode fornecer subsidios para
diferenciar espécies e caracterizar aspectos ecologicos da planta, como a dispersao,
estabelecimento de plantulas e fase da sucessdo ecolégica (MATHEUS e LOPES, 2007).

Assim, a realizacdo de estudos basicos, internos e externos do material bioldgico
utilizado em pesquisas, bem como a descri¢do bioquimica da germinacéo, além de permitir o
conhecimento do ciclo germinativo da espécie, também constitui-se num importante
instrumento para auxiliar nos programas de melhoramento genético pela melhor discriminagéo
e conhecimento do material biolégico (GUSMAO et al., 2006 e NUNES et al., 2009).

Diversos autores relatam uma relacdo positiva entre altas taxas de germina¢do com a
massa fresca das sementes de pinhdo-manso, além de uma varia¢do no massa, tamanho e largura
de sementes oriundas de gendtipos diferentes. 1sso mostra a necessidade de se caracterizar e
avaliar os materiais para que se possa obter um melhor aproveitamento da variabilidade
genética, de acordo com a sua finalidade (DAGAR et al., 2004; GINWAL et al., 2004,
GINWAL et al, 2005; DIAS et al.,2007; AQUINO et al., 2009; CHRISTRO et al., 2012)
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O conhecimento sobre a germinagdo de uma planta fornece detalhes em relacdo a
complexa rota de desenvolvimento que inicia o ciclo de vida da planta. E 0 uso de anélises
morfoanatémicas do material, utilizando técnicas de microscopia 6tica, pode ser fundamental
para sua interpretacdo na identificacdo e caracterizacdo das estruturas, além de conhecer
aspectos da composi¢do quimica e da fisiologia das sementes das espécies vegetais (PRADO,
2012). A composicdo quimica de uma semente também é de interesse pratico, porque tanto o
vigor, quanto o potencial de armazenamento de sementes séo influenciados pelo teor dos
compostos de reserva (CARVALHO e NAKAGAWA, 2000).

Devido a importéncia da espécie e caréncia de estudos nessa area, 0 objetivo deste
trabalho foi caracterizar morfoanat@mica, histoquimica e bioquimicamentes, as sementes de
pinhdo-manso (J. curcas L.), durante a germinacdo e o desenvolvimento de plantulas, bem

como identificar as principais substancias de reservas presentes.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Local dos experimentos e material vegetal utilizado

Os estudos foram conduzidos nos Laboratérios de Cultura de Tecidos Il da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia e de Bioquimica de Plantas da Universidade de Brasilia,
Brasilia, DF.

As sementes de pinhdo-manso utilizadas nos experimentos foram obtidas de amostras do
acesso 115-1-1 do Banco Ativo de Germoplasma de pinhdo-manso (BAG-Pinh&o-manso),
localizado no Campo Experimental da Embrapa Cerrados, em Planaltina — DF.

2.2. Caracterizacdo biométrica das sementes

Para os estudos biométricos foram separadas 1000 sementes de pinhdo-manso, as quais
foram subdivididas em 50 repeticdes de 20 sementes.

A partir das sementes intactas foram avaliados os parametros externos: cor, textura,
comprimento, largura e massa das sementes com tegumento. Em seguida, as sementes foram
rompidas por pressdo mecanica, com o auxilio de alicate cirdrgico para a avaliacdo dos
parametros internos: cor, textura, comprimento, largura e massa das sementes sem tegumento
(endosperma + embrido). Posteriormente, o endosperma foi rompido para exposicéo e avaliacao
do comprimento, largura, massa e cor do embri&o.

A massa das amostras foi determinada com o auxilio de balan¢a analitica de preciséo
(METLER); a mensuracdo do comprimento e largura foram obtidos a partir de fotos tiradas
com maquina fotografica e as imagens analisadas pelo programa de analise de imagem IMAGE
J (SCHNEIDER et al., 2012). As analises de textura e cor foram avaliadas conforme critérios
visuais e de tato.

A determinacdo da umidade das sementes (%), com e sem tegumento, além do embrido,
foi realizada pelo método de estufa a 105 + 5°C, por 24 horas, de acordo com as Regras para
Analise de Sementes (BRASIL, 2009), usando-se cinco repeticdes de 10 sementes cada.

A percentagem de umidade foi calculada na base da massa Umida, aplicando-se a

seguinte férmula:

100(P-p)
p-t

% de Umidade (U) =
Onde:

P = massa inicial, massa do recipiente e sua tampa mais a massa da semente Umida;
p = massa final, massa do recipiente e sua tampa mais 0 massa da semente seca;
t = tara, massa do recipiente com sua tampa.
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A pesagem deve foi em gramas, com trés casas decimais.
O resultado final foi obtido através da média aritmética das porcentagens de cada uma
das repeticOes retiradas da amostra de trabalho.

2.3. Anélise morfoanatdmica, histoquimica e bioquimica da germinacdo e do
desenvolvimento de plantulas in vitro

Para maior controle, precisao e caracterizacdo dos resultados, a etapa de germinacgéo das
sementes foi realizada sob condicdes in vitro. Para tanto, utilizaram-se sementes de pinh&o-
manso sem tegumento, previamente desinfestadas com imersdo em alcool etilico (70 %) por 1
minuto e hipoclorito de sédio (6% de cloro ativo) por 40 minutos. Posteriormente, em camara
de fluxo laminar, as sementes foram lavadas trés vezes em agua destilada e autoclavada, e
inoculadas em tubos de ensaio (25 x 150 mm), contendo 10 mL de meio composto apenas por
agua destilada e agar a 7 g.L™.

Nestas condic¢des de cultivo, o material vegetal foi mantido por 30 dias em sala de
crescimento, a temperatura de 25 + 2 °C, fotoperiodo de 16 horas e irradiancia de 50 pmol.m"
2sT,

O delineamento experimental foi composto de 4 repeticdes de 10 sementes cada,

totalizando 40 unidades experimentais.

2.3.1. Caracterizacdo morfologica

Para caracterizar morfologicamente a germinacdo foram realizadas sete avaliacOes, a
partir das seguintes datas: 0 (na inoculacdo), 1, 3, 5, 10, 15 e 30 dias. Em cada um destes tempos
avaliou-se a formacao de raiz, caule e folha, bem como a descricdo do aspecto apresentado por

cada 6rgdo em desenvolvimento.

2.3.2. Andlise anatdémica

Para as analises anatbmicas foram realizadas coletadas de 5 amostras de cada repeticéo,
as quais foram fotografadas e analisadas qualitativamente quanto seu aspecto anatémico.

As datas de coletas foram as mesmas realizadas durante a caracterizacdo morfolofica da
germinacdo (item 2.3.1), sendo coletadas amostras de semente (endosperma e embrido), raiz,
hipocétilo, cotilédones, além de folhas. Uma vez coletados, os materiais foram fixados em
Karnovsky (KARNOVSKY:, 1965), por 48 horas sob vacuo, e estocados em tampao Cacodilato

de sddio (0,05 N) em geladeira. Posteriormente, as amostras foram desidratadas em série etilica
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crescente (10, 20, 30% até alcool etilico) e incluidas em metacrilato (Historesina Technovit
7100, Kulzer, Alemanha).

Apos incluséo, os materiais foram seccionados transversalmente em micrétomo rotativo
(American Optical), utilizando-se navalhas de aco descartavel. Os cortes foram obtidos com
espessura de 5 um e a caracterizacdo anatémica estrutural foi realizada com o auxilio do corante
metacromatico Azul de Toluidina, pH 4,0 (O’BRIEN et al., 1964).

Todas as laminas foram montadas em Balsamo-do-Canadd e laminula, sendo
examinadas e fotografadas em fotomicroscopio (AX70TRF, Olympus Optical, Téquio, Jap&o)

e analisadas qualitativamente quanto a presenca e auséncia do composto em questao.

2.3.3. Analise histoquimica

As amostras utilizadas para as analises histoquimicas foram as mesmas coletadas,
fixadas e incluidas para analises anatdmicas, conforme descrito no item anterior.

Para as analises histoquimicas os cortes foram corados com Sudan 1V (0,3% em etanol
70%) para compostos lipidicos (JOHANSEN, 1940); Xylidine Ponceau (0,1% em acido acético
3%) para proteinas totais (O’BRIEN ¢ MCCULLY, 1981) e Reagente de Schiff/acido periodico
—PAS (acido periodico 0,5%, reagente de Schiff e agua sulfurosa) para polissacarideos neutros
(O’Brien e McCully, 1981).

Todas as laminas foram montadas em Béalsamo-do-Canada e laminula, sendo
examinadas e fotografadas em fotomicroscépio (AX70TRF, Olympus Optical, Toquio, Japao)

e analisadas qualitativamente quanto a presenca e auséncia do composto em questao.

2.3.4. Analise bioquimica

Assim como nas demais analises, sementes e plantulas de pinhdo-manso foram
coletadas durante a avaliacdo da germinacgdo, nas seguintes datas: 0 (no dia da inoculacdo), 1,
3,5, 10, 15 e 30 dias.

Inicialmente, o material fresco foi pesado, congelado em nitrogénio liquido e
posteriormente liofilizado por 72 horas. Apds a liofilizacdo, as amostras foram pesadas
novamente para obter a massa seca. O experimento foi montado de modo inteiramente
casualizado, com 4 repeticdes para cada tratamento sendo cada repeticdo formada por 5
sementes.

Quantificacdo de agUcares solUveis totais (AST) e amido - Os AST das amostras

contendo 10 mg de material vegetal foram extraidos em 4 ciclos de extracdo com etanol 80%.
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A dosagem foi feita pelo método fenol-sulfirico e quantificacdo colorimétrica (DUBOIS et al.,
1956). O espectrometro utilizado foi o Spectro Evolution 201 (Thermo Scientific), com leitura
da absorbancia em 490 nm, com a curva padréo de glicose. O amido restante da extragédo de
AST foi solubilizado e extraido pelo método enzimatico de Amaral et al., (2007). As enzima a-
amilase e amiloglucosidase (Megazyne) foram utilizadas em 2 ciclos e a dosagem foi feita com
adicdo de GODPOD, utilizando método colorimétrico em equipamento Spectra Max 190
(Molecular Devices) e analisadas com ajuda do programa Soft Max v. 6.1.

Quantificacdo de Proteinas — A quantificagdo de proteinas foi realizada em aparelho
CNS, utilizando 100 mg de massa seca, sendo a percentagem de proteinas foi estimada a partir
da quantificacdo de nitrogénio transformado em proteina pelo uso do fator de correcdo 6,25
(KJELDAHL, 1883)

Quantificacao de lipideos — Os lipideos foram quantificados e classificados utilizando a
técnica de derivatizacdo in situ em GC-MS, utilizando 0,5 mg da massa seca adicionado a 0,2
mLde metanol/cloroformio (1:2 viv), 0,3 mL de HCI a 5%, aquecidos a 85 °C por 1 hora,
seguido pela adi¢do de 1 mL de hexano e mais 60 minutos de leve agitacdo. Posteriormente a

fase ndo-polar (superior) foi retirada e analisada (LAURENS et al., 2012).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Caracterizacao biométrica das sementes

Morfologicamente, as sementes de pinhdo-manso possuem tegumento preto e aspero. O
endosperma é volumoso e liso, de coloracdo branca, apresentando ranhuras por toda semente
em sentido longitudinal. O embrido, completamente envolto pelo endosperma, apresenta
coloracdo branca, com dois cotilédones folhosos relativamente grandes em relacdo ao eixo
embrionario, com formato cordiforme e nervuras visiveis em ambas as faces foliares. Essas
caracteristicas também foram observadas por Nunes et al. (2009) e Loureiro et al. (2013).

Verificou-se que as sementes com tegumento apresentaram maior massa que sementes
sem tegumento, com média de 0,58 g, 1,82 cm de comprimento e 1,11 cm de largura para as
sementes com tegumento e 0,34 g, 1,46 cm de comprimento e 0,85 cm de largura para sementes
sem o tegumento. O teor de umidade também variou, uma vez que sementes com tegumento
apresentaram 17, 9% de umidade e as sem tegumento 16,5%. O embrido é leve e pequeno, com
cerca de 0,007g, 1,28 cm de comprimento e 0,67 de largura, com valor de umidade de 31, 9%
(Tabela 1).

Tabela 1: Caracterizacdo biométrica de sementes de pinhdo-manso (Jatropha cucas L.)

Comprimento  Largura Umidade
(cm) (cm) (%)

Preta Aspero 0,58 +0,02 1,82+0,2 1,11+0,09 179+1.1

Cor Textura  Massa ()

Sementes com

tegumento
Sementes Sem - nporelada Liso 034+001  146+03  085+001 165+09

tegumento
Embrido Branco Liso 0,007 £ 0,00 1,28 +0,3 0,67+0,00 31,9+1,2

Heller (1996) descreve sementes J. curcas com cerca de 2 cm de comprimento por 1
cm de largura, enquanto Christro et al. (2012) descrevem valores semelhantes na avaliagcdo de
diferentes gendtipos de pinhdo-manso. A partir das analises biométricas, podemos inferir que
apenas o0 endosperma possui cerca de 50% do massa total da semente, seguido pelo tegumento
com 40,3% e, por Gltimo, o embrido, que contribui com 7,7% do massa da semente.

A necessidade da caracterizacdo morfoldgica e da germinacdo das espécies vegetais
estudadas em pesquisas cientificas tem sido apontada por diversos autores como de extrema
importancia, uma vez que divergéncias na morfologia da semente, germinacéo e caracteristicas
de crescimento podem além de indicar formas de variabilidade genética, ajudar na correta
caracterizacdo e identificacdo botanica (GINWAL et al., 2005; GUSMAO et al., 2006;
ALQUINO et al., 2009 e CHRISTRO et al., 2012).
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Sementes sdo uma estrutura formada pelo dvulo desenvolvido, apos a polinizagéo e, em
geral, transportam um embrido, uma fonte de energia para a plantula (endosperma) e um
tegumento, sendo assim, um propagulo resultante da reproducgdo sexuada. O tegumento que
envolve a semente muitas vezes é o principal responsavel pelo controle de permeabilidade de
liquidos e gases, e em muitas espécies é o responsavel pela dorméncia fisica imposta na
germinacdo. Assim, desde que possivel, é aconselhdvel sua remocao para que se possa atingir
bons indices de germinagdo (GONCALVES e LORENZI, 2012). Em pinh&o-manso, Heller
(1996) cita que o tegumento pode provocar uma barreira fisica para a agua e a luz, podendo

assim ocasionar dorméncia fisica das sementes.

3.2. Andlise morfoanatdmica, histoquimica e bioquimica da germinacdo e do
desenvolvimentode plantulas de pinh&o-manso
3.2.1. Caracterizacdo morfologica

O processo de germinacdo in vitro das sementes de pinhdo-manso se iniciou nas primeiras
horas de cultivo, uma vez que as mesmas estavam intumescidas logo ao final do primeiro dia
(Figura 1A). A germinacdo se caracterizou com a protruséo da radicula no terceiro dia (Figura
1B), seguido pelo rompimento total do endosperma e expanséo e desenvolvimento das raizes e
dos cotilédones que, juntamente com o hipocétilo, apresentaram colocacdo esverdeada no
quinto dia de cultivo (Figura 1C). Apds 10 dias, as plantulas ja apresentavam raizes
desenvolvidas, folhas cotiledonares totalmente expandidas e inicio do desenvolvimento do
primeiro par de folhas verdadeiras (Figura 1D), as quais se encontravam visiveis no 15° dia de
cultivo (Figura 1E) e totalmente expandidas no 30° dia (Figura 1F). Os padrdes de germinacao
observados nesse trabalho corroboram com os padrées descritos por Nunes et al. (2009) para a
espécie. Segundo Loureiro et al. (2013), as sementes de J. curcas sdo endospermaticas, elipticas
e anatropas, com tegumento glabro, possuindo poros e fissuras em sua superficie, sendo a

germinacdo do tipo fanerocotiledonar e epigea.
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Figura 1: Aspecto morfolégico da
semente sem tegumento e plantula de
pinhdo-manso (Jatropha curcas L)
durante germinacdo in vitro. A: semente
sem tegumento (esquerda) e semente
aberta evidenciando o embrido (direita)
no primeiro dia de cultivo. B: semente
(esquerda) e embrido (direita) com trés
dias de cultivo. C: Plantula com 5 dias
de cultivo, evidenciando a formacéo da
radicula, hipocétilo e parte aérea. D:
Plantula com 10 dias de cultivo, com
raizes alongadas, hipocétilo e folhas
cotiledonares em expansao. E: Plantula
com 15 dias de cultivo com raizes,
hipocétilo e cotilédones expandidos e
um primordio foliar. F: Planta com 30
dias de cultivo, apresentando raizes
longas e folhas expandidas.

3.2.2. Anédlises anatdmicas

Anatomicamente, as sementes de pinhdo-manso apresentam endosperma com células
arredondadas, com paredes finas e contetdo celular visualizado em gotas no interior das células
(Figura 2A e B). O cotilédone apresenta epiderme composta por células quadradas justapostas
(Figura 2 C), com o mesofilo constituidos de células isodiamétricas arredondadas, sendo ambos
os tecidos compostos por células de parede delgada (Figura 2 C e D).

As plantulas de pinhdo-manso apresentam folhas cotiledonares com epiderme simples
e células arredondadas em ambas as faces. Entretanto, células estreitas e alongadas estdo
presentes apenas na epiderme abaxial na regido da nervura central biconvexa. O mesofilo

apresenta parénquima clorofiliano heterogéneo dorsiventral, sendo o parénquima paligadico
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constituido por apenas uma camada de células, e o parénquima esponjoso amplo, com cerca de
seis camada de celulas delimitando pequenos espagos intercelulares (Figura 2E), sendo o feixe
vascular do tipo colateral (Figura 2F)

O eixo embrionario apresenta epiderme com células arredondadas a ovais com parede
celular fina, cértex homogéneo com células isodiamétricas, cilindro vascular do tipo eustelo e
medula bem definida com células grandes e arredondadas (Figura 2G), sendo o feixe vascular
do tipo colateral (Figura 2H). A Figura 21 mostra detalhes do padréo de deposicéo helicoidal da
parede secundaria nos elementos traqueais do xilema primario no eixo embrionario.

As folhas completamente expandidas de pinhdo-manso, assim como nos cotilédones,
apresentam mesofilo heterogéneo com parénquima clorofiliano dorsiventral, sendo uma
camada de células no parénquima palicadico e o parénquima esponjoso amplo, com cerca de
seis camada de células delimitando pequenos espagos intercelulares (Figura 2M). A epiderme
é simples, sendo em ambas as faces constituidas por células quadradas a eretas, porém maiores
na face adaxial (Figura 2M).

