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RESUMO

O pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) é uma planta nativa da América do Sul
e com ampla distribuicio na América do Sul e Central, Africa e Asia. A espécie é
considerada promissora para a producao de biodiesel por seu elevado teor de 6leo.
A planta normalmente é propagada por sementes, mas também por estaquia de
ramos. A micropropagacdo é uma técnica que permite obter de forma r4pida grande
quantidade de mudas a partir de um unico individuo. O experimento foi conduzido no
Laboratorio de Micropropagacdo pertencente a Faculdade de Engenharia da
UNESP, Campus de Ilha Solteira — SP. Foram utilizadas folhas jovens de pinh&o-
manso (Jatropha curcas L.) retiradas diretamente de plantas cultivadas no campo da
Fazenda de Ensino, Pesquisa e Extensdo da Faculdade de Engenharia da UNESP -
Campus de llha Solteira com o objetivo de analisar os efeitos de doses de 2,4-D e
BAP na formacdo de calos em explantes foliares. O experimento foi composto de
nove tratamentos sendo eles: 2,5 mg L™ de BAP e 0,5 mg L™ de 2,4-D; 3,0 mg L™ de
BAP e 0,5 mg L™ de 2,4-D; 3,5 mg L™ de BAP e 0,5 mg L™ de 2,4-D; 2,5 mg L™ de
BAP e 1,0 mg L™* de 2,4-D; 3,0 mg L™ de BAP e 1,0 mg L™ de 2,4-D; 3,5 mg L de
BAP e 1,0 mg L™ de 2,4-D; 2,5mg L™ de BAP e 1,5 mg L™ de 2,4-D; 3,0 mg L™ de
BAP e 1,5 mg L™ de 2,4-D; 3,5 mg L™ de BAP e 1,5 mg L de 2,4-D. Todas as
combinac¢des dos reguladores vegetais 2,4-D e BAP foram eficientes na formacéo e
desenvolvimento de calos em explantes foliares de pinhdo-manso.
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SUMMARY
The physic nut (Jatropha curcas L.) is a plant native to South America and
widely distributed in South and Central America, Africa and Asia. The species is
considered promising for the production of biodiesel by their high oil content. The
plant is usually propagated by seeds, but also by cuttings of branches
Micropropagation is a technique that allows you to quickly lot of seedlings from a
single individual. The experiment was conducted at the Laboratory of
Micropropagation belonging to the Faculty of Engineering, UNESP, Ilha Solteira - SP.
Campus llha Solteira with the purpose of analyzing the effects of doses - young
leaves of physic nut (Jatropha curcas L.) taken directly from plants grown in the field
of Finance Teaching and Research of the Faculty of Engineering, UNESP were used
2,4- D and BAP on callus formation in leaf explants . The experiment consisted of
nine treatments which were: 25 mg L- 1 BAP and 0.5 mgL-124-D;3.0mgL-1
BAP and 0.5 mg L-1 2,4- D; 3.5 mg L- 1 BAP and 0.5 mg L-1 24- D; 25 mg L- 1
BAP and 1.0 mg L-1 2,4- D; 3.0 mg L- 1 BAP and 1.0 mg L-1 24- D; 3.5 mg L- 1
BAP and 1.0 mg L-1 2,4- D; 25 mg L- 1 BAP and 1.5 mg L-1 24- D; 3.0 mg L- 1
BAP and 1.5 mg L-1 2,4- D; 3.5 mg L- 1 BAP and 1.5 mg L-1 2,4-D . All combinations
of plant growth regulators 2,4- D and BAP were efficient in the formation and
development of callus on leaf explants of Jatropha .

Key-words : physic nut, micropropagation, 2,4-D, BAP.
INTRODUCAO

No Brasil, devido a grande diversidade de espécies oleaginosas, pode-se
produzir biodiesel a partir de diferentes 6leos vegetais como soja, milho, amendoim,
algodao, babacgu, pinhdo-manso e palma (FERRARI et al., 2005).

O pinh&o-manso (Jatropha curcas L.) € uma planta nativa da América do Sul
e com ampla distribuicio na América do Sul e Central, Africa e Asia. A espécie é
considerada promissora para a producdo de biodiesel por seu elevado teor de 6leo
(25 a 40%), superior ao da maioria das oleaginosas utilizadas no mercado de
biocombustiveis (ARRUDA et al., 2004).

A utilizacdo do pinh&o-manso, como matéria-prima para a producdo de
biodiesel, vem sendo amplamente discutida e avaliada, uma vez que esta € uma
promissora cultura a ser implantada em areas que ndo apresentem caracteristicas
edafocliméaticas favoraveis, favorecendo a distribuicdo do cultivo por todas as
regides brasileiras, permitindo a melhor execucdo do Programa Nacional de
Produc&o e Uso do Biodiesel — PNPB (HEIFFIG; CAMARA, 2006).

