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1. INTRODUCAO

A utlizagdo de biomassa como uma fonte de energia renovavel é
fundamental para o desenvolvimento e a sustentabilidade da civilizacdo. Nesse
cenario, a utilizacéo de 6leos vegetais na producao de biodiesel vem se expandindo
devido a crescente demanda, ao apoio politico que estas estratégias tém recebido,
bem como a disponibilidade de tecnologia para tanto (DIVAKARA et al., 2010).

Dentre as oleaginosas que vem sendo estudadas para este fim, o pinh&o-
manso (Jatropha curcas L.) merece destaque devido a sua robustez, facil
propagacédo, resisténcia a seca, alto teor de 6leo, baixo custo da semente,
possibilidade de utilizacdo em ampla condicdo agroclimética, possibilidade de
utilizacdo de diversas partes da planta, além de seu cultivo poder atender
demandas socioecondmicas e de preservacdo de areas degradadas (LIU et al,
2015).

Apesar das potencialidades da cultura, esta € uma espécie em processo de
domesticacdo (COSTA et al., 2011). Assim, os estudos que existem relativamente
a aplicacdo de diferentes técnicas de propagacdo e estudo da espécie sao
diversificados e variam em funcéo da origem das plantas em estudo.

Além disso, a propagacdo convencional do pinhdo-manso apresenta
desvantagens quanto ao rendimento, que é bastante instavel, devido a natureza
heretozigotica das plantas (SINGH et al., 2010). Ja as plantas propagadas por
estacas apresentam uma menor longevidade, assim como menor resisténcia a
seca, pragas e doencas, quando comparadas as obtidas por sementes, além de
menor produtividade (SATO et al., 2009).

Nesse sentido, a micropropagacdo massal de gendtipos de elite pode ser
uma alternativa para a obtencdo de mudas de elevado padrao genético e sanitario
em larga escala. Além disso, a obtencao de protocolos eficientes de regeneracao
de plantas permitira a utilizacdo de técnicas te transformacdo genética para a
inserc@o de caracteristicas de interesse.

Durante o processo de regeneracdo de plantas, uma etapa importante é o
alongamento das brotacbes adventicias, para posterior enraizamento e
aclimatacao. Portanto, o objetivo deste estudo foi testar diferentes tratamentos para
o alongamento de brotacdes adventicias obtidas de hipocétilos de pinhdo manso
via organogénese indireta.

2. METODOLOGIA

O estudo foi conduzido nos Laboratérios de Biotecnologia Vegetal da
Unidade de Biotecnologia da UFPel e no Laboratério de Cultura de Tecidos de
Plantas do Departamento de Botanica da UFPel. Sementes de uma linhagem
promissora, cedidas pela Embrapa Clima Temperado, de Pelotas, Rio Grande do
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Sul, foram descascadas com o auxilio de um quebra-nozes, desinfestadas
superficialmente com &lcool 70% durante 2 minutos, lavadas abundantemente com
agua destilada estéril, imersas em solucéo de hipoclorito de sodio 2% durante 20
minutos e novamente lavadas com agua destilada estéril, sendo secas em papel
filtro também estéril antes da inoculagédo no meio de cultura.

Posteriormente ao procedimento de desinfestacdo, as sementes foram
inoculadas em frascos contendo aproximadamente 30 mL de meio MS (Murashige
& Skoog) com a metade da concentragdo de sais, acrescido de 1% (p/v) de
sacarose e 0,94 uM de &cido giberélico (GA3), solidificado com 7g L de agar,
distribuidas em duas por frasco, sendo mantidas em estufa BOD, no escuro, em
temperatura de 28 °C. Apo6s 10 dias de inoculacéo, os hipocotilos foram isolados
com auxilio de pinga e bisturi e transferidos para placas de petri descartaveis
contendo meio de cultura MS, 3% (p/v) de sacarose e solidificado com 7g L de
agar, acrescido de 30 mg.L? de caseina hidrolisada e 50 mg.L* de amoxicilina, e
reguladores de crescimento, 3,5 mg.L* BAP combinado com 0,5 mg.L! de &cido
indolbutirico (AIB). O material foi mantido em sala de crescimento em temperatura
de 25°C +-2, com 16h de foto periodo.