Na regido da nervura principal, a porcéo superior é plana ou pouco convexa e a epiderme
é simples, com idioblastos e com presenca de colénquima angular, em ambas as faces da
nervura, feixe vascular do tipo colateral e auséncia de fibras (Figura 2J e L).

O caule apresenta cilindro vascular descontinuo, com medula definida, caracterizando
cilindro vascular do tipo eustelo (Figura 2N). O padrao de crescimento é primario, com auséncia
de fibras e colénquima e epiderme simples (Figura 2N), sendo o feixe vascular do tipo colateral
(Figura 20).

Por fim, a raiz apresenta epiderme simples, constituida de células arredondadas e

parénquima cortical com células de arredondas de paredes delgadas (Figura 2P).
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Figura 2: Caracterizagdo anatdmica da semente, folhas cotiledonares, folhas, caule e raiz de plantulas
de pinhdo-manso (Jatropha curcas L.). A-B: Corte transversal da semente evidenciando o embrido com
seu par de cotilédones e o endosperma. C-F: Folha cotiledonar apresentando epiderme simples,
parénquima clorofiliano heterogéneo e feixe vascular colateral. G-H: Eixo embrionério indicando o
cértex, cilindro vascular do tipo eustelo, medula e feixe vascular colateral. 1- Corte longitudinal do eixo
embrionario indicando a padrdo de deposigdo helicoidal da parede secundaria nos elementos traqueais
do xilema primério. J-M: Folhas evidenciando nervura central, feixe vascular e mesofilo. N-O. Caule
com cilindro vascular do tipo eustelo e medula. P: Raiz com epiderme simples e parénquima cortical.
Cot: cotilédone; Emb: embrido; End: endosperma; Ep: epiderme; Ad: epiderme adaxial; Ab: epiderme
abaxial; PC: parénquima clorofiliano; FV: feixe vascular; Ct: cértex; Me: medula; PCt: parénquima
cortical; Fl: floema e Xi: xilema. *: idioblasto.
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3.2.3. Andlises histoquimicas

Na avaliacdo histoquimica da germinacdo observou-se o acimulo de lipideos apenas no
endosperma em todas as fazes da germinacdo (Tabela 2). Entretanto, verificou-se que a
intensidade da coloracdo com sudan IV foi maior até o terceiro dia de cultivo, sendo identificada
gostas de lipidio no endosperma e no embrido (Figura 3A-F). A partir do quinto dia de cultivo
a intensidade da coloragdo apresentou diminuicdo consideravel visualmente, sendo detectado
gotas de lipidio apenas nas regides mais periféricas do endosperma e distantes do embrido
(Figura 3 G-M). Com 30 dias de cultivo, a presenca de lipideos no endosperma estava restrita
apenas as trés ultimas camadas de células do endosperma (Figura 3 L-M).

Essa acentuada diminuicdo na quantidade de lipideos marcadas pelo sudan IV no
decorrer do processe de germinacgéo e desenvolvimento da plantula sugere que os lipideos séo
usados como fonte de energia para o crescimento e desenvolvimento da planta, estando

inclusive presentes no embrido.

Tabela 2. Analise da presenca ou auséncia de lipideos, proteinas e polissacarideos totais em
sementes, endosperma, folha cotiledonar, folha verdadeira, caule e raiz de plantulas de pinhao-
manso (Jatropha curcas L.), durante a germinacdo de sementes in vitro

Germinacéo Amostra Sudan IV Xylidine Ponceau PAS
(dias) (Lipideos) (Proteinas) (Polissacarideos)

0 Semente + + -

1 Semente

Endosperma

+ |+ |+

3 Folha cotiledonar

Eixo embrionario

+ 1

Endosperma

5 Folha cotiledonar

Hipocétilo

|+ ]+

Endosperma

+ 4+ |+

10 Folha cotiledonar

+ |+
+

Hipocétilo -

Raiz -

+

Endosperma +

Folha cotiledonar -

15 Folha - -

Hipocatilo - -

+ ]+ 4]0

Raiz

Endosperma + + -

Folha cotiledonar - - -

30 Folha - - -

Hipocatilo - - +

Raiz - - -

(+): Positivo para a presenca do composto; (-): Negativo para a presenga do composto.
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Figura 3: Analise histogquimica de sementes de pinhdo-manso cultivadas por até 30 dias e coradas com
Sudan IV evidenciando a presenca de lipideos corados de vermelho no interior das células. A-B:
endosperma de sementes com zero dias de cultivo; C-D: endosperma de sementes com 1 dia de cultivo;
E-F: endosperma e cotilédone de sementes com 3 dias de cultivo; G-H: endosperma de sementes com
5 dias de cultivo; I: endosperma de sementes com 10 dias de cultivo; J: endosperma de sementes com
15 dias de cultivo e L-M: endosperma de sementes com 30 dias de cultivo.

Nas sementes, grande quantidade de corpusculos proteicos foram visualizados tanto no
endosperma quando no embrido, ou seja, tanto nos cotilédones como no eixo embrionario
(Figura 4A-C), sendo os mesmos evidenciados com 1 dia (Figura 4D-E) e 3 dias de cultivo
(Figura 4F-G).

No 5° dia de cultivo, além do endosperma (Figura 4L-M), foi possivel visualizar
proteinas de reserva no cotilédone (Figura 4H), em células do parénquima na nervura central
(Figura 41) e em todo o mesofilo e epiderme (Figura 4 J).

E interessante observar que proteinas estiveram presentes em células do endosperma e
do cotilédone durante todo o processo de germinacgéo. Porém a presencga de compostos lipidicos
foi verificada apenas no endosperma e em cotilédones, restritamente nas etapas iniciais de
germinacéo, do tempo zero até o décimo dia de cultivo, quando as folhas cotiledonares ndo se

encontravam mais ligadas ao endosperma.
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250 ym

Figura 4: Andlise histogquimica de sementes de pinhdo-manso cultivadas por até 30 dias e coradas com
Xylidine Ponceau evidenciando a presenca de proteinas de reserva coradas de vermelho no interior das
células. A: semente; B: embrido e C: endosperma de sementes com zero dias de cultivo. D: cotilédone
e E: endosperma de sementes com 1 dia de cultivo. F: semente (cotilédone e endosperma) e G:
endosperma de sementes com 3 dias de cultivo; H-J: cotilédone e M: endosperma de sementes com 5
dias de cultivo; N-O: endosperma; P: eixo e Q: cotilédone de sementes com 10 dias de cultivo; R-O:
endosperma de sementes com 15 dias de cultivo e T-U: endosperma de sementes com 30 dias de cultivo.

Os polissarideos de reserva, como o amido, foram identificados com o auxilio da reacéo
de PAS no hipocotilo das plantulas a partir de 5° dias de cultivo, sendo que com 15 dias também
foi possivel visualizar graos de amido nas folhas e na raiz (Tabela 2).

Na Figura 5 podemos visualizar as regifes onde estdo localizados os gréos de amido
localizados nas folhas e na raiz. No hipocotilo das plantulas com 5 dias de cultivo uma pequena
quantidade de amido pode ser visualizada em célula do cértex ao lado do cilindro vascular
(Figura 5 A-B). A deposicdo de grdos de amido nessa regido indica a formagdo da bainha
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amilifera, a qual pode ser vista mais perfeitamente no hipocétilo de plantulas com 10 dias de
cultivo (Figura 5 C-D). Aos 15 dias de cultivo, grdos de amido foram visiveis nas folhas (Figura
5E), principalmente em células do parénquima na nervura central (Figura 5F). No hipocotilo,
tanto as células do cortex quanto da medula apresentavam amido (Figura 5G). Na raiz, apenas
a regido da coifa apresentava uma quantidade significativa desse carboidrato (Figura 5H). Com
30 dias de cultivo a quantidade de amido foi reduzida consideravelmente na plantula, sendo
visivel somente no hipocdtilo, principalmente ao redor do cilindro vascular (Figura 51-J).

O endosperma € descrito como um tecido nutritivo e triploide da semente, originario
da dupla fecundacao pela fusdo dos ndcleos polares e um dos nicleos germinativos, podendo
ser mantido até a maturidade da semente ou ser reabsorvido ao longo de sua maturacgdo, sendo
um dos principais orgaos de reserva de sementes albuminosas. O cotilédone corresponde a
primeira (s) folha (s) de um embri&o, ocasionalmente armazenando reserva para a germinagao
(GONCALVES e LORENZI, 2012).

De acordo com BUCKERIDGE et al. (2004), os principais compostos de reserva das
sementes sdo a sacarose da série rafindsica, amido, polissacarideos de parede, lipideos,
proteinas e fitina. Ainda segundo os autores, proteinas, lipideos e amido sdo as principais
reservas de fonte de carbono, e no caso das proteinas, também fonte de nitrogénio, sendo as
duas primeiras utilizadas principalmente na germinacdo e desenvolvimento da plantula,
enquanto o amido na fase de desenvolvimento do vegetal. Isso explica os resultados
histoquimicos observados nesse trabalho, uma vez que lipideos e proteinas foram encontrados
em todas as fases de germinacéo, até a formacgdo do primeiro par de folhar verdadeiras. Ja o
amido foi identificado apenas no hipocétilo, inclusive apos o desligamento da plantula com o

endosperma e cotilédones, apos a fase germinativa (Tabela 1).
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Figura 5: Analise histoquimica de sementes e plantulas de pinhdo-manso cultivadas por até 30 dias
coradas com PAS evidenciando a presenca de amido coradas de magenta no interior das células. A-B:
hipocétilo com 5 dias de cultivo corte transversal; A: corte transversal e B: corte longitudinal. C-D:
hipocétilo com 10 dias de cultivo evidenciando a bainha amilifera. C: corte transversal e D: corte
longitudinal. E-H: corte transversal da plantula com 15 dias de cultivo, E-F: folha, G: hipocdtilo e H:
Raiz. 1-J: corte transversal do hipocétilo com 30 dias de cultivo.
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Em Euphorbia heterophylla (SUDA e GIORGINI, 2000) lipideos correspondem a cerca
de 60% da massa seca da semente, portanto a principal substancia de reserva, ficando as
proteinas em segundo lugar correspondendo a 27% da massa seca da semente.

Segundo Buckeridge et al. (2004), as reservas das sementes tém basicamente duas
funcGes que se relacionam com a manutengao e desenvolvimento do embrido até a formacéo de
uma plantula que apresente a capacidade de se manter de forma autotréfica. Assim, as reservas
podem funcionar como fonte de energia para manter processos metab6licos em funcionamento
e/ou como fonte de matéria para construcdo de tecidos vegetais que irdo constituir a planta,
sendo o endosperma e 0s cotilédones os principais érgdos de acimulo de reservas. Segundo
Loureiro et al. (2013), em sementes de pinhdo-manso a diminui¢do da quantidade de lipideos
no endosperma durante o processo de embebicdo da semente se deve a translocacdo destes para
0 eixo hipocotilo-radicula, com a finalidade de fornecer energia para o alongamento e
crescimento celular durante a germinagédo das sementes.

A diminuicdo na presenca de lipideos durante o processo de germinacdo das sementes
de pinh&o-manso também foi evidenciada nesse estudo, onde o teste histoquimico indicou a
presenca de lipideos nas sementes, principalmente no endosperma até o quinto dia de
germinacdo, quando se iniciou a expansdo cotiledonar, a partir da qual proteinas passaram a ser
0 principal composto de reserva (Tabela 2). Essa observacdo também foi feita por Suda e
Giorgini (2000) em endospermas de Euphorbia heterophylla (Euphorbiaceae). Segundo os
autores a degradacéo dos lipideos inicia-se ap0s a embebicéo inicial e é completada entre 72 e

96 horas, enquanto as proteinas sdo continuamente degradadas apos o inicio da embebicéo.

2.3.4. Analise bioquimica

Entre os principais compostos de reserva em pinhdo-manso foi possivel verificar que
lipideos e amidos representaram a maior percentagem de massa seca em relacdo 0s compostos
de reserva analisados no endosperma. Entretanto, conforme o periodo de germinacdo e
desenvolvimento da plantula, a quantidade de lipideos no endosperma aumentou
expressivamente, principalmente apds 5 e 10 dias de cultivo, correspondendo a mais 70% da
massa seca. Com 15 e 30 dias de cultivo, ainda foi consideravel a percentagem de lipideos no

endosperma, porém, esta foi inferior a observada nos dois tempos anteriores (Figura 6 A).
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A percentagem de amido, que inicialmente representava mais de 30% da massa seca do
endosperma, aos dez dias de cultivo ja era de apenas 10%. A percentagem de proteinas também
caiu a partir de 5 dias de germinacéo, representando menos 5% da massa seca do endosperma
aos 30 dias de germinacao (Figura 6 A).

Em relacdo a presenca de AST, incialmente representando pouco menos de 10% das
reservas analisadas, apds 15 dias de cultivo esta ja representava mais de 15% das reservas
analisadas, chegando a mais de 20% aos 30 dias de cultivo (Figura 6 A).

A média da concentracdo de lipideos nas sementes de pinhdo-manso observada neste

trabalho foi de cerca de 37% no tempo zero de germinacdo, sendo esta média superior as
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observadas por Heller (1996) que relatou teores totais de 6leo nas sementes com variacao entre
23,7 e 34,1%, com média de 30,2%.

J& em plantulas de pinhdo-manso, diferentemente do que foi observado no endosperma,
0 principal composto de reserva encontrado foi o amido, correspondendo a mais de 40% de
todos os compostos analisados. Lipideos e proteinas, apareceram em segundo lugar, seguido
por AST (Figura 6 B).

De acordo com Graham (2008), durante o processo de germinacdo, os lipideos
armazenados nas sementes sob a forma de triglicerideos sofrem hidrdlise, liberando glicerol e
acidos graxos livres, 0s quais sdo a posteriori utilizados na formacgéo de aglcares que servem
como fonte de energia necessaria para o desenvolvimento da planta. Essa explicacdo basica
sobre a degradacéo de lipideos durante o processo de germinacdo de sementes oleaginosas
explica a variacdo da percentagem dos compostos de reserva durante a germinagéo de pinhao-
manso.

Inicialmente, até o terceiro dia de cultivo das sementes de pinh&o-manso, ndo houve
grandes alteracGes na percentagem de lipideos durante o processo de germinacdo. Porém, a
partir do 5° dia, a quantidade de lipideos detectada no endosperma aumentou
consideravelmente. Corroborando com esses resultados, a anélise da massa seca das plantulas
formadas durante o processo de germinacéo, indicou uma percentagem pequena de lipideos em
relacdo a observada para amido. E segundo Graham (2008), as hexoses geradas a partir da
degradacdo dos triglicerideos séo utilizadas, principalmente, para a sintese de sacarose, a qual
sera entdo, transportada para o eixo embrionario em crescimento,

Dentre os tipos de acidos graxos encontrados em semente e endosperma de pinh&o-
manso foi possivel identificar a presenca do acido palmitico, palmitoleico, estearico, oleico,
linoleico, araquidico, elaidico, behénico e erucico, porém, esses quatro Ultimos detectados em
baixissimas concentracbes (Tabela 3).

O é&cido palmitico foi detectado ainda no tempo zero de germinacao na concentracdo de
0,9 ng.mgMS, sendo que no quinto dia de germinacéo essa concentracio mais que dobrou,
atingindo cerca de 4,82 pug.mg*MS. No 10° e 15° dias de germinagao, as concentragdes foram
ainda maiores, atingindo 5,86 e 5,73 pug.mgMS, enquanto que no 30° dia observou-se uma
queda na concentracéo para 3,54 pg.mg*MS (Tabela 3).

O é&cido palmitoleico apresentou um comportamento semelhante, incialmente com

concentragdes mais baixas no tempo zero (0,73 pg.mg*MS), chegando a 2,65 pg.mg*MS aos
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15 dias de germinagéo, apresentando uma pequena queda para 2,54 pug.mg*MS aos 30 dias de
cultivo (Tabela 3).

Dentre os &cidos graxos que apresentaram maior concentracdo estdo o acido oleico e 0
linoleico, os quais apresentaram uma concentragao inicial de 1,82 e 2,22 ug.mg*MS, chegando
a 10,11 pg.mg*MS aos 15 dias de cultivo para o &cido oleico e 14,84 pg.mg*MS para o
linoleico no décimo dia (Tabela 3).

Tabela 3. Alteracdes da composicdo de acidos graxos (%) em endosperma de pinhdo-manso
(Jatropha curcas L) durante o processo de germinacéo e desenvolvimento de plantulas in vitro.

Massa (ug.mg*MS)

Acido graxo 0 1 dia 3 dias 5 dias 10 dias 15 dias 30 dias
ACid(oCi’g!g‘)i“CO 0905 0,62%05 07811 482456 58666 57360 3,54+177
ACido(Ei'g:‘it)o'eico 073403 052403 062410 13330 152435 2,65%46 2544127
ACid(‘éfgfg‘;‘”CO 0,09#0,1 006+03 005+02 103+l5 136+24 108+l5 0,78+0,39
ACi((éolg'lé)ico 182407 080411 098421 987+111 981486 10,11+107 652326
ACid(OC'l-g:‘g)'éico 222403 141405 171424 13604151 1484+145 115197 577+2,88
ACid‘(’CAzﬁ%‘;idiCO 000400 000%00 001401 00000 00200 001400 0,01%0,00
ACi?gz%'f‘li)dico 01100 00000 0,01%0,0 000%00 001:00 00402 0,030,01
ACi‘]'(%zB;:%‘inico 00000 00000 052426 000%00 00703 0,00£0,0 0,16+0,08
ACi?gzgfg)Cico 00600 00100 004%L6 008%01 01607 00301 0,10:0,05
Total 59702 34303 4,72+11 308136 33,64%37 3116%33 19,4540,9

De maneira geral, todos 0s acidos graxos detectados durante o processo de germinacao
de sementes de pinhdo-manso no endosperma apresentaram um incremento na sua concentragdo
com o decorrer do tempo de germinacdo, em especial nos periodos de 5, 10 e 15 dias. Esse
incremento esta relacionado com a liberacdo dos &cidos em funcdo da hidrélise dos
triglicerideos, como fonte de carbono e energia para o desenvolvimento da planta (PENFIELD
et al., 2008).