A planta normalmente é propagada por sementes, mas também por estaquia
de ramos (SATURNINO et al., 2005). A micropropagacdo € uma técnica que permite
obter de forma rapida grande quantidade de mudas a partir de um unico individuo,
além de possibilitar a conservacdo de germoplasma, garantindo a manutencéo da
biodiversidade, sendo pois extremamente importante para agilizar trabalhos de
melhoramento genético (ECHEVERRIGARAY et al., 2001). A multiplicacdo de
plantas via micropropagacao se baseia no potencial das células de dar origem a um
novo individuo a partir de explantes, a chamada teoria da totipoténcia
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).



OBJETIVOS
Analisar os efeitos de doses de 2,4-D e BAP na formacédo de calos em
explantes foliares de Jatropha curcas L.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Micropropagacao pertencente
a Faculdade de Engenharia da UNESP, Campus de llha Solteira — SP. Foram
utilizadas folhas jovens de pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) retiradas diretamente
de plantas cultivadas no campo da Fazenda de Ensino, Pesquisa e Extensdo da
Faculdade de Engenharia da UNESP - Campus de Ilha Solteira, localizada em
Selviria — MS, sem que houvesse tratamento prévio a base de fungicidas e
bactericidas.

A instalagao do experimento foi realizada em Agosto de 2011 e o mesmo foi
composto por nove tratamentos: : 2,5 mg L' de BAP e 0,5 mg L' de 2,4-D; 3,0 mg L
'de BAP e 0,5mgL*de 2,4-D; 35mgL*de BAP e 0,5mg L™* de 2,4-D; 25 mg L™
de BAP e 1,0 mg L™ de 2,4-D; 3,0 mg L™ de BAP e 1,0 mg L™ de 2,4-D; 3,5 mg L™
de BAP e 1,0 mg L™ de 2,4-D; 2,5mg L' de BAP e 1,5 mg L™ de 2,4-D; 3,0 mg L™ de
BAP e 1,5mg L™ de 2,4-D; 3,5 mgL"de BAP e 1,5 mg L™ de 2,4-D

As folhas foram lavadas com detergente neutro em agua corrente e

foram submetidas a desinfestacéo, dentro da camara de fluxo laminar, nas seguintes
etapas:

1) Lavagem com alcool 70% por cinco minutos, seguida de triplice
enxague com agua destilada e autoclavada;

2) Lavagem com 300 mL de solucdo de hipoclorito de sédio
comercial (2,0 a 2,5% p/p) por quinze minutos, seguida de triplice enxague
com agua destilada e autoclavada.

Apés a desinfestacdo, as folhas foram cortadas com o auxilio de bisturi em
quadrados com cerca de 5 mmz2 para serem inoculados. Em todos os tratamentos
foram utilizados meio MS (Murashige e Skoog, 1962), suplementado com 30g L™ de
sacarose e 2,8 g L de fitagel, com pH ajustado para 5,7 * 0,1, antes da
autoclavagem a 120 °C com 1 Kgf cm™ durante 20 minutos.

O estabelecimento foi realizado em sala de crescimento vegetal com
temperatura 25 + 1 °C, sendo mantidas sempre no escuro nos primeiros 5 dias ap0s
a inoculacdo. Os explantes foram avaliados 25 dias apds a inoculacdo, sendo
considerado o numero de explantes vivos com calos como variavel, cujo valor foi
expresso em porcentagem. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado com nove tratamentos, quatro repeticdes e cinco tubos por repeticao.
Os dados foram analisados no programa estatistico SISVAR, com as médias
comparadas atraves do teste de Tukey a 5% de significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o houve diferenca significativa entre as intera¢des do fito-hormonios 2,4-D
e com BAP para qualguer uma das variaveis analisadas, tendo formacéo de calo em
todos os tratamentos (tabela 1).

Os tratamentos T2 e T3 foram o0os que apresentaram menores taxas de
desenvolvimento de calos, ambos com 90%. Os demais tratamentos apresentaram
taxas acima de 95% (tabela 3). Menezes et al. (2009) obtiveram resultados
semelhantes em trabalhos realizados com pinhdo-manso com diferentes



combinacgdes de 2,4-D e BAP e relatam que, para a variavel formacdo de calo,
os melhores resultados foram obtidos com 4,0 mg L* de BAP combinados
com2,0e 40 mg L* de 2,4-D.

Tabela 1. Porcentagem de explantes foliares de pinhdo-manso (Jatropha
curcas L.) tratados com BAP e 2,4-D com a presenca de calos, vivos e com fungos,
aos 28 dias apos a inoculacao.