Apbs 28 dias os explantes foram transferidos para meio de regeneracao que
consistiu de MS contendo 3% (p/v) de sacarose, acrescido de 5 mg L* de BAP e
0,2 mg L de Acido naftalenacético (ANA), 30 mg.L! de caseina hidrolisada e 50
mg.L? de amoxicilina, sendo mantidas as mesmas condicdes de cultivo. Apés 21
dias em meio de regeneracdo, cada explante apresentando brotacdes adventicias
foi seccionado em trés e inoculado em um dos tratamentos de alongamento, que
consistiam de meio MS contendo 3% (p/v) de sacarose, acrescido 30 mg.L* de
caseina hidrolisada e 50 mg.L'! de amoxicilina e diferentes reguladores de
crescimento, isolados ou em combinagdo: T1: 1,7 mg.L* AIA + 0,5 mg.Lt BAP; T2:
0,5 uM GA3; T3: 2 mg.L! BAP (KUMAR et al., 2010; PURKAYASTHA et al., 2010;
KHEMKLADNGOEN et al., 2010). Foram realizadas 10 repeticdes com 3 explantes
em cada tratamento.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O alongamento das brotacfes adventicias nos explantes foi observado aos
14 dias de cultivo, sendo que aos 42 dias de cultivo o tratamento T1 se mostrou
significativamente superior ao T3, mas ndo apresentando diferenca
estatisticamente significativa com T2, assim como T2 e T3 nao diferiram
significativamente, conforme pode ser observado na Figura 1:
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Figura 1. Média do numero de explantes com brotacdes adventicias
alongando aos 42 dias de cultivo. P<0,01 no teste de Kruskal-Wallis.
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Entretanto, outros parametros precisam ser analisados. Por exemplo, os
explantes do tratamento T3, apresentaram maior frequéncia de proliferacdo de
calos, como pode ser observado na Figura 2, sendo essa diferenca estatisticamente
significativa em relagdo aos tratamentos Tl e T2. Estes por sua vez, n&o
apresentaram diferenca significativa entre si. Nesta etapa do processo de obtencao
de plantas via organogénese indireta, a proliferacdo dos calos é indesejada e
compromete o bom desenvolvimento das brotacées adventicias, tanto que aos 42
dias os explantes do tratamento T3 apresentavam maior frequéncia de oxidacéo
completa e necrose dos tecidos, conforme pode ser observado na Figura 3.
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Figura 2: Médias de explantes apresentando proliferacao de calos aos 42
dias de cultivo. P<0,001 no teste de Kruskal-Wallis.
KHEMKLADNGOEN et al. (2010) relatou que a utilizacdo de 2 mg L-1 de
BAP seria mais eficiente no alongamento de brotacdes adventicias de pinhéo
manso, e a sua combinagdo com uma auxina (AIB) ocasionou a continuagao da
formacdao de calos, justamente o oposto do observado.
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Figura 3: Média de explantes totalmente oxidados aos 42 dias de cultivo.
P<0,01 no teste de Kruskal-Wallis.

Apesar de ndo ser observada diferencas estatisticamente significativas entre
os tratamentos T1 e T2 para os parametros avaliados, os explantes do tratamento
T1 visualmente apresentaram um melhor desenvolvimento, como pode ser
observado na Figura 4.



Figura 4: Explantes aos 42 dias, T1 (A), T2 (B) e T3 (C).

O T1, relatado por KUMAR et al. (2010) como o mais eficiente no
alongamento de brotacdes adventicias, se mostrou ser o mais eficiente também
nas condi¢cdes desse estudo. Ao contrario do observado por PURKAYASTHA et al.
(2010), a utilizagdo de GA3 néo foi essencial para o alongamento de brotagdes
adventicias.

4. CONCLUSOES

Nas condicdes desse estudo, o tratamento contendo 1,7 mg.Lt AIA + 0,5
mg.L! BAP (T1) foi o mais eficiente no alongamento de brotagdes adventicias
obtidas a partir de hipocétilos de pinhdo-manso cultivados in vitro.
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