A concentracdo total de lipideos também aumentou até o 10° dia de cultivo,
apresentando a partir de entdo uma ligeira queda. Assim, incialmente as sementes continham
cerca de 5,75 pg.mg*MS de lipideos, passando a 30,81 e 33,63 pg.mg*MS no 5° e 10° dia de
germinacdo. Porém, apds 15 e 30 dias, a concentragio ja era de 31,16 e 19,45 pg.mg?*MS
(Tabela 3).
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Yang et al. (2009) encontraram resultados semelhantes na avaliagdo na mobilizagéo de
sementes de pinhdo-manso embebidas por até 96 horas. Segundo os autores, o acido oleico e
acido linoleico também foram os que apresentaram maior concentracdo, seguido de &cido
palmitico e o &cido estearico. Ainda segundo Yang et al. (2009), a concentracdo desses &cidos
graxos também diminui até o 4° dia de embebicéo.

Entretanto, sabe-se que, diferentes condices, tais como qualidade do solo, estagio de
germinacdo das sementes, chuva, temperatura e outros fatores ambientais, podem causar
variacdes significativas, tanto no contetdo de lipideos, quanto na composicéo de acidos graxos
em uma mesma espécie vegetal (SENANAYAKE, 2000; RAHAMATALLA et al., 2001). Em
plantulas, a concentracdo dos diferentes lipideos encontrados foi decrescendo com tempo de
germinacéo e desenvolvimento da planta.

O acido oleico e o linoleico também aparecem como 0s principais compostos lipidicos
observados em plantulas. Para o primeiro, as concentracdes variaram de 8,9 pg.mg*MS no 5°
dia de germinacdo para 6,78; 2,46 e 0,39 pg.mg*MS nos tempos de 10, 15 e 30 dias de
germinacdo, respectivamente. Ja para o segundo, as concentracfes variaram de 14,62; 12,09;

5,98 e 1,61 pug.mg*MS nos tempos de 5, 10, 15 e 30 dias de germinacéo (Tabela 4).

Tabela 4. Alteracbes da composicdo de acidos graxos (%) em plantulas de pinhdo-manso
(Jatropha curcas L) durante o processo de germinacdo e desenvolvimento de plantulas in vitro.

Massa (ug.mg*MS)
Acido graxo 0 1 dia 3 dias 5 dias 10 dias 15 dias 30 dias
Acido Palmitico 4 )5 100 000400 000+00 403435 327425 175410 09809

(C16:0)
Acido caoy 0 000200 000:00 00000 230%24 238%L7 133208 086108
ACi‘zglnggi”co 0,00£00 00000 00000 2,61%25 236425 11704 03300
A"Egig'lé)ico 000400 000%00 00000 86970 67857 24613 03900
A"id(%'l-g:‘g)'éico 000£00 0,00%0,0 00000 14,62+104 1209496 598+21 1,610,1
ACid"(‘é'ng:”Bc;'é”ico 000£00 0,00%0,0 00000 041%04 123:07 110206 0,75%0,6
ACid‘(’CAZrOa:%‘;idico 000400 00000 00000 009%02 009%01 00400 0,01%00
ACi‘(’gZ%'f‘li;“co 000£00 0,00%0,0 00000 005%0,1 001:00 002#01 0,080,0
ACi‘i%ZB;%‘A;”iCO 000£00 0,00%0,0 00000 048424 000:00 000%00 0,010,0
A"i?c‘:’zgff;’ico 0,00#00 0,00+0,0 000+00 053+12 017#04 00100 00200
Total 00000 00000 00000 3440%30 2837%23 1387401 504202
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Nas plantulas foram detectadas a presenga do acido a-Linolénico que ndo foi observado
no endosperma. Porém, a concentracdo desse &cido graxo foi baixa, variando de 0,42; 1,23;
1,10 € 0,72 pg.mg*MS nos dias 5, 10, 15 e 30 dias de germinagao, respectivamente (Tabela 4).

A concentracéo total de lipideos também decresceu em plantulas de acordo com o tempo
de germinacédo e desenvolvimento, possivelmente devido ao desenvolvimento da plantula. No
5° dia de cultivo foi verificado 34,40 pg.mg*MS de lipideos, caindo para 28,37 e 13,87 pug.mg-
1MS no 10° e 15° dia, chegando a 5,04 pug.mg*MS no 30° dia de cultivo (Tabela 4).
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4, CONCLUSOES

Com os resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir que:
e Assementes de pinhdo-manso apresentam uniformidade quanto as analises biométricas
o Tegumento de coloragdo preta e textura aspera;
o 1,82 cm de comprimento e 1,22 cm de largura;
o Massa médio de 0,58 g e
o Umidade de 17,86%.
e A germinacdo € rapida, com 5 dias de cultivo e a formagdo de plantulas com folhas
completamente expandidas aos 30 dias de cultivo;
e Anatomicamente as sementes de pinhdo-manso apresentam:
o Endosperma com células isodiamétricas, com paredes delgadas e contetdo celular
visivel em formas de gotas de lipideos e corpos proteicos e
o Plantas com cotilédones e folhas com epiderme simples e mesofilo composto por
parénquima palicadico e lacunoso e hipocotilo com cilindro vascular do tipo
eustelo.
e Histoquimicamente:
o Os lipideos e proteinas aparecem como o principal material de reserva no
endosperma;
e Bioquimicamente:
o Os lipideos aparecem como o principal material de reserva no endosperma;
o O amido aparece em maiores concentracdes nas plantulas;
o Os principais &cidos graxos disponibilizados durante a germinacdo e pos

germinacdo foram o acido oleico e o linoleico.
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COMPORTAMENTO INTERMEDIARIO PARA SEMENTES DE PINHAO-MANSO:
UMA NOVA SZLASSIFICAC}AO QUE PODE INFLUENCIAR OS METODOS DE
CONSERVACAO EX SITU DA ESPECIE

RESUMO

O objetivo do trabalho foi avaliar o comportamento de sementes e eixos embrionarios de
pinhdo-manso durante diferentes condi¢cbes de armazenamento e propor estratégias para a
correta conservacao ex situ da espécie. Primeiramente, realizou-se o processo de dessecacao
das sementes em silica-gel por 0, 24, 48, 96 e 192 horas. Para cada tempo de dessecacdo, as
sementes foram armazenadas por 0, 180, 360 e 720 dias em diferentes condi¢des de temperatura
(25°C, 6°C, -20°C e -196°C). Transcorrido o tempo de conservacao, as sementes foram avaliadas
pelo teste de condutividade elétrica e germinadas in vitro, sendo a taxa de germinacgdo avaliada
apos 30 dias de cultivo. Para a criopreservacdo de eixos embrionarios foi realizado a extracao
dos eixos embrionarios em condicdes assepticas, seguida pela hidratagdo nos mesmos por 1
hora em placa de petri contendo papel filtro umedecido com &gua destilada estéril. Em seguida,
aplicou-se os tempos de dessecacdo por exposicdo ao fluxo de ar da camara de fluxo laminar
por 0, 2, 4, 6, 8 e 10 horas. Apds a dessecacéo, o0s eixos foram criopreservados por 0, 2, 30, 90,
180 e 360 dias. Transcorrido o tempo de criopreservacéo foi realizado o teste de germinacéo in
vitro, com avaliagdo apds 30 dias de cultivo. Para ambos os experimentos, a umidade inicial do
material vegetal foi avaliada, bem como apds cada tempo de dessecacdo. As sementes de
pinhdo-manso se mostraram tolerantes a dessecacdo, mantendo a viabilidade com até 4,3% de
umidade. Porém, ndo toleraram o armazenamento por até 720 dias em baixas temperaturas,
sugerindo um comportamento intermediario de armazenamento. O teste de condutividade
elétrica na avaliacdo da qualidade das sementes apresentou alta correlagdo com a taxa de
germinacdo. A criopreservacao de eixos embrionarios com umidades de 9,4 e 7,6% foi eficaz,
apresentando mais de 90% de germinacdo, sendo assim considerado a melhor técnica de
conservacdo a longo prazo desta espécie.

Palavras-chave: Jatropha curcas, conservacao ex situ, sementes, eixos embrionarios, tolerancia
a dessecacao.
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BEHAVIOR FOR INTERMEDIATE PINHAO-MANSO SEEDS: A NEW
CLASSIFICATION THAT MAY INFLUENCE THE CONSERVATION METHODS
OF EX SITU SPECIES

ABSTRACT

The objective was to evaluate the seed behavior and embryonic axis of pinhdo-manso during
different storage conditions and propose strategies for proper ex situ conservation of the species.
First, there was the drying process of the seeds on silica gel with 0, 24, 48, 96 and 192 hours.
For each drying time, the seeds were stored for 0, 180, 360 and 720 days in different temperature
conditions (25 ° C, 6 ° C, -20 ° C and -196 ° C). Elapsed time of conservation, the seeds were
evaluated by electrical conductivity test and in vitro germinated, and the germination rate
evaluated after 30 days of cultivation. For cryopreservation embryonic axis was performed at
embryonic axes extraction under aseptic conditions, followed by hydration in them for 1 hour
in petri dishes containing filter paper moistened with sterile distilled water. Then, the applied
time of drying by exposure to air flow from laminar flow hood for 0, 2, 4, 6, 8 and 10 hours.
After desiccation, the axes were cryopreserved by 0, 2, 30, 90, 180 and 360 days. Elapsed time
of cryopreservation was performed in vitro germination test, with evaluation after 30 days of
cultivation. For both experiments, the initial moisture of the plant material was evaluated, and
after each time desiccation. The pinhdo-manso seeds showed desiccation tolerant, maintaining
the viability of up to 4.3% moisture. But not tolerate storage for up to 720 days at low
temperatures, suggesting a storage intermediate behavior. The electrical conductivity test to
evaluate the quality of the seeds was highly correlated with the germination rate.
Cryopreservation of embryonic axis with moisture content of 9.4 and 7.6% was effective, with
over 90% germination, and therefore considered the best long-term conservation technique of
this kind.

Keywords: Jatropha curcas, ex situ conservation, seeds, embryonic axes, tolerance to
desiccation.
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1. INTRODUCAO

O pinh@o-manso (Jatropha curcas L.), pertencente a familia Euphorbiaceae, é uma
espécie adaptada as condi¢es edafoclimaticas brasileiras, principalmente as do Nordeste, onde
seu crescimento e desenvolvimento sdo tidos como 6timo (ARRUDA et al., 2004). A
quantidade de dleo encontrada em suas sementes esta entre 37% e 40%) e sua produtividade
varia muito em funcdo da regido de plantio, método de cultivo e tratos culturais, idade da
cultura, bem como da quantidade de chuva e da fertilidade do solo e, notadamente, gendtipo
utilizado (MUKHERJEE et al., 2011; PANDEY et al., 2012). Segundo Brasil (1985), em
espacamento 3x3, o rendimento anual de 6leo pode atingir de 3,0 a 4,0 t/ha. J& para Carnielli
(2003), 0 pinhdo-manso produz, no minimo, 2,0 t/ha/ano.

Entretanto, apesar da importancia da espécie, cientificamente ainda sdo relativamente
poucos os estudos que relatam técnicas de propagacao, cultivo e conservacdo de germoplasma
(OPENSHAW, 2000; SATURNINO, et al., 2005; BELTRAO, 2006; NUNES et al., 2009;
CARELS, 2009; GOLDFARB et al, 2011; HORING et al., 2011; MUKHERJEE et al., 2011;
SILVA et al., 2011; ZONTA et al., 2011; PANDEY et al., 2012; PINTO JUNIOR et al., 2012
e PRADA et al., 2015).

Quando se trata de conservacdo ex situ a semente € o propagulo preferido para a
conservacdo de germoplasma, devido ao relativo baixo custo de armazenamento, facilidade de
manuseio e regeneracdo de plantas inteiras (CHIN, 1994; PRITCHARD, 2008). Assim, a
conservacdo de sementes tem sido a forma mais rotineiramente utilizada para garantir a
disponibilidade de recursos genéticos vegetais em longo prazo (ROBERTS, 1989).

Todavia, 0 sucesso do armazenamento de sementes depende do conhecimento sobre o
comportamento destas durante este processo, 0 que possibilita a utilizacdo de condicbes
adequadas para a manutencdo da viabilidade (HONG e ELLIS, 1996).

As sementes sdo classificadas em trés grupos distintos com relacdo ao comportamento
no armazenamento. No primeiro estdo as ortodoxas, que se mantém viaveis ap0s dessecacao
até um grau de umidade em torno de 5% e podem ser armazenadas sob baixas temperaturas por
um longo periodo. No segundo grupo tém-se as recalcitrantes, ou sementes sensiveis a
dessecacdo, que ndo sobrevivem com baixos niveis de umidade, o que impede o seu
armazenamento por longo prazo (ROBERTS, 1973). Além destes grupos ha um terceiro, no
qual as sementes apresentam um comportamento de armazenamento intermediario ao ortodoxo
e ao recalcitrante (Ellis et al., 1990). E, de acordo com Hong e Ellis (1996), as sementes que

apresentam comportamento intermediario sdo aquelas que toleram a desidratacdo até valores
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préximos a 7,0% a 10% de umidade e ndo toleram baixas temperaturas durante periodo de
tempo prolongado. Assim, a classificacdo das sementes quanto a capacidade de armazenamento
depende de estudos de tolerancia a dessecacdo e do armazenamento sob temperaturas baixas
(HONG e ELLIS, 1996).

As sementes de pinhdo-manso séo caracterizadas como ortodoxas (DENG et al., 2008;
SILVA et al., 2012), embora outros autores relatam perdas de até 50% de viabilidade, ap6s
armazenamento de 15 meses (JOKER e JEPSEN, 2003; PRADA, et al., 2015). E, assim como
em pinhdo-manso, outras espécies também classificadas como ortodoxas foram avaliadas
guanto ao armazenamento a longo prazo, verificando-se em algumas delas, como em Arachis
hypogaea (GAGLIARDI et al., 2003), Cuphea carthagenensis (CRANE et al., 2006) e Prunus
avium L (CHMILARZ, 2009) que a viabilidade de sementes também ricas em dleo, podem ser
reduzidas com o tempo de armazenamento, sendo nesses casos mais adequadamente
classificadas como intermediarias.

Segundo Crane et al. (2006), espécies com sementes intermediarias podem ser
caracteristicas daquelas com grande quantidade de lipidios, que perdem a viabilidade quando
armazenadas por longos periodos de tempo, devido ao estresse provocado pela desidratacao e
exposicdo a baixa temperatura. Ainda segundo os autores, neste tipo de semente a temperatura
baixa, geralmente abaixo de zero, cristaliza a agua e os lipidios, provocando, assim, injurias nas
células da semente quando esta é colocada para germinar, apos a conservacdo. Neste caso,
estratégias convencionais ndo séo efetivas para a conservacao das sementes.

Entre as técnicas de conservacao ex situ, a utilizacdo da criogenia é uma das alternativas
mais promissoras para 0 armazenamento a longo prazo, pois nessa temperatura, as divisdes
celulares e processos metabolicos sdo drasticamente reduzidos e o material vegetal pode, assim,
ser armazenado sem alteracGes ou modificacBes por um periodo de tempo teoricamente
ilimitado. Além disso, as sementes podem ser armazenadas em um volume pequeno e
protegidas da contaminacgdo ou ataque de microrganismos (SANTOS, 2000; ALMEIDA et al.,
2010; GOLDFARSB et al., 2010; ENGELMANN, 2011; PRADA et al., 2015).

Mas apesar de todas as vantagens ja descritas do uso de técnicas criogénicas para
a conservacdo de sementes a longo prazo, a eficiéncia da criopreservacdo também depende de
uma série de fatores, entre os quais, a velocidade de congelamento e descongelamento dos
propagulos (CROWE, 1990). Ainda em 1982, Styles e colaboradores avaliaram a
criopreservacdo de sementes de 24 espécies submetidas ao teste de descongelamento répido e

lento, ap6s o tempo de criopreservagdo. Segundo os autores, os melhores resultados foram com
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descongelamento rapido em banho maria a 40°C por 90 segundos. Entretanto, Marin et al.
(1990) chama a atengdo para o fato de que o descongelamento rapido poder provocar danos
fisicos devido a diferencas nas propriedades de expansdo entre as partes das sementes, levando
a formacdo de fissuras que podem alterar o contato com cotilédones e endosperma. Tendo em
vista que as informagdes sobre a fisiologia e conservacdo de sementes de pinhdo-manso ainda
sdo limitadas e controversas, este trabalho teve por objetivo avaliar o comportamento de
sementes de pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) durante condi¢cGes de armazenamento, além

de propor métodos e estratégias para a correta conservacao ex situ da espécie.

72



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Local dos experimentos e material vegetal utilizado

Os estudos foram conduzidos no Laboratdrio de Cultura de Tecidos Il e anexos da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, DF.

As sementes de pinhdo-manso utilizadas nos experimentos foram obtidas de amostras do
acesso 115-1-1 do Banco Ativo de Germoplasma de pinhdo-manso (BAG-Pinh&o-manso),

localizado no Campo Experimental da Embrapa Cerrados, em Planaltina — DF.

2.2. Conservacao a longo prazo de sementes de pinhdo-manso
2.2.1. Determinagéo do grau de umidade inicial das sementes

Para a determinacdo da umidade inicial das sementes utilizou-se a metodologia de estufa
a 105 £ 5°C por 24 horas, de acordo com as Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009).

A umidade foi calculada na base do peso umido, aplicando-se a seguinte formula:

100(P-p)
Pt

% de Umidade (U) =
Onde:

P = peso inicial; peso do recipiente e sua tampa mais o0 peso da semente Umida;

p = peso final; peso do recipiente e sua tampa mais 0 peso da semente seca;

t = tara; peso do recipiente com sua tampa.

O resultado final foi obtido em percentagem, por meio da média aritmética das
percentagens de cada uma das repeticoes retiradas da amostra de trabalho. Para a determinacao

da umidade utilizaram-se cinco repeticdes de 5 sementes cada.

2.2.2. Dessecacao das sementes

Depois de verificada a umidade inicial, as sementes foram colocadas para dessecar em
bandejas de plastico com tampa (30 x 30 x 10 cm), contendo em cada bandeja 2 kg de silica gel
azul, a qual foi coberta com papel filtro, de modo que as sementes ficaram espalhadas
uniformemente sobre o papel, sem contato direto com a silica.

As bandejas contendo a silica gel e as sementes foram entdo tampadas e lacradas com
fita adesiva e acomodadas em sala com temperatura de 25°C.