Tratamentos Explantes (%)
Vivos Calo Fungos
T1)25mg L? de BAP+0,5mg L' de 2,4-D 95 95 0
T2)3,0mg L de BAP+0,5mg L™ de 2,4-D 90 90 5
T3)35mg L de BAP+0,5mg L™ de 2,4-D 90 90 0
T4)25mg L de BAP+1,0mg L™ de 2,4-D 100 100 5
T5)3,0mg L de BAP+1,0mg L™ de 2,4-D 100 100 0
T6)35mg L de BAP+1,0mg L™ de 2,4-D 100 100 0
T7)25mg L de BAP+1,5mg L™ de 2,4-D 100 100 0
T8)3,0mg L™ de BAP+1,5mg L™ de 2,4-D 100 100 0
T9)35mg L* de BAP+1,5mg L * de 2,4-D 100 95 0

Santos et al. (2009), em experimento com diferentes balangos entre citocinina
e auxinas, verificou que os calos cultivados com 1,0 e 2,0 mg L™ de 2,4-D tiveram
desenvolvimento estrutural mais adequado. Resultado semelhante pode ser
observado no trabalho realizado por Machado e Coelho (2010), no qual o meio MS
suplementado com 1,5 mg L * de 2,4-D, apresentou melhores resultados para a
inducao de calos friaveis de pinhdo manso. Para Feitosa et al. (2009) os melhores
resultados para formacdo de calos em explantes foliares de pinhdo-manso foram
observados quando houve a interacéo entre 3,0 mg L de 2,4-D e 4,0 mg L* da
citocinina cinetina.

A tabela de analise de variancia para explantes foliares de pinhdo manso
vivos e com calos (tabela 2) mostra que o valor de F (1,446) n&o foi significativo,
pois P<0,223, isto indica que ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos
para a variavel avaliada.

Tabela 2. Tabela de andlise de variancia para desenvolvimento de calos em
explantes foliares vivos de pinhdo-manso (Jtropha curcas L.), aos 28 dias apds a
inoculacgao.

Fonte de Variacdo p>F
Tratamento 0,223 ns
CV (%) 7,450

A influéncia da auxina no desenvolvimento de calos embriongénicos, via
embriogénese somatica, € notoria tanto nos estudos bésicos descritos por
Murashige e Skoog (1962), quanto nos mais contemporaneos descritos por Torres et
al., (1998), O’Connor-Sanchez et al. (2002), Carneiro et al. (2004), Coelho et al.
(2005).

As citocininas sao utilizadas para quebrar a dominancia apical dos brotos, e
aumentar a taxa de multiplicacdo. Entre as mais utilizadas, esta a 6-
benzilaminopurina (BAP). Oliveira et al. (2004) em experimento realizados com
Vigna unguiculata L. observaram que a combinacdo de BAP e 2,4-D é eficiente na
formacéao de calo.



A tabela de analise de variancia para explantes foliares de pinhdo-manso
vivos (tabela 3) mostra que o valor de F (1,909) néo foi significativo, pois P<0,100,
isto indica que n&do houve diferenca significativa entre os tratamentos para a variavel
avaliada.

Tabela 3. Tabela de analise de varidncia para explantes foliares vivos de
pinhdo-manso (Jtropha curcas L.), aos 28 dias apés a inoculacéo.

Fonte de Variacao p>F
Tratamento 0,100ns
CV (%) 6,570

As pequenas diferencas entre um tratamento e outro se deram por morte do
explante por contaminacdo causada por fungos, jA que as plantas séo retiradas
diretamente do campo, e ndo de uma casa de vegetacdo onde h& maior controle da
sanidade da planta matriz. Nao houve contaminacao bacteriana neste experimento.

Tabela 4. Tabela de analise de variancia para explantes foliares de pinh&o-
manso (Jtropha curcas L.) contaminados, aos 28 dias apds a inoculacao.

Fonte de Variacao p>F
Tratamento 0,549
CV (%) 424,260

Na tabela 4, a analise de variancia para explantes foliares de pinh&o-manso
contaminados, mostra que o valor de F (0,875) néo foi significativo, pois P<0,549,
isto indica que nao houve diferenca significativa entre os tratamentos para a variavel
avaliada. Diversos autores recomendam o tratamento fitossanitario das matrizes,
bem como a criagdo de um banco de matrizes em viveiros ou casa de vegetagao
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998; LEIFERT; CASSELS, 1991).

CONCLUSOES
Todas as combinagfes dos reguladores vegetais 2,4-D e BAP foram
eficientes na formacéo e desenvolvimento de calos em explantes foliares de pinhéo-
manso.
Como todas as doses nao diferiram estatisticamente entre si, € recomendavel
que se utilize a menor combinacéo delas, 0,5 mg L™ de 2,4-D combinado com 2,5
mg L™ de BAP, pois reduz o custo de implantacdo da cultura in vitro.
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