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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de BAP e AIB sobre a formagdo de calos a partir de
explantes foliares de Jatropha curcas L. (acesso JCUFS-012), descrever a curva de crescimento e realizar andlise
histolégica dos calos. O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, em esquema fatorial 5x4, com cinco
concentragdes de BAP (0,0; 0,5; 1,0; 2,0 e 3,0 mg.L’l) e quatro de AIB (0,0; 0,5; 0,75 e 1,0 mg.L’l). Durante o
experimento, a curva de crescimento dos calos foi acompanhada e mensurada aos 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50,
55, 60 dias de cultivo. A andlise histoldgica foi realizada a partir de calos crescidos em meio MS acrescido de 1,0 mg.L™"
de BAP e 0,5 mgL"' de AIB, apés 60 dias de cultivo. A interacio dos reguladores de crescimento BAP e AIB
proporcionou a formacgdo de calos compactos e posterior regeneracdo de brotagdes. Um maior nimero médio (6,2) de
brotos por calo foi observado quando se adicionou ao meio de cultivo 1,65 mg.L"' de BAP. A curva de crescimento de
calos apresentou cinco fases distintas: lag, exponencial, linear, estaciondria e desaceleracdo. Na andlise histolégica dos
calos de J. curcas fica evidenciado a organogénese indireta pela formacdo de brotos adventicios, que apresentam conexao

cambial com os tecidos dos calos.

PALAVRAS-CHAYVE: Pinhdo-manso. Regulador de crescimento. Calogénese.

INTRODUCAO

O  género  Jatropha  consiste de
aproximadamente 170 espécies, incluindo J. curcas
L. (pinhdo-manso), que se destaca por seu elevado
potencial para a produgdo de 6leo biocombustivel. O
pinhdo-manso € uma planta oleaginosa, perene,
pertencente a familia Euforbidcea, ocorrendo
praticamente em todas as regides, desde o Nordeste
até Sdo Paulo e Parand, de forma dispersa,
adaptando-se as mais variadas  condi¢Oes
edafoclimaticas (SEVERINO; LIMA; BELTRAO,
2005; BELTRAO, 2005).

Esta espécie ainda ndo estd totalmente
domesticada e a ocorréncia de problemas
relacionados a sua propagacdo por via seminal e
vegetal tem sido frequente. Alguns fatores tem sido
limitantes na expansio desta espécie como, plantio
desuniforme através de mudas propagadas por
sementes, perda do poder germinativo apds alguns
meses de armazenamento e a baixa demanda de
estacas (SEVERINO et al., 2006; NUNES et al.,
2008). A cultura de tecidos pode ser uma ferramenta
para auxiliar na resolug@o desse problema.

A organogénese, uma das vias de
regeneragdo de plantas in vitro, ocorre com a
formagdo de gemas adventicias e pode ser indireta
ou direta, dependendo da formacdo ou nio de calos,
respectivamente. O sucesso da regeneracdo in vitro
depende de vérios fatores, onde os reguladores de
crescimento se destacam como o0s principais
controladores da morfogénese.

Os principais reguladores de crescimento
utilizados na organogénese sdo citocininas e auxinas
(PERES, 2002). O efeito fisiolégico de cada
regulador depende da sua concentracio no meio,
sendo que cada parte da planta tem uma resposta
diferente, as alteracOes das concentracdes de
auxinas e citocininas (POZO et al., 2005).

Para a definichio de um sistema de
regeneracdo via organogénese direta ou indireta ¢é
necessdrio o estabelecimento de protocolos
otimizados para cada espécie devido as
caracteristicas genéticas que determinam respostas
diferentes em cada cultura (CARVALHO et al.,
2006). A formacdo de calos a partir dos explantes é
uma etapa bdsica para o desenvolvimento de
sistemas de propagacdo massiva de plantas por
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organogénese ou embriogénese somdtica indireta
(VENTURIERI; VENTURIERI, 2004).