Os tempos de dessecacdo das sementes em silica gel foram de: 0, 24, 48, 96 e 192 horas.
Ap0s transcorrido cada tempo, amostras de cinco sementes de cada bandeja foram pesadas para

verificacdo da umidade, aplicando-se a formula citada anteriormente (item 2.2.1).
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2.2.3. Armazenamento das sementes

Apobs cada tempo de dessecacdo, as sementes foram acondicionadas em envelopes
aluminizados trifoliolados (polietileno-aluminio-polietileno), lacrados com seladora e
identificados. Em seguida, os materiais foram colocados em quatro condi¢fes de temperatura:
6 °C, 25°C, -20 °C e -196 °C (nitrogénio liquido). Na temperatura de -196°C os envelopes foram
colocados em canisters de aluminio e armazenados em botijées contendo nitrogénio liquido. Na
temperatura de -20 e 6 °C, os envelopes foram acomodados em caixa de papeldo devidamente
identificada e armazenados em camara fria, conforme procedimentos usados pelo Banco de
Sementes da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. J& os envelopes contendo as
sementes para 0 armazenamento a 25°C foram acomodados em caixa de papeldao e
acondicionados em sala de crescimento.

Nestas condigdes de temperatura de armazenamento, as sementes ficaram armazenadas

por até 720 dias, com avaliagdes aos 0 (controle), 180, 360 e 720 dias.

2.2.4. Andlise da germinacao e teste de condutividade elétrica de sementes de pinh&o-
manso conservadas

Transcorridos os tempos de conservacdo, 0s envelopes contendo as sementes foram
retirados dos locais de armazenamento e as sementes preparadas para o teste de germinacao.
2.2.4.1. Teste de descongelamento de sementes de pinhdo-manso armazenadas em
temperaturas sub-zero por 180 dias

Inicialmente, as sementes armazenadas por 180 dias nas temperaturas de -20°C e -196
°C foram avaliadas quanto a melhor maneira de descongelamento. Nesse teste, 0s envelopes
contendo as sementes congeladas foram submetidas a dois métodos de descongelamento:
Rapido (em banho-maria a 40°C por 3 minutos) e Lento (temperatura ambiente por 24 horas).

A etapa de germinacdo das sementes foi realizada sob condigdes in vitro, conforme
protocolo descrito por Silva et al. (2012), com algumas modificacGes. Para tanto, realizou-se a
remocdo do tegumento das sementes com o auxilio de alicate cirdrgico. Posteriormente, as
sementes de pinhdo-manso sem tegumento foram desinfestadas pela imersdo em alcool etilico
(70 %) por 1 minuto e hipoclorito de sédio (6% de cloro ativo) por 40 minutos. Em camara de
fluxo laminar, as sementes foram entéo lavadas trés vezes em agua destilada e autoclavada para
remocao do hipoclorito de sddio, e inoculadas em tubos de ensaio (25 x 150 mm), contendo 10
mL de sais e vitaminadas do meio de cultura de MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962),
acrescido de 30 g.L* de sacarose e 2,5 g.L* de Phytagel.
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Nestas condicGes de cultivo, o material vegetal foi mantido por 30 dias, em sala de
crescimento, a temperatura de 25 + 2 °C, fotoperiodo de 16 horas e irradiancia de 52 pmol.m-
2g

Transcorrido os 30 dias de cultivo realizou-se a avaliacdo da germinagdo das sementes.
Nessa avaliacdo foi considerada como germinadas sementes que apresentaram a protrusdo e
curvatura da radicula, bem como caracteristicas de uma plantula normal, como coloracdo
esverdeada dos eixos embrionarios, desenvolvimento e expansdo do hipocoétilo, cotilédones e

raizes.

2.2.4.2. Analise da germinacdo e teste de condutividade elétrica de sementes de pinh&o-
manso

Apos ser determinado a melhor forma de descongelamento das sementes de pinhdo-
manso e transcorrido o tempo de armazenamento, as sementes foram postas para germinar
conforme descrito anteriormente (2.2.4.1).

Para o teste de condutividade elétrica, uma parte das sementes oriundas dos testes de
conservacdo tiveram seus tegumentos removidos, conforme procedimento descrito
anteriormente, sendo imersas em 40 mL de agua ultrapura (MiliQ®). As sementes foram
incubadas em ambiente climatizado a 25°C por 24 horas onde, posteriormente, realizou-se a

retirada das sementes e a anélise da agua por leitura em condutivimetro digital (Hanna®).

2.2.5. Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado neste experimento foi o0 inteiramente
casualizado, em fatorial triplo 5 x 4 x 4, sendo 5 umidades (15,4 %, 9,7 %, 6,5 %, 5,1% e 4,3
%), 4 temperaturas de armazenamento (25, 6, -20 e -196 °C) e 4 tempos de conservacdo (0, 180,
360 e 720 dias), totalizando 80 tratamentos. Cada tratamento foi composto por 5 repeticdes de
25 sementes para cada repeticdo. Apos cada tempo de conservacdo foram avaliados: teor de
umidade, taxa de germinacdo das sementes, além da condutividade elétrica de cada tratamento.

Para avaliacdo da germinabilidade e da condutividade elétrica foram utilizadas 10
sementes por repeticdo para cada varidvel analisada, enquanto que para a verificacdo da
umidade utilizaram-se 5 sementes por repeticdo. Assim, do total das sementes utilizadas de cada
tratamento, 50 sementes foram utilizadas para avaliagéo da germinabilidade, 50 sementes para

o teste de condutividade elétrica e 25 sementes para avaliacdo do teor de umidade.
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Para o teste de descongelamento, o delineamento experimental utilizado foi em fatorial
duplo 5x2, sendo 5 tempos de dessecacdo (0, 24, 48, 96 e 192 horas) e 2 métodos de
descongelamento (rapido e o lento), totalizando 10 tratamentos. Cada tratamento foi formado
por 5 repeti¢des cada, sendo cada repeticdo composta por 10 sementes.

2.3. Criopreservacao de eixos embrionarios de pinhao-manso

Inicialmente, com o auxilio de alicate cirdrgico foi realizada a remocéo do tegumento das
sementes, seguida pela desinfestacdo das sementes em alcool (70%) por 1 minuto e imerséo em
hipoclorito de sédio (6% de cloro ativo) por 30 minutos. Posteriormente foram realizadas trés
lavagens em &gua destilada e autoclavada em camara de fluxo laminar.

Ap0s o processo de desinfestacdo, com o auxilio de pincas e bisturis realizou-se a retirada
do eixo embrionario das sementes de pinhdo-manso. Para se evitar danos no eixo embrionario,
realizou-se a retirada do mesmo com cerva de 2 mm de cotilédone, o qual também foi
importante para dar suporte para a pinga durante a remo¢do do eixo embrionario. Todo o
processo de remocao dos eixos embrionarios foi realizado em camara de fluxo laminar.

Apos a remocao dos eixos embrionarios, 0s mesmos foram dispostos em placas de petri
descartaveis (15 x 90 mm), contendo duas folhas de papel filtro umedecido com agua destilada
e autoclavada para embebicdo e padronizacdo da umidade. O tempo de embebicdo foi de 60
minutos.

Transcorrido o tempo de embebicéo, 0s eixos embrionarios foram transferidos para placas
de petri, contendo duas folhas de papel filtro seco para posterior processo de dessecacdo em

camara de fluxo laminar.

2.3.1. Determinacdo da umidade inicial dos eixos embrionarios

Para a determinacdo da umidade inicial dos eixos embrionarios utilizou-se a mesma
metodologia descrita no item 2.2.1 para determinagdo da umidade inicial das sementes. Porém,
para eixos embrionarios utilizaram-se dez repeticbes com 10 eixos embrionarios cada. Os eixos
embrionarios utilizados nesta etapa foram oriundos dos materiais hidratados, conforme

metodologia citada anteriormente.
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2.3.2. Dessecacdo dos eixos embrionarios

Depois de obtida a umidade inicial, os eixos embrionarios foram colocados para
dessecar em dez placas de petri descartaveis (15 x 90 mm), contendo duas folhas de papel filtro
secas, de modo que 0s eixos embrionarios ficaram espalhados de maneira uniforme sobre o
papel. As placas de petri foram ent&o abertas e dispostas uniformemente dentro da camara de
fluxo laminar para dessecagdo dos eixos embrionarios.

O tempo de exposicdo dos eixos embrionarios ao fluxo de ar da cdmara foi de: 0, 2, 4,
6, 8 e 10 horas. Apos transcorrido cada tempo de dessecacdo, amostras de dez eixos
embrionarios de cada placa de petri foram pesadas para verificacdo da umidade, aplicando-se a

formula citada na etapa de determinacdo da umidade inicial dos eixos embrionarios.

2.3.3. Armazenamento dos eixos embrionarios
ApoOs cada tempo de dessecagdo em camara de fluxo laminar, os eixos embrionarios
foram acondicionados em criotubos de 1,5 mL e identificados. Os tempos de criopreservagdo

foram de: 0 (controle — sem nitrogénio liquido), 2, 30, 90, 180 e 360 dias em nitrogénio liquido.

2.3.4. Analise da germinacao de eixos embrionarios criopreservados

Transcorridos 0s tempos de criopreservacdo, 0s criotubos contendo 0s eixos
embrionarios foram retirados do nitrogénio liquido e preparados para germinacao. Para tanto,
uma vez retirados do nitrogénio liquido, os criotubos contendo os eixos embrionarios foram
mergulhados em banho maria a 40°C por 90 segundos para descongelamento dos eixos
embrionarios.

Uma vez realizado o processo de descongelamento, os eixos embrionarios foram
colocados para germinar. A etapa de germinacao foi realizada sob condigdes in vitro. Para tanto,
em camara de fluxo laminar, os eixos embrionarios foram inoculados em tubos de ensaio (25 x
150 mm), contendo 10 mL do meio de cultura de MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962),
acrescido de 30 g.L* de sacarose e 2,5 g.L* de Phytagel.

Nestas condicBes de cultivo, o material vegetal foi mantido por 30 dias em sala de
crescimento, a temperatura de 25 + 2 °C, fotoperiodo de 16 horas e irradiancia de 52 pmol.m’
2g,

Transcorrido os 30 dias de cultivo, se realizou a avaliagdo da germinacdo. Nessa
avaliagdo foram considerados como germinados 0s eixos embriondrios que apresentaram

crescimento e curvatura da radicula, bem como caracteristicas de uma plantula normal, como
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coloragcdo esverdeada, desenvolvimento e expansdo do eixo, além de crescimento e

desenvolvimento do hipocétilo e das raizes.

2.3.5. Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado neste experimento foi o inteiramente
casualizado, em fatorial 6 x 6, sendo 6 periodos de dessecacao (0, 2, 4, 6, 8 e 10 horas) e 6
tempos de armazenamento (0, 2, 30, 90, 180 e 360 dias), totalizando 36 tratamentos. Cada
tratamento foi composto por 5 repeticdes de 30 eixos embrionarios para cada repeticao,
totalizando 150 eixos embrionadrios por tratamento. Transcorrido cada tempo de

criopreservacdo foram avaliados o teor de umidade e a taxa de germinacgdo de cada tratamento.

2.4. Analise estatistica
Todos os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA),
empregando-se o programa ASSISTAT Versdo 7.7 beta (2011) (SILVA e AZEVEDO, 2009),

sendo a médias dos tratamentos comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Conservacao de sementes de pinhdo-manso
3.1.1. Determinacéo do grau de umidade das sementes

Na Figura 1 pode ser observado a curva de dessecacdo das sementes de pinhdo-manso
em razdo do tempo de dessecacdo. Verificou-se que as sementes apresentaram umidade inicial
de 15,4 %, a qual foi nitidamente decrescendo com o aumento tempo de exposicdo ao
tratamento com silica gel, alcancando 4,3 % de umidade, apds 192 horas de dessecacao.

A dessecacao das sementes de pinhdo-manso ndo influenciou significativamente a

germinacédo das sementes que foi acima de 80% (Tabela 1).
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Tempo de dessecacdo em silica-gel (horas)

Figura 1. Curva de dessecacdo de sementes de pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) em silica
gel em razéo do tempo de dessecacéo.

Tabela 1. Germinacdo de sementes de pinhdo-manso (Jatropha curcas L) em funcéo do teor
de umidade em sementes®.

Teor de umidade (%) Germinacéo (%)
15,4 82,3+2,1a
9,6 86,2 4,3 a
6,5 80,5+3,3a
5,1 82,1+2,5a
4,2 82,2 +2,1a

“Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

Resultados semelhantes foram descritos por Silva et al. (2012) que também avaliaram a
dessecacgdo de sementes de pinhdo-manso em silica gel por até 120 horas e observaram que com
0 tempo de exposicdo a silica gel a umidade decresceu para 6,4% nas primeiras 24 horas de
secagem, até atingir 2,4% de umidade com 120 horas de dessecacdo. E, segundo o0s autores,

mesmo nesta umidade, ndo houve influéncia da umidade sobre a percentagem de germinacé&o.
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3.1.2. Teste de descongelamento de sementes de pinhdo-manso armazenadas em
temperaturas sub-zero por 180 dias

Nesse trabalho, sementes armazenadas nas temperaturas de -20°C e em nitrogénio
liquido, ap6s 6 meses de conservagdo, passaram por um teste para se verificar qual o melhor
método de descongelamento das sementes, o qual seria entdo utilizado para os demais tempos
de conservacéo.

Na Tabela 2 pode ser observado a taxa de germinacdo das sementes em relacdo as
temperaturas de armazenamento, teor de umidade e o tipo de descongelamento. Verificou-se
que sementes conservadas a -20°C ndo apresentaram diferencas estatisticas entre os tipos de
descongelamento. J& para os tratamentos onde as sementes foram armazenadas em nitrogénio
liquido, apenas os tratamentos com sementes apresentando umidade de 9,7 e 6,5% apresentaram

diferencas estatisticas entre os dois tipos de descongelamento.

Tabela 2: Germinacdo de sementes de pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) em relacdo a
temperatura de armazenamento, teor de umidade e tipo de descongelamento das sementes
armazenadas por 180 dias

Temperatura de Tipo de Teor de umidade das sementes (%)
armazenamento  descongelamento 15,4 9,7 6,5 51 4,3
Répido 52,0+6,0 aB 78,0+2,0aA  70,0+4,0aB 86,0+4,0aA  80,0+3,0aA
_ 0
20°C Lento 40,0 6,0 aC 88,0+4,0aA 80,0 +3,0aA 76,0 4,0 aB 70,0 £3,0aB
Rapido 40,0 £3,0aC 56,0 £2,0 cB 74,0 £2,0 aA 86,0+4,0aA  82,0+4,0aA

-196°C

Lento 42050aB  680+40bA  380+70bB  780%50aA 7404 0aA

ZMédias seguidas pela mesma letra, mintscula nas colunas e maitsculas nas linhas nao diferem pelo teste de Scott-
Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

Segundo Fonseca et al. (2012), ao se armazenar semententes em baixas temperaturas,
principalmente em condicdes de nitrogénio liquido, é importante se levar em conta 0 método
de descongelamento delas, pois quanto mais rapido ocorrer o descongelamento das sementes,
melhor a preservacdo de suas caracteristivas fisioldgicas. Em diferentes cultivares de girassol
conservadas em temperaturas subzero por até 6 meses, 0 método de descongelamento afetou a
germinacdo das sementes (MOTTA et al., 2014). Segundo os autores, sementes descongeladas
rapidamente em banho maria apresentaram maior germinacao, ap0s o periodo de conservacgao.

De acordo com Benson et al. (2000), tanto a velocidade de congelamento quanto a de
descongelamento influenciam a germinacgéo e, quanto mais rapido ocorrer o descongelamento
das sementes, melhor deve ser a preservacao de suas caracteristicas fisiologicas. Para os autores,
0 método de descongelamento lento (temperatura ambiente) se torna questionavel, uma vez que

existe a possibilidade de ocorrer um recongelamento durante este periodo, ocosionando a
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formac&o de cristais de gelo que podem provocar injurias na membrana plasmatica, resultando
em danos ou morte celular.

Nesse trabalho, apesar de ndo ter sido observado diferengas significativas nos
tratamentos com as umidades mais baixas (entre 5,1 e 4,3%), foi possivel verificar que as
sementes apresentaram taxas levemente mais elevadas de germinacéo, quando descongeladas
rapidamente (acima de 80%). Assim sendo, optou-se pelo teste de descongelamento rapido para

0s demais tempos de conservagéao.

3.1.3 Anadlise da germinacéo e teste de condutividade elétrica de sementes de pinhé&o-
manso
3.1.3.1. Analise da germinacao

Na Tabela 3 pode-se verificar a taxa de germinacdo em funcdo dos periodos, das
temperaturas de armazenamento e das umidades das sementes. Durante o tempo zero (controle)
de conservacéo nao foram observadas diferengas estatisticas significativas de germinacao entre
as umidades das sementes, sugerindo que mesmo com diferencas de umidade variando entre
15,4 e 4,3%, as sementes mostraram-se vidveis, com até 86% de germinacéo

No entanto, a combinacao das diferentes umidades com o tempo de armazenamento e
as diferentes temperaturas de conservacao refletiram significativamente na germinacdo das
sementes, notadamente com queda da germinacdo, em todas as temperaturas de conservagédo
analisadas (Tabela 3).

Inicialmente, todas as sementes apresentaram mais de 80% de germinacao,
independente da umidade em que elas se encontravam. Porém, apds 720 dias de conservacéao
os tratamentos com umidade inicial (15,4%) apresentam queda de 100% na germinacdo em
todas as temperaturas de armazenamento. Ja nos tratamentos com 9,7% de umidade a maior
taxa de germinacdo observada ap06s 720 dias, foi de 68% na conservacdo a 6°C. O mesmo foi
observado para os tratamentos com 6,5; 5,1 e 4,3% de umidade, 0s quais apresentaram 74, 72
e 60% de germinacdo apos esta condicdo de armazenamento.

Quando armazenadas em temperaturas sub-zero ap6s 720 dias, a queda na germinacao
foi ainda maior. Tratamentos com 9,7% de umidade apresentaram 22% de germinacdo apds a
conservacdo a -20°C e 60% em nitrogénio liquido. As demais umidades (6,5; 5,1 e 4,3%)
apresentaram 36, 56 e 12% respectivamente de germinacao ap0s conservacao em -20°C e 50,

52 e 60% de germinacdo quando armazenadas em nitrogénio liquido (Tabela 3).
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Em contraste, sementes com umidade de 5,1% nao apresentaram diferencas estatisticas
com o controle até 360 dias de armazenamento em nitrogénio liquido (Tabela 3).

Tabela 3: Germinacdo de sementes de pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) em relagdo aos
tempos, temperaturas de armazenamento e teor de umidade das sementes

“Médias seguidas pela mesma letra, mindscula dentro de cada coluna e mailsculas dentro de cada linha, ndo
diferem pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

Armazenamento Umidade (%)%

Dias Tem?fcr;‘““ra 15,4 9,7 6,5 5,1 43
(Conf:role) - 820+20aA  860+40aA  800:30aA  820:20aA  820%20aA
. 0000dE  580+70cB  680%60bA  480+40cC  38,0%60eD
6 480+40bB  740+40bA  740+40bA  680+50bA 56,0420 cB
180 20 520460bC  780+20bA  700+40bB  86,0+40aA  80,0430aA
NL 400430cD  560420cC  740+20bB  860+40aA  820%40aA
s 00+00dD  56,0%40cB  560%40cB  660+40bA  32,0%2,0 eC
6 00%00dC  76,0+50bA  70,0+40bA  34,0%40eB  70,0+30DbA
360 20 00£00dD  560%20cB  70,0#60DA 6004008  380%20eC
NL 36,0+40cC  560+20cB  50,0+30cB  820%40aA  46,0+20dB
o 00:00dB  400+40dA  34,0:20dA  44020dA  340%2,0eA
5 0000dC  680+40bA  740+20bA  72,0+40bA  60,0+2,0cB
720 20 00:00dE  220%20eC  360+20dB  560%2,0cA  12,0%2,0D
NL 0000dC  600%30cB  500+40cB  520%20cB  60,030cB

O teor de umidade de uma semente no processo de conservacao € importante para
estabilidade e manutencdo da germinacdo durante o periodo em que elas serdo armazenadas,
interferindo, juntamente com a temperatura do local de conservagédo, no tempo em que essas
sementes podem ser conservadas (PRITCHARD e NADARAJAN, 2008).

Segundo ALVES et al. (2008), de uma maneira geral, dependendo das condi¢cdes
ambientais e das caracteristicas das préoprias sementes, a deterioracdo pode se dar de forma
muito rapida ou ser consideravelmente retardada. E, entre as diversas técnicas estudadas na
busca de condicdes ideais de armazenamento, a principal ainda é a reducdo do seu metabolismo,
tanto por meio da remocdo de agua, como pela diminuicdo da temperatura do ambiente de
armazenamento.

De acordo com Villela e Peres (2004), sementes armazenadas com umidades acima de
10%, além de manterem seu metabolismo acelerado, consumindo de forma rapida suas reservas,
ainda podem sofrerem agé&o de microrganismos, sendo condi¢des de ambiente seco e frio mais

favoraveis ao armazenamento das sementes, especialmente as ortodoxas.
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A queda na germinagdo se sementes de pinh&o-manso, observada nesse trabalho,
também pode estar relacionada ao alto teor de lipidios encontrado nas sementes. Varios autores
relatam que sementes oleaginosas sdo dificeis de se conservar, quando comparadas com
sementes ricas em amido (BONNER, 1990; PENCE, 1990; VAZQUEZ e ARECHIGA, 1996;
GAGLIARDI et al., 2003; PEREIRA et al., 2013). Isso deve-se ao fato de que lipidios sdo
quimicamente instaveis, sendo a peroxidacdo lipidica uma das principais causas da deterioracdo
de sementes oleaginosas. Esse fato leva a uma cascata de acontecimentos, inicialmente pela
desestruturacdo do sistema de membranas e, posteriormente, pelo ataque aos constituintes
quimicos por radicais livres, que promovem mudangas nos sistemas de membranas e atividade
de biossintese, reducdo na velocidade de germinacdo e, consequentemente, no potencial de
armazenamento das sementes (CHANDEL et al., 1995; SATTLER et al., 2004).

Ainda de acordo com Crane et al. (2003) e Volk et al. (2006), sementes com conteido
elevado de 0leo s&o mais suscetiveis a injurias e danos fisicos causados por exposicoes a baixas
temperaturas. Segundo 0s autores, baixas temperaturas podem cristalizar lipideos durante a
conservacdo das sementes. Portanto, no momento do congelamento, espera-se que ocorra
interacdo entre 0 conteddo de agua e de Gleo das sementes, quanto a viabilidade, embora as
razdes dessa interacdo ainda ndo sejam conhecidas.

Zonta et al. (2014), avaliando o armazenamento de sementes de pinhdo-manso em
diferentes embalagens e ambientes, recomendam que a conservacdo de pinhdo-manso por
tempo superior a 200 dias seja feita em baixas temperaturas, de preferéncia em ambientes
refrigerados. Goldfarb et al. (2010), estudando o efeito da crioarmazenamento de sementes de
pinhdo-manso por até 90 dias, verificaram percentagem de germinacdo de 63%, ndo havendo
diferenca estatistica entre os tempos de conservacao e as temperaturas de armazenamento (-170
e -196°C). Entretanto, segundo o0s autores, a analise por apenas trés periodos de
crioarmazenamento, sendo o ultimo periodo de 90 dias, foram insuficientes para avaliaces
conclusivas sobre o comportamento das sementes. Os mesmos autores sugerem prolongar o
periodo de criopreservacdo para se ter uma analise mais detalhada sobre a qualidade das
sementes nessas condicdes de armazenamento, pois, diversos trabalhos de conservacdo de
oleaginosas apontam um decréscimo na taxa de germinacdo com o prolongamento do tempo de
armazenamento.

Alguns autores sugerem que sementes de pinhdo-manso séo ortodoxas (DENG et al.,
2008; SILVA et al., 2012). No entanto, outros autores também relataram uma perda de até 50%

de viabilidade das sementes, apds armazenamento em baixa temperatura durante 15 meses
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(JOKER e JEPSEN 2003). De acordo com Roberts (1973), sementes ortodoxas se mantém
vidveis apos a dessecacdo até um grau de umidade em torno de 5% e podem ser armazenadas
sob baixas temperaturas por um longo periodo de tempo. Entretanto, nesse trabalho foi possivel
verificar que sementes de pinhdo-manso toleram o armazenamento por 360 dias, mantendo
indices de germinacédo acima de 80%, quando conservadas com umidade de 5,1% em nitrogénio
liquido (-196°C) e descongeladas rapidamente. Porém, uma queda de mais de 40% € observada
nesses tratamentos quando as sementes sdo conservadas por 720 dias.

Segundo Ellis (1996) existem sementes que podem ser classificadas como
intermediarias, pois apresentam um comportamento de armazenamento intermediario ao
ortodoxo e ao recalcitrante. De acordo com Hong e Ellis (1996) esse tipo de sementes toleram
a desidratacdo, mas ndo toleram baixas temperaturas durante longos periodo de
armazenamento. E, uma caracteristica importante relacionada as sementes intermediarias de
origem tropical é a perda da sua longevidade, quando armazenada em temperatura abaixo de
10°C (ELLIS et al., 1990; HONG e ELLIS, 1992).

Desta forma, de acordo com os resultados obtidos nesse trabalho, sementes de pinhao-
manso deveriam ser classificadas como intermediarias, pois apesar de tolerarem baixos niveis
de umidade, demonstram sensibilidade a baixa temperatura de armazenamento quando

armazenadas por longos periodos.
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3.1.3.2. Teste de condutividade elétrica

Os resultados do teste de condutividade elétrica para avaliacdo da qualidade das
sementes de pinhdo-manso armazenadas com diferentes umidades e em diferentes temperaturas
por até 720 dias se encontram na Tabela 4.
Tabela 4: Condutividade elétrica em sementes de pinhdo-manso (Jatropha curcas L.)

armazenadas com diferentes umidades e em diversas temperaturas por até 720 dias

Condutividade Elétrica (uS.CM™.G™)

Armazenamento Umidade (%)

Pfdriz’so SR 15,4 97 65 51 43
Controle - 3500+2300A  1540%1500B  1486100DB  189.8+21,00B  169,0+ 25008
- 4852+240CA  2958+310bB  2030:150bB  420,04460aA  312,0+29,0aB
5 2668+310dA  2754+320bA  2582+230bA  1560%80bA  217,4+110bA
180 . 4448+2290CA  169,6+140CB  2034%60 bB  2118+230bB  232,2+80bB
NL 2434+120dA  1774%170cA 2348430 bA  2974+480aA  228,0+280bA
- 82804380aA  330,64+220bB  3020+150bB  301,0%21,0aB  284,2+20,0aB
6 557,24650bA  2310+320bB  2306+140bB  2440+290bB 1968+ 20,0 bB
360 20 6500£510bA  2852+540DC  3978+47,0aC  2550£7,0bC  4794+47,0aB
NL 369.8+400dB  2466+280bB  4730%960Aa  3116+320aB  330,8:+47,0aB
- 8026+450aA  741,1%900aA  4866:610aB  380£240aC  352,8+630aC
5 667,6+830bA  3052+1080DC  4582+122,0aB  269,4+500bC  374,8:+89,0aB
720 20 667,6+830bA  3324+320bB  3992+137,0aB  3466+39,0aB  347,6+81,0aB
AL 6208+980bA  3178+520bB  4324:350aB  3764:320aB  378,6+53,0aB

Coeficiente de correlacdo -0,81*

ZMédias seguidas pela mesma letra, mindscula dentro de cada coluna e maitsculas dentro de cada linha, ndo
diferem pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade. * significativo a 5% de probabilidade pelo

teste t.

No tratamento controle (onde é avaliado apenas o efeito da dessecacdo) pode-se verificar
gue apenas as sementes com a maior umidade (15,4%) apresentaram diferencas estatisticas
entre as demais umidades (9,7; 6,5; 5,1 e 4,3%), sendo esta também a maior média (Tabela 4).

Em analises de condutividade elétrica, quando menor o valor da condutividade elétrica,
maior € a estabilidade das membranas e a qualidade das sementes armazenadas (VIEIRA et al.,
2002). Assim, pode-se observar que, mesmo sem serem armazenadas, sementes com umidade
abaixo de 10% apresentam meédias de condutividade menores e estatisticamente diferentes das
sementes com umidades mais elevadas (Tabela 4).

Entretanto, quando foi avaliado o efeito do tempo de conservacdo em relagdo as
umidades, pdde-se verificar que a partir de 360 dias de armazenamento praticamente todas as
umidades apresentaram médias de condutividade elétrica superiores as do controle e também

daquelas do periodo de 180 dias de conservacao (Tabela 4).
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Resultados semelhantes foram descritos por Chaves et al. (2012) em sementes de
pinhdo-manso. Os autores observaram que sementes armazenadas em ambiente natural,
comparativamente as armazenadas em camara refrigerada e cdmara climatizada, apresentaram
maiores valores de condutividade elétrica em todos os meses de avaliacOes e que a lixiviacdo
eletrolitica foi crescente ao longo do tempo. Abreu et al. (2011), também descrevem resultados
semelhantes na avaliacdo da condutividade elétrica de sementes de girassol armazenadas sob
diferentes temperaturas. Os autores relataram um decréscimo na germinagao com o decorrer do
periodo de armazenamento, em todas as temperaturas testadas. Entretanto, o armazenamento
em baixa temperatura propiciou a manutencdo de melhor qualidade fisioldgica das sementes
em relacdo aquelas armazenadas a 25 °C, embora a reducdo na germinagdo ocorreu
independentemente da temperatura de armazenamento. Pontes et al. (2006) também verificaram
que os valores de condutividade elétrica foram constantes em sementes de sibipiruna
(Caesalpinia peltophoroides Benth.) armazenadas a 5 °C. Porém, naquelas que permaneceram
em ambiente a 20 °C houve aumento significativo da condutividade elétrica durante o periodo
de armazenamento. Resultados semelhantes obtidos para sementes de soja indicam que a
quantidade de ions lixiviados pelas sementes € influenciada pela temperatura de
armazenamento (VIEIRA et al., 2001; PANOBIANCO e VIEIRA, 2007).

A relacdo entre o teste de condutividade elétrica e a taxa de germinacdo foi calculada
por teste de correlacdo, tendo sido determinado um coeficiente de correlacdo linear de -0,81
(correlacédo negativa forte) (Tabela 4). Assim, verifica-se que a percentagem de germinacao das
sementes de pinhdo-manso € inversamente proporcional ao resultado da condutividade elétrica.
Esse resultado corrobora os dados apresentado nas Tabela 3, onde os tratamentos com menores

valores de eletrdlitos lixiviados apresentaram maior taxa de germinacao.

3.2. Criopreservacao de eixos embrionarios de pinhdo-manso
3.2.1. Determinacéo da curva de dessecacao

Apos 60 minutos de hidratacdo, os eixos embrionarios apresentavam 61,7% de umidade, A
queda da umidade de acordo com o tempo de exposicdo ao fluxo de ar foi evidente, sendo que
apos 2 horas de dessecacdo 0s eixos embrionarios ja apresentavam umidade de 41,3%, caindo
para27,3;16,8; 9,4 e 7,6% apds 4, 6, 8 e 10 horas de dessecacdo em fluxo de ar, respectivamente
(Figura 2).
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Nos eixos embrionarios a dessecacdo influenciou a germinagdo, sendo que apenas 0s
tratamentos com 9,4 e 7,6% de umidade apresentaram médias de germinacdo acima de 90%,
estatisticamente diferente das demais (Tabela 5)
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Figura 2. Curva de umidade de eixos embrionarios de pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) em
resposta ao tempo de dessecacdo em camara de fluxo laminar.

Tabela 5. Germinacéo de eixos embrionarios de pinhdo-manso (Jatropha curcas L) em fungéo
do teor de umidade®.

Teor de umidade (%0) Germinacéo (%)
61,7 52,0+6,0c
41,3 62,0+3,0c
27,3 50,0+4,0c
16,8 77,7+50h
9,4 92,0+3,0a
7,6 92,0+50a

“Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

Prada et al. (2015) também avaliaram o efeito da dessecacdo de eixos embrionarios de
pinhdo-manso, expostos ao fluxo de ar por 0, 30 e 60 minutos. Os autores verificaram que as
umidades avaliadas foram de 11,6, 9,7 e 9,4%, respectivamente, e ndo houve diferencas
estatisticas quanto a germinacéo, que alcangou 100%.

Quando comparado a umidade dos eixos embrionarios com o tempo de criopreservacao
fica evidente a importancia da dessecacdo do material a ser conservado (Figura 3). Os
tratamentos com maiores umidades (61,7 e 41,4 %) ndo germinaram, ap0s a exposicao ao
nitrogénio liquido. Ja eixos com 27,3% de umidade apresentaram cerca de 50% de germinacao,
por até 180 dias de criopreservacdo, enquanto que apos 360 dias de exposicdo ao nitrogénio

liquido a taxa de germinacdo caiu para zero (Figura 3).
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No tratamento onde os eixos apresentavam 16,8% de umidade, verificou-se taxas de
germinacdo de 77,5% sem exposicdo ao nitrogénio liquido. Porém, ap6s 2 dias de
criopreservacdo, a germinacdo caiu para 50% e para cerca de 30% nos demais tempos de
armazenamento (Figura 3). J4 os tratamentos onde os eixos foram criopreservados com
umidades de 9,4 e 7,6%, indices superiores a 90% de germinagdo foram observados,
independentemente do tempo de armazenamento, ndo havendo diferencas estatisticas entre o0s
tratamentos expostos ao nitrogénio liquido e o controle (Figura 3).
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Figura 3: Germinacdo dos eixos embrionarios de pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) com diferentes
umidades durante o0 armazenamento por até 360 dias.

“Médias seguidas pela mesma letra minGscula entre os tempos de armazenamento e maitsculas as
umidades, nao diferem pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
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Em 1991, Engelmann destacou a importancia de desidratacdo artificial de explantes
antes da exposicao ao nitrogénio liquido. Segundo o autor, a diminui¢do da quantidade de agua
no explante é importante para o protege-lo de possiveis danos causados pela cristaliza¢do
intracelular de agua em gelo durante a regeneracdo. Os dados observados nesse trabalho
corroboram com essa informagdo, uma vez que eixos embrionarios com menos de 10% de
umidade apresentaram mais de 90% de germinacéo, apds a exposicao ao nitrogénio liquido.

Segundo Berjak e Pammenter (2008), a criopreservacdo de embrifes e eixos
embrionarios excisados tém gerado resultados promissores na conservagdo de espécies.

Segundo estes, 0 eixo embrionario possui uma menor &rea em relacdo a semente, 0 que permite
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uma répida perda de agua, bem como um congelamento mais rapido quando o material é
exposto ao nitrogénio liquido, evitando, assim, a formacéo de cristais de gelo.

Outra vantagem do uso de eixos embrionarios ou embrides zigoticos é que em sementes
oleaginosas, como no caso do pinhdo-manso, o alto teor de lipidios encontrado na semente,
principalmente no endosperma, pode ocasionar uma perda de viabilidade destas quando
armazenadas por longos periodos, mesmo em temperaturas sub-zero (NORMAH e MAKEEN,
2008). Segundo Crane et al. (2003 e 2006), assim como a agua, ao ser exposto a temperaturas
extremamente baixas, como as provocadas pelo nitrogénio liquido, tanto os lipidios livres na
célula, quanto aqueles estruturais, podem ser cristalizados e virem a provocar danos estruturais
nas membranas celulares, além da liberacdo de radicais livres e geracdo de substancias toxicas
as células. Emamendoim (Arachis hypogaea), o problema da perda de viabilidade das sementes
durante a criopreservacao a longo prazo foi resolvido utilizando a técnica de criopreservacao
dos eixos embrionarios (GAGLIARDI et al., 2003).

No caso da conservacdo de germoplasma de pinhdo-manso, informacdes sobre a
fisiologia e conservacdo de sementes permanece limitada, com resultados ainda controversos.
Para alguns autores (JOKER e JEPSEN, 2003; TORAL et al., 2008), as sementes da espécie
ndo podem ser armazenadas por mais de 15 meses. Ja para Verma e Gaur (2009), a alegacéo €
de que estas sementes sdo ortodoxas e, como tal, podem ser armazenadas com baixo teor de
umidade, apesar do seu alto teor de 6leo comprometer o armazenamento a longo prazo.