Entre os trabalhos relacionados a
propagacdo in vitro de Jatropha curca L, pode-se
citar Sujatha et al. (2005), obtiveram regeneracio de
brotos em explantes foliares em meio MS
suplementado com 1,020 mgL' de 6-
benzilaminopurina (BAP) + 1,0 mgL" de 4cido
indol butirico (AIB). J4 Sujatha e Mukta (1996)
testaram a regeneracdo de Jatropha curcas L.
através de vdrios explantes em diferentes
combinacdes de reguladores de crescimento,
independente do tipo de explante a maior
regeneragao aconteceu em meio MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) com AIB na faixa
de 0,5 mg.L" a 1,0 mg.L"'. Em explantes apicais
desta espécie 2,0 mg.L"' BAP e 0,5mg.L"' de dcido
indolil acético (AIA) promoveu o desenvolvimento
dos mesmos (RAJORE; BATRA, 2005).

Estudos histolégicos vém sendo
desenvolvidos em diversas espécies com o objetivo
de caracterizar o processo e as vias de regeneragdo
de plantas in vitro (ALVES; XAVIER; OTONI,
2004; DIBAX et al., 2010).

O estabelecimento da curva de crescimento
de calos de uma determinada espécie é importante,
pois identifica as distintas fases de crescimento do
calo, podendo-se presumir assim o momento
adequado  de  repicagem  dos  explantes
potencializando sua morfogénese (SOARES, 2003).

Este trabalho teve por objetivo avaliar o
efeito de BAP e AIB na formacgdo de calos a partir
de explantes foliares de Jatropha curcas L.,
determinar a curva de crescimento e realizar andlise
histolégica dos calos.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no
Laboratério de Cultura de Tecidos e Melhoramento
Vegetal do Departamento de  Engenharia
Agrondmica da Universidade Federal de Sergipe
(UFS) e a andlise histolégica foi realizada nos
Laboratérios de Anatomia Vegetal da UFS e de
Botanica da UFPR.

A fonte de explante utilizada foi o segmento
foliar de folhas jovens (terceira folha no sentido
dpice para base, com uma média de 9,4 cm de
largura e 10,0 cm de comprimento) retirado de
plantas matrizes da casa de vegetacdo, proveniente
do acesso JCUFS-012 do Banco Ativo de
Germoplasma de pinhdo-manso, localizado na
Fazenda Experimental "Campus Rural da UFS", Sao
Cristévao - SE. Estas plantas foram cultivadas em
vasos contendo solo, areia e esterco na proporcao de
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1:1:1 (v/v/v) e pulverizadas com o fungicida
Cercobin® (5%) dois dias antes da inoculacdo dos
explantes.

Antes da inoculacdo, os segmentos foliares
foram submetidos ao processo de desinfestacdo, em
duas etapas. A primeira a compreendeu a imersao
dos segmentos foliares em dgua corrente por trinta
minutos. A segunda etapa ocorreu em cdmara de
fluxo laminar, na qual os segmentos foliares foram
imersos em dlcool etilico 70% por um minuto e, em
seguida, em solu¢@o de hipoclorito de sédio a 0,5%
por cinco minutos sob agitacdo e lavados trés vezes
em 4gua destilada e autoclavada. Estes foram
seccionados em 1 cm’ e inoculados em frascos de
250 ml, contendo 25 ml de meio de cultura MS.
Ap6s a inoculagdo os frascos foram acondicionados
em sala de crescimento com fotoperiodo de 12 horas
de luz, temperatura de 25+2°C e intensidade
luminosa de 60 mol.m™>s” provenientes de luz
fluorescente branca fria.

Os sais do MS foram utilizados e o meio
adicionado de 30 g. L' de sacarose e, 7 g. L' de
agar. O pH do meio foi ajustado a 5,8+0,1 e a
esterilizacdo realizada em autoclave a 121°C por 15
minutos a 1,05 atm.