No experimento descrito anteriormente com sementes, foi visto que sementes de pinhao-
manso parecem apresentar comportamento intermediario durante a conservacao. Sendo assim,
a criopreservacdo de eixos embrionarios se torna a op¢do mais indicada uma vez que estes
toleraram a dessecacdo e mantem as taxas de germinacdo acima de 90% quando expostos ao

nitrogénio liquido.
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CONCLUSOES
Com os resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir que:

e O processo de dessecacdo das sementes de pinhdo-manso em silica-gel ndo interfere na
viabilidade das sementes ndo armazenadas;

e Assementes de pinhdo-manso toleram a dessecagao, se mantendo vidveis com umidade
de até 4,3%. Porém, ndo toleram o armazenamento por até 720 dias em baixas
temperaturas (6°C), temperaturas sub-zer (-20°C e nitrogénio liquido) e temperatura
ambiente (25°C),

e Sementes de pinhdo-manso se mantem viaveis por até 360 dias apenas quando
armazenadas com umidade de 5,1% e conservadas em nitrogénio liquido;

e O teste de condutividade elétrica se mostra eficaz na avaliagdo da qualidade das
sementes de pinhdo-manso conservadas por longos periodos, podendo ser uma medida
de correlacéo para analisar a qualidade das sementes quanto ao potencial de germinacao;

e As sementes de pinhdo-manso toleraram a dessecagdo, porém nao suportaram a
conservacdo por 720 dias, mesmo em temperaturas sub-zero, sugerindo apresentarem
comportamento intermediario e,

e Para a conservacdo de pinhdo-manso, a criopreservacdo de eixos embrionarios é a
técnica mais indicada, pois garante a viabilidade dos eixos embrionarios em mais de

90%, apds 360 dias de conservacao.
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INDUCAO E CARACTERIZACAO MORFOANATOMICA DE CALOS PARA O
DESENVOLVIMENTO DA EMBRIOGENESE SOMATICA EM PINHAO-MANSO
(Jatropha curcas L.)

RESUMO

O objetivo do trabalho foi induzir e caracterizar morfoanatomicamente a calogénese de pinhao-
manso, com vistas a desenvolver um protocolo de embriogénese somatica para a espécie.
Explantes de hipocotilo e folhas cotiledonares de plantas in vitro foram inoculados em meio de
MS suplementado com diferentes concentracdes de 2,4-D e picloram (0, 50, 100, 200 e 400
HM) em combinagédo ou ndo com 50 uM de cinetina e mantidos em condigdo de luz ou escuro
por 30 e 60 dias. Apds os tempos de cultivo, a relacdo entre 0 nimero de explantes com calos
foi avaliada e as caracteristicas morfoldgicas como textura dos calos formados (friavel, semi-
compacto e compacto) e a coloracdo predominante foram descritas. Analises anatdmicas foram
realizadas em calos com 60 dias de cultivo. Neste trabalho foi possivel verificar que os
explantes de pinhdo-manso, constituidos por hipocétilo e folhas cotiledonares foram
responsivos a inducao de calos. O picloram proporcionou as maiores percentagens de explantes
contendo calos em todas as condigdes de cultivo, 0s quais apresentaram caracteristica semi-
compacta e friavel. Ja o 2,4-D foi mais eficiente na formacao de calos compactos com aspecto
globular. O tratamento contento apenas cinetina promoveu a formacdo de calos friaveis em
folhas cotiledonares e calos fridveis e semi-compactos em explantes de hipocétilo. Calos
brancos friaveis, mesmo sem a presenca de regulador de crescimento no meio de cultura, foram
evidenciados em explantes de hipocétilo. Calos com potencial embriogénico foram
evidenciados nas concentracdes de 200 e 400 uM de picloram e 2,4-D em hipocotilos e folhas
cotiledonares quando cultivados, preferencialmente, no escuro.

Palavras-chave: Jatropha cucas, auxinas, calogénese.
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INDUCTION AND MORPHOANATOMICAL CHARACTERIZATION OF CALLUS
FOR DEVELOPMENT SOMATIC EMBRYOGENESIS IN PINHAO-MANSO
(Jatropha curcas L.)

ABSTRACT

The objective was to induce and characterize regards morphology, anatomy calogenesis of
pinhdo-manso, in order to develop a somatic embryogenesis protocol for the species. Explants
of hypocotyl and cotyledon leaves of plants in vitro were inoculated in MS medium
supplemented with different concentrations of 2,4-D and Picloram (0, 50, 100, 200 and 400
mM) in combination with or without 50 uM kinetin and kept under light or dark condition for
30 to 60 days. After the cultivation time, the relationship between the number of explants and
calli was measured as the morphological characteristics of the formed calli texture (crispy,
compact and semi-compact), and the predominant staining were described. anatomical analyzes
were performed on callus 60 days of cultivation. In this work we found that the pinh&o-manso
explant consisting of hypocotyl and cotyledons were responsive to callus induction. The
picloram provided the greatest percentages explants containing calluses in all growing
conditions, which showed semi-compact feature and crumbly. Since 2,4-D was more efficient
in the formation of compact callus with a globular appearance. Treatment satisfaction only
kinetin promoted the formation of friable callus in cotyledons and friable calluses and semi-
compact in hypocotyl explants. white friable callus even without the presence of growth
regulators in the culture medium, were found in hypocotyl explants. Calli with embryogenic
potential was evident at concentrations of 200 and 400 mM of picloram and 2,4-D in hypocotyls
and cotyledons when cultured, preferably in the dark.

Keywords: Jatropha cucas, auxin, callogenesis
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1.  INTRODUCAO

O pinhdo-manso (Jatropha curcas L.), pertencente a familia Euphorbiaceae, é uma
planta perene, com sementes oleaginosas, capaz de suportar condi¢fes semiaridas de cultivo e
periodos de deficiéncia hidrica (HELLER, 1996; WINKLER et al. 1997). Com origem na
América Latina, o género Jatropha compreende mais de 170 espécies, sendo as espécies J.
curcas. a mais utilizadas na producdo de 6leo (SWARUP, 2004). As sementes de Jatropha
contém cerca de 30-40% de 6leo, o qual apresenta um padrdo de &cidos graxos semelhantes ao
dos 6leos comestiveis (GUBITZ et al. 1999). Oleo de Jatropha contém acido linolénico e &cido
oleico que, juntos, correspondem por mais de 80% da composi¢do do 6leo. O &cido palmitico
e 4cido estedrico sdo outros &cidos graxos presentes (PARAWIRA, 2010)

Tendo em vista o potencial para a producéo de 6leo, o pinhdo-manso tem atraido atengéo
especial como uma planta de potencial energético, pois o 6leo das sementes pode ser usado
como biodiesel. De fato, o cultivo de pinhdo-manso tem se mostrado importante, pois pode ser
uma alternativa para atender a demanda de biodiesel e assegurar um abastecimento continuo
com matérias-primas de qualidade (DEORE et al. 2008).

A espéecie é propagada por via seminal e vegetativa (SATURNINO et al. 2005).
Entretanto, plantios desuniformes com uso de sementes e a alta demanda de material vegetal
(estacas) tém sido apontados como alguns dos principais fatores que limitam a expanséo
racional da cultura (OPENSHAW et al. 2000).

Assim, pesquisas a respeito de multiplicacdo in vitro da espécie sdo imprescindiveis,
seja para acelerar programas de melhoramento genético, produzir mudas de genotipos
selecionados em escala comercial, ou entdo, permitir estudos bioldgicos basicos sobre a espécie
(ACHTEN et al. 2010 e MUKHERJEE et al. 2011).

Diversas técnicas de propagacdo in vitro utilizando-se varios tipos de explantes em J.
curcas tém sido relatados por autores (WEIDA et al. 2003; SUJATHA et al. 2005; JHA et al.
2007; DEORE et al. 2008; NHUT et al. 2013; SHUKLA et al. 2013; SIANG et al. 2014;
CHIANGMAI et al. 2015; YING et al. 2015). Entretanto, apesar dos varios trabalhos
encontrados na literatura, ainda ndo existe um protocolo confiavel para a propagacao in vitro
da espécie, sendo observado geralmente trabalhos nao reproduziveis. Segundo Jha et al. (2007),
Attaya et al. (2014) e Chiangmai et al. (2015), qualquer que seja a estratégia a ser utilizada com
vistas a reproducdo vegetativa de pinhdo-manso, seja por cultivo de calos, organogénese e/ou
embriogénese somatica, os resultados sdo complexos devido as respostas diferenciais dos

genotipos, além da falta de informacao e caracterizacdo das etapas envolvidas nesses processos.
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Ainda segundo os autores, até 0 momento, o0 que se tem observado na literatura sdo trabalhos
de tentativa e erro que n&o aprofundam as metodologias utilizadas.

A formacdo de calos é um processo importante para a obtencdo indireta de plantas em
protocolos de embriogénese somatica (WILLIAMS e MAHESWARAN 1986; ZIMMERMAN,
1993). E, uma vez formados, os calos geralmente contém células ou grupos de células que
possuem centros ativos de diviséo celular que, sob condi¢des adequadas, podem ser estimulados
para a producdo de 6rgdos vegetativos (GEORGE, 1996; IKEUCHI et al. 2013). Ainda em
1958, Steward e colaboradores trabalhando com Daucus carota afirmaram que o calo pode ser
produzido a partir de uma Unica célula diferenciada, e muitas células desse calo podem
tornarem-se totipotentes e capazes de regenerar uma planta completa.

Assim, é evidente que para se avangar nos trabalhos com pinhdo-manso é importante
que, antes mesmo de se obter plantas, primeiramente se domine as diferentes etapas envolvidas
no processo da embriogénese somatica, a qual se inicia com escolha dos explantes a serem
cultivados, bem como com a inducdo de calos propriamente dita (ZIMMERMAN, 1993 e
FRANK et al. 2000; IKEUCHI et al. 2013).

Neste contexto, o principal objetivo do trabalho foi induzir e caracterizar
morfoanatomicamente a calogénese de pinhdo-manso, com vistas a desenvolver um protocolo
de embriogénese somatica para a espécie. Mais especificamente, o trabalho avaliou tipos de
explantes e combinacdes de reguladores de crescimento, bem como caracterizou os diferentes

tipos de formacéao obtidos em funcédo do tempo e condi¢des de cultivo.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Local da realizagdo dos experimentos

Os estudos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos Il da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, DF.

As sementes de pinhdo-manso utilizadas nos experimentos foram obtidas de amostras do
acesso 115-1-1 do Banco Ativo de Germoplasma de pinhdo-manso (BAG-Pinh&o-manso),
localizado no Campo Experimental da Embrapa Cerrados, em Planaltina — DF.

2.2. Obtencéo de plantas matrizes

Para obtencdo das plantas matriz doadoras de explantes, sementes foram lavadas em
agua corrente, sendo realizada a remocao do tegumento com o auxilio de alicate. Em seguida,
as sementes sem tegumento foram desinfestadas por meio de imersdo em alcool (70%) por 1
minuto e solucéo de hipoclorito de sddio (6% de cloro ativo) por 30 minutos, em camara de
fluxo laminar. Apos, a desinfestacdo foi completada pela lavagem das sementes por trés vezes
em agua destilada autoclavada, tendo cada lavagem duracéo de 3 minutos.

As sementes devidamente desinfestadas foram inoculadas em tubos de ensaio (15 x 150
mm) contendo 10 mL de meio de MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962), acrescido de 30 g/L
de sacarose, 2,5 g/L de Phytagel®, sendo mantidas por 30 dias em sala de crescimento a
temperatura de 25 + 2 °C, fotoperiodo de 16 horas e irradidncia de 50 pmol m?2s?, até a

completa germinacgdo e expansao das folhas cotiledonares.

2.3. Inducéo de calos em explantes de hipocotilo e folhas cotiledonares de pinhdo-manso

Apos 30 dias de cultivo, das plantas germinadas coletaram-se folhas cotiledonares
completamente estendidas e os hipocétilos verdes, os quais foram seccionados em explantes de
aproximadamente 5 mm?. Para a padronizacdo, utilizaram-se apenas as por¢des medianas dos
referidos explantes, mantendo a nervura central e secundaria das folhas cotiledonares.

Os explantes foram inoculados em placa de petri (15 x 90 mm), contendo 25 mL de
meio MS, acrescido de 30 g/L de sacarose, 2,5 g/L de Phytagel® e diferentes concentracdo de
2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) e picloram (0, 50, 100, 200 e 400 uM), combinadas ou ndo
com cinetina (0 e 50 uM). Adicionalmente, os explantes também foram avaliados quanto a
influéncia do desenvolvimento de calos em condic¢des de luz ou escuro.

Para cada tratamento foram realizadas cinco repeti¢des, sendo cada repeticdo composta

por uma placa de petri com cinco explantes. Para acompanhar as respostas dos tratamentos
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foram realizadas duas avaliagdes, aos 30 e 60 dias, observando-se: formacdo de calos (relagéo
entre 0 nimero de explantes com calos em relacdo ao total de inoculado, em percentagem)
textura dos calos formados (fridvel, semi-compacto e compacto), além da coloracdo
predominante. Para melhor caracterizar os explantes nos respectivos tratamentos, também

foram realizadas observac@es quanto a possivel oxidagdo dos explantes em meio de cultura.

2.4. Caracterizagdo morfoldgica e anatdémica de calos formados em hipocétilos e folhas
cotiledonares de pinhdo-manso

Amostras de calos com 30 e 60 dias de cultivo foram fotografadas com o auxilio de
estereomicroscopio (EZ4HD, Leica®) e, posteriormente, descritas quanto as caracteristicas
morfologicas como cor, textura (friavel, semi-compacto e compacto), intensidade de formacéo
de calos e oxidacédo (baixa, moderada ou alta).

Para analise anatomica, calos com 60 dias foram coletados e fixados em Karnovsky
(KARNOVSKY, 1965) por 48 horas, sob vacuo, e estocados em tampéo Cacodilato (0,05 N)
em geladeira. Posteriormente, as amostras foram desidratadas em série etilica crescente e
incluidas em metacrilato (Historesina Technovit 7100, Kulzer, Alemanha). A partir do material
incluido em metacrilato foram realizados cortes transversais em micrétomo rotativo (American
Optical), utilizando-se navalhas de aco. Os cortes obtidos foram corados com Azul de
Toluidina, pH 4,0 (O’BRIEN & McCULLY, 1981) para caracterizacdo anatdmica estrutural,
sendo as ldaminas permanentes montadas em Balsamo-do-Canada.

Todas as laminas foram examinadas e fotografadas em fotomicroscépio (AX70TRF,
Olympus Optical, Japdo) e analisadas qualitativamente quando ao tipo de calo formado e

presenca ou auséncia de regides meristematicas e embriogénicas.

2.5. Analises estatisticas

A percentagem de explantes que formaram calo foi submetida a analise de variancia
(ANOVA) e as médias comparadas pelo teste Scott-Knott empregando-se o programa
ASSISTAT Versdo 7.7 beta (2011) da Universidade Federal de Campina Grande (SILVA e
AZEVEDO, 2009).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Inducéo de calos em hipocétilos e folhas cotiledonéres de pinhdo-manso

O inicio da formacédo de calos em folhas cotiledonares e hipocétilos foi observado a
partir de aproximadamente uma semana de cultivo, independente do ambiente de luz ou escuro,
pelo o intumescimento dos explantes e o inicio da proliferagdo celular caracteristica de
calogénese.

Ja aos 30 dias de cultivos, com algumas excecdes, tratamentos com hipocétilos
cultivados na luz e no escuro apresentaram taxas de formacédo de calos que foram superiores a
90% dos explantes (Tabela 1).

Aos 60 dias de cultivo, apenas o(s) tratamento(s contendo cinetinano meio de cultura é
que apresentou (aram) baixas calogénese. No restante dos tratamentos, todos os explantes
responderam com praticamente 100% dos explantes formando calos. (Tabela 1).

Ainda em hipocétilos foi possivel observar que aos 30 dias de cultivo, independente da
condicdo de luz ou escuro, todos os tratamentos contendo picloram apresentaram explantes com
e formacédo de calos acima de 96%, ndo havendo diferencas estatisticas entre os tratamentos. Ja
nos tratamentos contendo 2,4-D nas concentracdes de 50 e 100 uM, sem a adi¢do de cinetina,
apresentaram 100% de explantes com calos apenas ap0ds 60 dias de cultivo (Tabela 1).

Quando se utilizou folhas cotiledonares como explantes maiores variagcbes quanto as
taxas de formacéo de calos foram observadas entre os tratamentos, especialmente nos primeiros
30 dias de avaliacdo (Tabela 2). Como era de se esperar, os menores valores foram verificados
no tratamento controle, o qual era desprovido de reguladores de crescimento. Entretanto,
quando em tratamentos com reguladores de crescimento, com ou sem a presenca de cinetina e
sob condicgdes de escuro, os explantes formados por folhas cotiledonares apresentaram indices
de formacdo de calos que variaram entre 88,2% a 100% aos 30 dias de cultivo, sendo 0s menores
valores observados em tratamentos com 2,4-D em sua maior concentracdo. Ja aos 60 dias de
cultivo, a formacédo de calos alcangcou 100% dos explantes cultivados em meio de cultura no
escuro, independentemente da combinacdo de reguladores de crescimento utilizada. E, assim
como verificado aos 30 dias, 0s menores valores para formacéo de calos foram observados nos

tratamentos desprovidos de reguladores de crescimento (tratamento controle) (Tabela 2).
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Tabela 1: “Percentagem de hipocétilos de pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) com formacao
de calos quando cultivados em meio de MS, suplementado com 2,4-D ou picloram em
associacdo com cinetina, em condi¢des de luz e escuro, apds 30 e 60 dias

HIPOCOTILO

ZExplantes com calos (%)

30 Dias
Concentracdo  Cinetina
Auxinas Luz Escuro Luz Escuro
(UM) (50 pM)
Controle 0 - 100+ 0,0 Aa 100+ 0,0 aA 100£0,0aA 100£0,0aA
50 - 90,2+2,1Ba 55,5+ 5,3bB 100+ 0,0 aA 100£0,0aA
100 - 80,1+9,4Ca 45,4+52cB 100+ 0,0 aA 100£0,0aA
2,4-D
200 - 96,5+ 4,4 Aa 100 + 0,0 aA 100+ 0,0 aA 100+ 0,0 aA
400 - 100+ 0,0 Aa 92,1 +4,9aA 100+ 0,0 aA 100+ 0,0 aA
50 - 100+ 0,0 Aa 100 + 0,0 aA 100+ 0,0 aA 100+ 0,0 aA
100 - 96,3 +4,1 Ab 100 + 0,0 aA 96,5+4,1aB 100+ 0,0 aA
Picloram
200 - 100+ 0,0 Aa 100 + 0,0 aA 100+ 0,0 aA 100+ 0,0 aA
400 - 100+ 0,0 Aa 100+ 0,0 aA 100+ 0,0 aA 100+ 0,0 aA
Controle 0 + 100+ 0,0 Aa 100 £ 0,0 aA 100+ 0,0 aA 100+ 0,0aA
50 + 100+ 0,0 Aa 100+ 0,0 aA 100£0,0 aA 100+ 0,0 aA
100 + 92,2+2,2Bb 96,3+ 4,2 aA 100+ 0,0 aA 100+ 0,0 aA
2,4-D
200 + 100+ 0,0 Aa 100 £ 0,0 aA 100+ 0,0 aA 100+ 0,0 aA
400 + 100+ 0,0 Aa 96,1 +4,4aA 100 +0,0 aA 100+ 0,0 aA
50 + 100+ 0,0 Aa 100 £ 0,0 aA 100+ 0,0 aA 100+ 0,0 aA
100 + 100+ 0,0 Aa 100 £ 0,0 aA 100+ 0,0 aA 100+ 0,0 aA
Picloram
200 + 100+ 0,0 Aa 100 £ 0,0 aA 100+ 0,0 aA 100+ 0,0 aA
400 + 100+ 0,0 Aa 100 £ 0,0 aA 100+ 0,0 aA 100 £0,0 aA

ZMédias seguidas pela mesma letra mintscula na coluna e maitiscula na linha néo diferem entre si pelo teste de
Scott-knott ao nivel de 5% de probabilidade. (-): auséncia de cinetina; (+): presenca de cinetina no meio de cultura.

Soomro e Memon (2007) também obtiveram sucesso na formacéo de calos provenientes
de hipocotilos e cotilédones de pinhdo-manso retirados de sementes germinadas in vitro com 4
dias de idade. Os hipocotilos apresentaram crescimento rapido de calos, visivel apés 7 dias de
incubacdo. Os cotilédones levaram mais tempo, formando os calos apds 15 a 20 dias de
incubacéo. De acordo com descri¢do dos autores, o inicio dos calos ocorreu nas bordas de corte
para os dois tipos de explante.

Siang et al. (2014) também investigaram a influéncia de diferentes auxinas na formacao
de calos a partir de explantes cotiledonares de pinhdo-manso e, segundo 0s autores, a maior
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intensidade de calos foi observada nos tratamentos com Dicamba, 2,4-D e picloram
respectivamente, sendo que calos obtidos em meio com Dicamba apresentaram caracteristicas

embriogénicas.

Tabela 2: “Percentagem de folhas cotiledonares de pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) com
formacdo de calos quando cultivados em meio de MS, suplementado com 2,4-D ou picloram

em associa¢do com cinetina, em cultivos na luz e no escuro, ap6s 30 e 60 dias
FOLHAS COTILEDONARES

Explantes com calos (%)

30 Dias 60 Dias
Concentragdo Cinetina
Auxinas Luz Escuro Luz Escuro
(HM) (50 uM)
Controle 0 - 32,3£8,1eA 8,8+49cB 40,2 £ 10,9 dA 10,4 +4,7cB
50 - 80,1+8,9hbB 100+ 0,0 aA 96,4 +3,2aA 100+ 0,0 aA
100 - 96,5+ 3,9aA 100+ 0,0 aA 100+ 0,0 aA 100+ 0,0 aA
24D 200 - 68,7t44cB  965%22aA 100+ 0,0 aA 100+ 0,0 aA
400 - 60,1+6,3cB  88,2+4,2bA 100 £2,1aA 100 £ 0,0 aA
50 - 76,2+ 4,7bB 100+ 0,0 aA 80,4+2,3bB 100 £ 0,0 aA
100 - 88,1+4,2aA  92,3+51bA 92,3+22aA 100 £ 0,0 aA
Picloram
200 - 100+ 0,0 aA 100+ 0,0 aA 100 0,0 aA 100 £ 0,0 aA
400 - 96,5+4,2aA  882%+82bB 100+ 0,0 aA 100 £0,0 aA
Controle 0 + 12,3+9,8fB 8,8+51cB 80,2 £ 6,3 bA 80,2 £ 4,8 bA
50 + 64,7+4,1cB 100+ 0,0 aA 68,1+4,8cB 100+ 0,0 aA
100 + 80,2+ 4,9bB 100+ 0,0 aA 100+ 0,0 aA 100+ 0,0 aA
24D 200 + 72,1+4,9bB 100+ 0,0 aA 72,1+48cB 100+ 0,0 aA
400 + 48,3+89dB  88,2+4,3bA 100 £ 0,0 aA 100+ 0,0 aA
50 + 92,1+5.2aA 100+ 0,0 aA 100+ 0,0 aA 100+ 0,0 aA
Picloram 100 + 100+ 0,0 aA 100+ 0,0 aA 100 £ 0,0 aA 100+ 0,0 aA
200 + 92,3+51aA 100+ 0,0 aA 100 £ 0,0 aA 100+ 0,0 aA
400 + 100+ 0,0 aA 100+ 0,0 aA 100 £ 0,0 aA 100+ 0,0 aA

“Médias seguidas pela mesma letra mintscula na coluna e maitscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de
Scott-knott ao nivel de 5% de probabilidade. (-): auséncia de cinetina; (+): presenca de cinetina no meio de cultura.

Ja Nhut et al. (2013) relataram grande proliferacdo de calos em explantes foliares
cultivados com 2,4-D em combinag&o com cinetina. Segundo os autores a combinacdo de 1 mg

de cinetina e 2,4-D promoveram a maior formagdo de calos, embora as combinag¢6es de 1 mg
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de cinetina com 0,5 e 0,1 mg de 2,4-D e até mesmo sem a presenca da auxina promoveram as
maiores percentagens de calos embriogénicos.

Solis-Ramos et al. (2013) observaram que no cultivo de folhas e hipocétilos de pinhéo-
manso com 2,4-D a cinética de crescimento dos calos se mostrou continua com o tempo de
cultivo, apresentado uma variagdo da formacdo dos calos com incremento de massa fresca e
seca, bem como na variacdo morfoldgica que foi classificada como fridavel a compacto. Estes
resultados corroboram com os observados nesse trabalho, principalmente quando os explantes
utilizados foram de folhas cotiledonares cultivadas em meio contendo 2,4-D como auxina.

J& para Attaya et al. (2012), o pinhdo-manso responde positivamente a altas
concentrages de auxina e citocinina e, em termos de nimero de calos e atividade dos
reguladores de crescimento, explantes como epicotilo, hipocotilo e embrides zigoticos sdo os

materiais mais adequados como explantes para a inducéo de calos.

3.2. Caracterizacdo morfoldgica e anatémica de calos formados em hipocotilos e folhas
cotiledonares de pinhdo-manso

A analise morfoanatémica de folhas cotiledonares e de hipocotilos cultivados na luz e
no escuro, sem regulador de crescimento (tratamento controle) estdo apresentados na Figura 1.
Mesmo sem reguladores de crescimento no meio de cultura, quando cultivados na luz por 30
dias, os hipocdtilos apresentaram inicio de formacdao calos friaveis, de coloracdo esbranquicada
(Figura 1B). Poréem, aos 60 dias houve um aumento na intensidade dos calos formados,
passando a ser considerada moderada, com a oxidacdo permanecendo baixa, mas
morfologicamente ndo apresentaram aspecto embriogénico (Figura 1 B e F). Anatomicamente,
esses calos apresentaram células com parede celular fina e com muitos espacos entre as células,
caracteristica tipica de calos friaveis (Figura 1J).

As folhas cotiledonares cultivadas na luz apresentaram baixa intensidade de
calejamento, os quais se formaram nas extreminades dos explantes e na regido da nervura
(Figura 1 A e E). Esses calos apresentaram um aspecto mais compacto e anatomicamente foi
observado uma proliferacdo de células mais justapostas, com paredes mais delgadas e
tipicamente parenquimaticas (Figura 1 1).

No escuro, além dos hipocotilos (Figura 1 D), também ocorreu a formacgdo de calos
visiveis em explantes de folhas cotiledonares cultivados por 30 dias (Figura 1C), principalmente
nas extremidades e nas regides das nervuras (baixa intersidade de calejamento). Porém, aos 60

dias os calos praticamente desapareceram em fungdo da aparente senescéncia do explante que
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apresentava alta oxidacdo (Figura 1G). Os aspectos anatdmicos desses calos sugerem uma
formacdo de calos ndo embriogénicos, composto por células mais compactas e de citoplasma
mais denso (Figura 1L). J& em hipocétilos, foi visualizado apenas células parenquimaticas na
composi¢do dos calos as células dos calos (Figura 1 M).

Figura 1: Analise morfoldgica e anatdmica de calos de pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) obtidos a partir de
folhas cotiledonares e hipocotilos cultivados na luz ou no escuro em meio de MS, sem a presenga de reguladores
de crescimento (tratamento controle). A - D: explantes cultivados por 30 dias. E-H: explantes cultivados por 60
dias. I e L: Anatomia de calos de folhas cotiledonares. J e M: Anatomia de calos de hipocétilos.

De acordo com Narayanaswamy (1977), o calo corresponde a uma massa de células
desorganizadas e parcialmente indiferenciadas que variam quanto ao tipo, tamanho, contetdo
celular e espessura da parede. Relatos de formacdo de calos em explantes cultivados em meio
sem regulador de crescimento foram feitos por Santos et al. (2013) e Reis et al. (2007) em
diferentes explantes de Castanheira-do-brasil e Inga. E segundo os autores essa formacdo de
calos pode correr em respostas as injurias fisicas provocadas nos explantes durante a inoculacéo
e ao contetdo enddgeno de auxinas e citocinina de cada explante. Essa afirmacado, de certa
forma, explicaria a formacdo dos calos principalmente nas extremidades lesadas pelo bisturi.

Nos tratamentos contendo somente 50 pM de cinetina, folhas cotiledonares
praticamente ndo formaram calos aos 30 dias, tanto quando cultivadas na luz ou no escuro,

enquanto os hipocétilos apresentaram calos semi-compactos de coloracdo verde-amarelada
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nestas condicfes (Figura 2 A- e B). J& aos 60 dias de cultivo, explantes cultivados na luz
apresentaram aumento na quantidade de calos formados em ambos os propagulos, os quais
caracterizavam-se por apresentar textura semi-compacta e friavel, de coloracéo esbranquicada
(Figura 2 E e F). Ja no escuro, os calos nas folhas cotiledonares foram de tipos compactos a
fridveis, a maioria deles em formas globulares, variando de uma coloracao bege a esbranquicada
(Figura 2 C e G), enquanto nos hipocotilos houve formagéo de calos semi-compactos e fridveis
esbranquicados (Figura 2 D e H).

A anélise anatdmica desse tratamento ndo revelou indicios de tratar-se de uma formacgéo
embriogénica, mesmo em folhas cultivadas no escuro que, morfologicamente apresentaram
estruturas globulares (Figura 2 G). Nesse caso, a formacdo pareceu ser de células pouco
agregadas, de um calo friavel ou semi-compacto, com acimulo de algum tipo de contetdo
(Figura 2 L). Ja as celulas constituintes dos calos formados em hipocdtilos no escuro aparecem
mais justapostas, caracterizando um calo mais compacto com uma pequena regido de células
com citoplasma mais denso e nacleo evidente, indicando, em principio, tratar-se de uma regiao
meristematica (Figura 2 M). Os calos de explantes cultivados na luz também nédo apresentaram
formacdes embriogénicas. Nas folhas cotiledonares, grandes espacos intercelulares foram
observados, evidenciado a textura friavel do calo (Firgura 2 I), enquanto nos hipocotilos apenas
se observou uma divisdo celular desordenada (Figura 2 J).

Balasubramanya et al. (2012) também observaram a formacéo de calos verdes, brancos
e marrons, com caracteristicas nodulares em folhas de Plectranthus barbatus cultivas em meio
contendo apenas cinetina. Nhut et al. (2013) relataram a formacéo de calos em explantes foliares
de pinhdo-manso cultivados em meio contendo apenas cinetina. Entretanto, segundo esses
autores, o0 meio de cultura contendo apenas essa citocinina foi interessante somente quando os
calos oriundos de cultura anterior contendo cinetina e 2,4-D foram transferidos para o meio
com 1 mg/L de cinetina, onde ocorreu a inducdo de mais de 70% de calos embriogénicos. Jha
et al. (2007) também obtiveram calos friaveis amarelados, nodulares creme e compactos
castanho-esverdeados e marrom em folhas de pinhdo-manso cultivadas em meio contendo

apenas cinetina.
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Figura 2: Analise morfolégica e anatdbmica de calos de pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) obtidos a partir de
folhas cotiledonares e hipocétilos cultivados na luz ou no escuro, em meio de MS suplementado com 50 uM de
cinetina. A - D: explantes cultivados por 30 dias. E-H: explantes cultivados por 60 dias. | e L: Anatomia de calos
de folhas cotiledonares. J e M: Anatomia de calos de hipocétilos.

Nos tratamentos com 50 uM de 2,4-D verificou-se a indu¢do de calos em ambos 0s tipos
de explantes (Figura 3). De maneira geral, tanto em condi¢des de luz como no escuro, ocorreu
a formacdo de calos semi-compactos a friaveis de coloracdo verde a verde-esbranquicada, em
ambos os explantes. Ja aos 60 dias de cultivo, observou-se a perda da coloragcdo esverdeada,
predominando a coloracdo esbranquicada para os calos formados. A analise anatdmica revelou
apenas proliferacdes celulares sem organizacdo aparente. Apenas nos calos de folhas cultivadas
na luz foram observadas pequenas regifes com células meristematicas, mas sem uma tipica

organizacdo embriogénica (Figura 3 1).
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Figura 3: Analise morfolégica e anatémica de calos de pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) obtidos a partir de
folhas cotiledonares e hipocétilos cultivados na luz ou no escuro, em meio de MS suplementado com 50 uM de
2,4-D. A - D: explantes cultivados por 30 dias. E-H: explantes cultivados por 60 dias. | e L: Anatomia de calos de
folhas cotiledonares. J e M: Anatomia de calos de hipocatilos.

Com 50 puM de picloram, explantes cultivados por 30 dias formaram calos semi-
compactos a friaveis, com aspectos da coloracdo que variaram de transparentes a verde-
esbranquicados, bastante semelhantes no aspecto morfoldgico quando cultivados na luz ou
escuro (Figura 4). Aos 60 dias de cultivo, o inicio de clorose e oxidacao dos explantes foram
evidentes. Nestas condicdes, os calos ja aparentavam aspecto semi-compacto e compacto de
coloracdo mais amarelada, a qual variou de bege a creme. Na analise anatdmica nao foi
observado regifes caracteristicas com células de aspecto meristematico, invocando que esse

tratamento apenas induziu calos ndo embriogénicos.
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Figura 4: Analise morfolégica e anatdbmica de calos de pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) obtidos a partir de
folhas cotiledonares e hipocétilos cultivados na luz ou no escuro em meio de MS, suplementado com 50 uM de
picloram. A - D: explantes cultivados por 30 dias. E-H: explantes cultivados por 60 dias. | e L: Anatomia de calos
de folhas cotiledonares. J e M: Anatomia de calos de hipocétilos.

Nos tratamentos onde se combinou 2,4-D e cinetina nas concentragcdes de 50 UM se
observou que explantes originarios de folhas cotiledonares cultivados por 30 dias na luz
apresentavam calos compactos de coloracdo esverdeado, diferentemente do hipocétilo que se
encontrava com calos amarelados friaveis (Figura 5 A e B). Neste periodo, ambos 0s explantes
cultivados no escuro permaceram verdes com calos compactos, mas principalmente com
formacdes de calos transparentes semi-compactos (Figura 5 C e D). Aos 60 dias, as folhas
cotiledonares e os hipocotilos, cultivados respectivamente na luz e escuro, se apresentam mais
cloréticos, com calos compactos de cor predominantemente creme (Figura 5 E e H). Ja quando
hipocotilos foram cultivados na luz e folhas cotiledonares no escuro, verificaram-se calos
compactos a semi-compactos de coloragdo variando de esbranquigada a bege (Figura 5 E e G).
A analise anatdmica desses tratamentos evidenciou o inicio e formacdo de células
meristematicas caracteristicas, especialmente nos calos originarios de hipocétilos cultivados
por 60 dias em condi¢des de luz (Figura 5 J). Ja nos demais tratamentos, calos semi-compactos
promoveram apenas a proliferacdo celular, aparentemente frouxa e com grandes espegos

intracelulas.
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Figura 5: Analise morfoldgica e anatdmica de calos de pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) obtidos a
partir de folhas cotiledonares e hipocétilos cultivados na luz ou no escuro em meio de MS, suplementado
com 50 uM de 2,4-D e 50 uM de cinetina. A - D: explantes cultivados por 30 dias. E-H: explantes
cultivados por 60 dias. | e L: Anatomia de calos de folhas cotiledonares. J e M: Anatomia de calos de
hipocatilos.

Nos tratamentos utilizando-se picloram e cinetina na concentracao de 50 uM verificou-
se a formacdo de calos friaveis a semi-compactos, de coloracdo esbranquicada a verde
amarelado, na grande maioria dos explantes cultivados por 30 dias, independentemente deles
terem sido cultivados na luz ou escuro (Figura 6). J& com 60 dias de cultivo, verificou-se um
aumento da massa dos calos em todos os explantes, agora de coloracdo um pouco mais
amarelada. Nesses tratamentos foram observados especialmente a formacdo de calos com
aspecto mais esponjoso, aparentemente sem caracteristicas morfogénicas ou embriogénicas.
Anatomicamente, os calos desses tratamentos ndo formaram regides caracteristicas com células
meristematicas, com excecao de algumas regides dos hipocotilos cultivados no escuro e por 60
dias, tendo sido observado, na grande maioria dos materiais analisados, apenas proliferacdo
celular, de células aparentando pouco conteldo interno, paredes celulares finas, de varias

formas, que variaram de arredondadas, mais achatadas até alongadas.
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Figura 6: Analise morfolégica e anatdmica de calos de pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) obtidos a partir de
folhas cotiledonares e hipocatilos cultivados na luz ou no escuro em meio de MS, suplementado com 50 uM de
picloram e 50 UM de cinetina. A - D: explantes cultivados por 30 dias. E-H: explantes cultivados por 60dias. | e
L: Anatomia de calos de folhas cotiledonares. J e M: Anatomia de calos de hipocétilos.

Em meio de cultura com 100 uM de 2,4-D os explantes se apresentaram sem ou com
baixa oxidagdo, com a formacéo de calos que variaram de compacto a friavel, incluindo semi-
compacto, e variando em colaracdo do esbranquicado ao verde e transltcido, nos primeiros 30
dias de cultivo (Figura 7 A-D). Ja aos 60 dias foi observado inicio de clorose nos explantes
formados folhas cotiledonares, com a formacéo de calos compactos, semi-compractos e friaveis
de coloracdo especialmente esbranquicada neste tipo de explante (Figura 7 E e G). Nos
hipocotilos houve a formacdo de calos compactos, com regides globulares de coloracédo bege,
especialmente sob condi¢bes de luz, uma vez que no escuro os calos apresentaram coloragéo
mais clara e homogénea (Figura 7 F e H). As caracteristicas anatdbmicas dos calos desse
tratamento foram semelhantes aquelas do tratamento anterior, embora os calos de hipocotilos
na luz, aos 60 dias, tenham apresentado caracteristicas importantes quanto ao aspecto

morfogénico que, anatomicamente, ndo foram detectados com os cortes efetuados.
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Figura 7: Analise morfolégica e anatdbmica de calos de pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) obtidos a partir de
folhas cotiledonares e hipocétilos cultivados na luz ou no escuro em meio de MS, suplementado com 100 uM de
2,4-D. A - D: explantes cultivados por 30 dias. E-H: explantes cultivados por 60 dias. | e L: Anatomia de calos de
folhas cotiledonares. J e M: Anatomia de calos de hipocatilos.

A utilizacdo de picloram na concentracdo de 100 uM induziu a formacdo de calos
aparentemente friaveis, de coloracdo verde clara em folhas cotiledonares, e calos semi-
compactos a friaveis, de coloracéo verde-amarelada a esbranquicados, no hipocétilo cultivados
por 30 dias na luz (Figura 8 A-B). Aos 60 dias, esses calos apresentavam uma coloracdo bege
Ou creme e um aspecto compacto a semi-compacto, em ambos os explantes testados (Figura 8
E e F). No escuro, além de calos semi-compactos e friaveis esbranquicados e translicidos
observados em folhas com 30 dias de cultivo, no hipocétilo foi possivel obervar também a
formacdo de calos mais compactos e granulares, de coloracdo bege, especilamente aos 60 dias
(Figura 8 D e H). Anatomicamente, verificou-se formacdo menos compacta e ndo meristematica
em calos cultivados na luz, principalmente em hipocoétilos. Ja nos explantes cultivados nos
escuro, observou-se a formacéo de algumas regides com células de citoplasma mais denso. Essa
caracteristica meristematica foi especialmente bem visivel nas celulas mais periféricas dos calos

dos hipocotilos.
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Figura 8: Analise morfolégica e anatdbmica de calos de pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) obtidos a partir de
folhas cotiledonares e hipocétilos cultivados na luz ou no escuro em meio de MS, suplementado com 100 uM de
picloram. A - D: explantes cultivados por 30 dias. E-H: explantes cultivados por 60 dias. | e L: Anatomia de calos
de folhas cotiledonares. J e M: Anatomia de calos de hipocétilos.

Ao se fazer a combinacdo de 100 uM de 2,4-D com 50 puM de cinetina, obtiveram-se
calos compactos e semi-compactos, de coloracdo esbranquicada a esverdeada, em ambos 0s
explantes aos 30 dias de cultivo na luz, que foram bastante semelhantes aqueles formados no
escuro (Figura 9 A-D). J4 com 60 dias, a maior formacao de calos na luz foi de compactos e
semi-compactos de coloracdo especialmente bege, sendo que nos hipocotilos, houve grande
formacdo de estruturas globulares, de diversos tamanhos, as quais também foram observados
em hipocétilos cultivados por 60 dias no escuro, mas levemente mais claras e de menor tamanho
(Figura 9 E-H). Na analise anatbmica de calos obtidos de folhas cotiledonares ndo foram
observadas formag6es embriogénicos (Figura 9 | e L). Entretanto, células meristematicas foram
observadas em regides dos calos de hipocétilos aos 60 dias, tanto quando cultivados na luz

como no escuro (Figura 9 J e M).
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Figura 9: Analise morfolégica e anatdmica de calos de pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) obtidos a partir de
folhas cotiledonares e hipocotilos cultivados na luz ou no escuro em meio de MS, suplementado com 100 uM de
2,4-D e 50 uM de cinetina. A - D: explantes cultivados por 30 dias. E-H: explantes cultivados por 60 dias. | e L:
Anatomia de calos de folhas cotiledonares. J e M: Anatomia de calos de hipocétilos.

A combinacédo de 100 puM de picloram com 50 UM de cinetina proporcionou a formagao
de calos com aspecto semi-compactos e friaveis de coloracdo esbranquicada, em praticamente
todos os tratamentos, com excec¢do dos hipocétilos cultivados no escuro por 60 dias (Figura 10).
Neste Ultimo, os calos foram de aparéncia semi-compacta, com estruturas multigranulares bem
caracteristicas (Figura 10 H). A analise anatbmica confirmou caracteristicas ndo embriogénicas

para a grande maioria dos calos (Figura 10 1-M).
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Figura 10: Analise morfolédgica e anatdmica de calos de pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) obtidos a partir de
folhas cotiledonares e hipocotilos cultivados na luz ou no escuro em meio de MS, suplementado com 100 uM de
Picloram e 50 uM de cinetina. A - D: explantes cultivados por 30 dias. E-H: explantes cultivados por 60 dias. | e
L: Anatomia de calos de folhas cotiledonares. J e M: Anatomia de calos de hipocatilos.

Nos tratamentos com apenas 200 uM de 2,4 D calos semi-compactos e fridveis de
coloracdo transparente, esverdeada e esbranquicada foram observados de maneira geral na luz
e escuro, independentemente do explante utilizado (Figura 11). J& no escuro aos 60 dias,
verificou-se a formacdo de calos compactos e semi-compactos de cor bege para as folhas
cotiledonares do escuro e esverdeados nos hipocotilos cultivados na luz, nos quais foi possivel
observar regibes com formacgdes meristematicas com alguma organizacdo e possiveis
formacdes embriogénicas caracteristicas do inicio da formacdo de embrides somaticos (Figura
11)).
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Figura 11: Analise morfolégica e anatdmica de calos de pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) obtidos a partir de
folhas cotiledonares e hipocotilos cultivados na luz ou no escuro em meio de MS, suplementado com 200 uM de
2,4-D. A - D: explantes cultivados por 30 dias. E-H: explantes cultivados por 60 dias. | e L: Anatomia de calos de
folhas cotiledonares. J e M: Anatomia de calos de hipocatilos.

Com 200 uM de picloram apenas os explantes com 60 dias de cultivo é que
apresentaram calos de coloracdo amarelada e creme, inclusive com formacgdes multigranulares,
caracteristicas de formacdes embriogénicas (Figura 12). De fato, a possibilidade de formacao
de porcbes embriogénicas foi evidenciada em calos originados de hipocotilos cultivados no
claro e, especialmente, no escuro (Figura 12 M). A presenca de células quadradas e em fileira,
lado a lado, com aparente organizacdo, especialmente nos calos dos hipocétilos, reforcam a

ideia de tratar-se de possiveis regides embriogénicas em estadios iniciais de desenvolvimento.
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Figura 12: Analise morfolégica e anatdmica de calos de pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) obtidos a partir de
folhas cotiledonares e hipocétilos cultivados na luz ou no escuro em meio de MS, suplementado com 200 UM de
picloram. A - D: explantes cultivados por 30 dias. E-H: explantes cultivados por 60 dias. | e L: Anatomia de calos
de folhas cotiledonares. J e M: Anatomia de calos de hipocétilos.

Quando a combinacdo entre os reguladores 2,4-D e cinetina (200 uM e 50 pm,
respectivamente) foi avaliada, verificou-se a formacéo de calos compactos, semi-compactos e
friaveis de coloracdo que variou de verde-clara a transltcida, especialmente naqueles cultivados
por 30 dias, independentemente da condicdo de luz ou escuro (Figura 13 A-D). J& aos 60 dias,
calos compactos, incluindo os com formagdes multigranulares e globulares, de cor creme foram
observados, especialmente de calos do hipocoétilo, em ambas as condicdes de cultivo, embora
em folhas cotiledonares cultivadas no escuro essas estruturas, em menor ocorréncia, também
tenham sido observadas (Figura 13 E-H). Nesse tratamento foram observadas diversas
formacdes do tipo embriogénicas, incluindo estruturas semelhantes a pré-embrides tardios,
especialmente nas regides periféricas dos calos do hipocétilo formados sob condi¢des de
luminosidade (Figura 13 1-M).
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Figura 13: Analise morfolégica e anatdmica de calos de pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) obtidos a partir de
folhas cotiledonares e hipocotilos cultivados na luz ou no escuro em meio de MS, suplementado com 200 uM de
2,4-D e 50 uM de cinetina. A - D: explantes cultivados por 30 dias. E-H: explantes cultivados por 60 dias. | e L:
Anatomia de calos de folhas cotiledonares. J e M: Anatomia de calos de hipocétilos.

A embriogénese somatica pode ser descrita como o processo pelo qual células somaticas
desenvolvem estruturas semelhantes a embrides zigoticos, por meio de uma sequéncia ordenada
de estadios embriogénicos caracteristicos, sem ocorréncia de fusdo dos gametas
(ZIMMERMAN, 1993, GUERRA et al., 1999; JIMENEZ, 2001). Esse processo in Vvitro
apresenta dois padrbes basicos de desenvolvimento de embriGes: a embriogénese somatica
direta, na qual os embrides somaticos originam-se diretamente de tecidos matrizes, sem a
formacdo de estadios intermediarios de calos, e a embriogénese indireta, na qual os embrides
se formam a partir de um calo. Em ambos o0s padrdes, 0 embrido somatico segue a mesma
sequéncia de desenvolvimento do zigético, ou seja, a passagem pelos estadios globular,
cordiforme, torpedo e cotiledonar (WILLIAMS e MAHESWARAN, 1986; VON ARNOLD et
al., 2002).

Para a identificacdo de embriogénese somatica pode-se usar aspectos morfogénicos dos
calos. Em modelos diretos, a primeira expressdo morfogénica é o surgimento de estruturas
globulares brancas e/ou translucidas, que correspondem a embrifes somaticos em estadio
globular. Ja em modelos indiretos, inicialmente ha a diferencia¢do de calos e o surgimento neste

de setores geralmente fridveis, normalmente brancos e/ou translicidos, convencionalmente
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designados de massas ou complexos celulares pré-embriogénicos, os quais se dividem para
formar pré-embribes somaticos. Esses aglomerados celulares capazes de produzir embrides
somaticos possuem células de tamanho reduzido e citoplasma denso como principal
caracteristica (FEHER et al., 2003; XU e HUANG, 2008).

As auxinas 2,4-D e picloram tém sido investigadas com frequéncia como indutoras de
embriogénese somatica. A formacdao direta de embrides somaticos em Paspalum scrobiculatum
ocorreu com a utilizacdo de altos niveis de picloram, isoladamente ou em combinacdo com
cinetina (KAUR e KOTHARI, 2004). Essa auxina também foi efetiva na obtencdo de
embriogénese somatica repetitiva em Arachis hypogaea (LITTLE et al., 2000). O 2,4-D,
considerado como a principal auxina de inducdo da embriogénese somatica, também pode ser
requerida em altas concentragdes e/ou por longos periodos para iniciar a sequéncia de eventos
que desencadeiam a embriogénese somatica (FEHER et al., 2003). Em pinhdo-manso, Nhut et
al. (2013) também obtiveram sucesso na inducéo de calos a partir de folhas utilizando o 2,4-D.

Nos tratamentos onde se utilizou 200 uM de picloram e 50 M de cinetina verificou-se
apenas a formacéo de calos tipicamente esponjosos, de textura friavel a semi-compactos, sem
nenhum aspecto aparente e nem anatdomico de se tratarem de formac6es embriogénicas (Figura
14 A—M).

Na maior concentracdo de auxina (400 uM), explantes cultivados em presenca de 2,4-
D apresentaram, de maneira geral, apos 30 dias, calos que variaram do semi-compactos até os
friaveis, de coloracdo esbranquicadas e translucida, incluindo os esverdeados, em ambos 0s
tipos de propagulos utilizados, tanto na luz como no escuro (Figura 15 A-D). Ja aos 60 dias,
calos originarios de hipocétilos apresentaram-se do tipo compacto e semi-compacto, inclusive
com formacdes granulares, os quais foram preferencialmente de coloracéo creme, tanto quando
cultivados na luz como no escuro. Nestas condi¢fes calos de folhas cotiledonares seguiram
praticamente o0 mesmo padrao daqueles calos formados aos 30 dias, embora com maior volume
aparente de calos formados (Figura 15 E-H). Anatomicamente, os calos das folhas cotiledonares
cultivados na luz apresentaram-se constituidos preferencialmente por células parenquimaticas
e sem uma organizacdo aparente. JA em calos de hipocétilos cultivados na luz foi possivel
observar células aparentemente maiores, com citoplasma mais denso e paredes celulares mais

finas, indicando possiveis regides de células meristematicas (Figura 15 I e J).
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Figura 14: Analise morfolégica e anatdmica de calos de pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) obtidos a partir de
folhas cotiledonares e hipocétilos cultivados na luz ou no escuro em meio de MS, suplementado com 200 UM de
picloram e 50 uM de cinetina. A - D: explantes cultivados por 30 dias. E-H: explantes cultivados por 60 dias. | e
L: Anatomia de calos de folhas cotiledonares. J e M: Anatomia de calos de hipocétilos.

Figura 15: Analise morfoldgica e anatdmica de calos de pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) obtidos a partir de
folhas cotiledonares e hipocotilos cultivados na luz ou no escuro em meio de MS, suplementado com 400 uM de
2,4-D. A - D: explantes cultivados por 30 dias. E-H: explantes cultivados por 60 dias. | e L: Anatomia de calos de
folhas cotiledonares. J e M: Anatomia de calos de hipocotilos.
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J& nos calos dos explantes de folhas cotiledonares cultivadas no escuro, entre células
parenquimaticas de diversos tamanhos e sem uma organizacdo aparente foi possivel observar
uma grande regido de células com citoplasma denso, nlcleo evidente, indicando uma &rea
meristematica com potencial embriogénico, ocorréncia também evidenciada em calos formados
a partir do hipocotilo (Figura 15 L e M).

Nos tratamentos com 400 uM de picloram verificaram-se estruturas aparentemente
interessantes apenas em calos de hipocotilos, especialmente os obtidos do cultivo no escuro
(Figura 16). Na analise anatdmica destes calos, classificados como sendo de consisténcia
compacta e semi-compacta, de coloracdo creme, observou-se pequenas regides de células
meristematicas organizadas de forma globular, dando indicios de se tratarem de regides com
proembrides, sendo que nas demais formagdes, ndo foram observadas estruturas embriogénicas
(Figura 16 1-M).

Luz Escuro

Figura 16: Analise morfoldgica e anatdmica de calos de pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) obtidos a partir de
folhas cotiledonares e hipocotilos cultivados na luz ou no escuro em meio de MS, suplementado com 400 uM de
picloram. A - D: explantes cultivados por 30 dias. E-H: explantes cultivados por 60 dias. | e L: Anatomia de calos
de folhas cotiledonares. J e M: Anatomia de calos de hipocétilos.

Os tratamentos onde se utilizaram meios com 400 uM de 2,4-D e 50 uM de cinetina
podem ser observados na Figura 17. De maneira geral, calos compactos e semi-compactos, de
coloracdo esbranquigada, esverdeada e translicida, apos 30 dias foram observados. Ja aos 60

dias de cultivo, a coloracéo observada nos calos foi predominantemente creme, com calos do
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hipocétilo apresentando formacgdes multigranulares, algumas com caracteristicas globulares,
aparentes por praticamente toda a superficie do explante. Anatomicamente, calos formados a
partir desse tratamento, a partir de folhas cotiledonares, apresentaram uma formacéo de calos
parenquimaticos de aspectos ndo embriogénico. Entretanto, nos calos formados a partir de
hipocétilos cultivados no escuro foi possivel observar calos com pequenas regides de células
com citoplasma denso, independentes do calo principal, com formatos de estruturas globulares
e, aparente conjunto de células de suspensor, sugerindo tratar-se de possiveis embrides
globulares sendo formados (Figura 17 J e M).

Luz Escuro
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Figura 17: Analise morfolégica e anatdmica de calos de pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) obtidos a partir de
folhas cotiledonares e hipocotilos cultivados na luz ou no escuro em meio de MS, suplementado com 400 uM de
2,4-D e 50 uM de cinetina. A - D: explantes cultivados por 30 dias. E-H: explantes cultivados por 60 dias. | e L:
Anatomia de calos de folhas cotiledonares. J e M: Anatomia de calos de hipocatilos.

Ja os tratamentos com 400 uM de picloram combinado com 50 UM de cinetina também
mostraram a formacdo de diversas regiGes com células meristeméaticas em organizagdo
semelhantes a proembrides, principalmente em explantes de hipocotilos cultivadas na luz e
escuro, e em folhas cotiledonares cultivadas no escuro (Figura 18). A textura geral dos calos
foi de compacta a semi-compacta, com coloragdo que variou do transparente ao claro-

amarelado

116



Luz Escuro

Figura 18: Analise morfolégica e anatdmica de calos de pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) obtidos a partir de
folhas cotiledonares e hipocotilos cultivados na luz ou no escuro em meio de MS, suplementado com 400 uM de
picloram e 50 UM de cinetina. A - D: explantes cultivados por 30 dias. E-H: explantes cultivados por 30 dias. | e
L: Anatomia de calos de folhas cotiledonares. J e M: Anatomia de calos de hipocétilos.
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4. CONCLUSOES

Nas condi¢des que o experimento foi desenvolvido, é possivel concluir que:

Explantes de pinhdo-manso, constituidos por hipocétilo e folhas cotiledonares de
plantas jovens cultivadas in vitro sdo responsivos a inducéo de calos;

Explantes de hipocotilo apresentam a formacéo de calos brancos friaveis, mesmo
sem a presenga de regulador de crescimento no meio de cultura;

As auxinas 2,4-D e o picloram se mostram eficientes na inducdo de calos em
explantes provenientes de hipocoétilos e folhas cotiledonares;

O picloram apresenta as maiores percentagens de explantes contendo calos nas
condicdes de cultivo de luz e escuro e nos tempos de 30 e 60 dias, tanto em
hipocatilo quanto de folhas cotilédones.

O tratamento contento apenas cinetina promove a formacdo de calos friaveis em
folhas cotiledonares e calos fridveis e semi-compactos em explantes de hipocotilo;
O 2,4-D é mais eficiente na formacdo de calos compactos com aspecto globular,
enquanto o picloram na inducdo de calos semi-compactos e friaveis e de grande
volume;

As concentracdes de 200 e 400 uM de picloram e 2,4-D sdo eficientes na indugéo
de calos com caracteristicas embriogénicas em hipocotilos e folhas cotiledonares
cultivados, preferencialmente, no escuro, €;

O cultivo de explantes formados por hipocétilos e folhas cotiledonares de pinhédo-
manso no escuro promove a inducao de calos com caracteristicas embriogénicas do

que em condi¢es de luz.
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