O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 5x4,
sendo cinco concentragdes de BAP (0,0; 0,5; 1,0;
2,0; 3,0 mg. L'l) e quatro de AIB (0,0; 0,5; 0,75 e
1,0 mg. L") com quatro repeti¢des, cada repeticio
constituida de quatro frascos contendo dois
explantes cada.

Apés 60 dias avaliou-se as varidveis:
porcentagem de formacdo de calos (%) e numero de
brotos por calo. Os dados em porcentagem foram
transformados em arco seno da raiz quadrada de
(X/100). As médias foram submetidas a andlise de
varidncia pelo teste F e quando significativas a
regressdo polinomial foi aplicada.

Curva de crescimento de calos

Para a determinacdo da curva de
crescimento de calos, explantes foliares com
aproximadamente 1 cm? foram inoculados em meio
MS acrescido com 1,0 mg.L'1 BAP e 0,5 mg.L'1
AIB. Apds a inoculagdo, os explantes foram
mantidos em sala de crescimento sob as mesmas
condig¢des do experimento anterior.

Estabeleceu-se a curva de crescimento dos
calos através da determinagdo da matéria fresca (g)
de cinco calos a partir do dia da inoculagdo (tempo
0), em intervalos de cinco dias durante 60 dias. O
delineamento foi o inteiramente casualizado com 13
tratamentos, constituidos pelos intervalos de
avaliacdo (0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55,
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60 dias). A curva foi plotada a partir da média de
cinco repetigdes (calos) em cada tempo de
determinacdo do peso de massa fresca.

Analise Histologica

Para a andlise histolégica do calo,
utilizaram-se calos com 60 dias de cultivo em meio
MS acrescido com 1,0 mg.L'1 BAP ¢ 0,5 mg.L'1
AIB. Os calos foram fixados em FAA 50
(JOHANSEN, 1940) por 48 horas e transferidos
para etanol 70%. O processamento das amostras foi
realizado mediante a desidratacdo em série
alcodlico-etilica e infiltradas em metacrilatoglicol
(historresina Leica). As amostras foram seccionadas
no sentido transversal na espessura de 5 um com o
auxilio de um micrétomo de rotacdo (LEICA
RM2125) e coradas com azul de toluidina 0,05%,
em tampao fosfato 0,1 M (pH 6,8) (O' BRIEN;
FEDER; MCCULLY, 1964).

As laminas permanentes foram montadas
com resina sintética (Entelan®). As andlises
microscOpicas e os registros fotomicrograficos
foram realizados em microscépio da marca ZEISS
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Axiolab®, com cAmara digital fotogrifica Sony
Ciber-shot P200® acoplada. A captura das imagens
foi realizada com o auxilio do software (IMAGE
PROPLUS) e as escalas foram projetadas nas
mesmas condicdes Opticas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve interacdo significativa entre os
reguladores de crescimento BAP e AIB para as
varidveis analisadas. Todos os tratamentos com
BAP e AIB formaram calos compactos, os quais
variaram em tamanho de acordo com as
combinacdes de suas concentracdes. Verificou-se
uma maior formac¢do de calos com pontos de
maxima de 1,9 mg.L'1 e 1,87 de BAP com 0,79 e
0,72 mg.L'1 de AIB e taxas de 99,28% e 99,82% de
formagdo de calo respectivamente, representados
por equacdes quadritica e cuibica (Tabela 1). Tanto
na auséncia do AIB e quanto do BAP notou-se
pouca formagdo de calo, sugerindo que a interacdo
dos reguladores proporcionou uma maior formagio
de calo.

Tabela 1. Porcentagem de formacao de calo (%) em funcdo da interag@o das concentra¢des de BAP e AIB.

AIB (mg.L") Equacio (Y)

BAP 0,0 0,5 0,75 1,0

(mg.L"

0,0 0,0 3,1 0,0 0,0 ns

0,5 12,5 100,0 100,0 93,7 13,12+253,75x-175,00x>
R?>=9922

1,0 40,6 100,0 87,5 100,0 42,07+143,35x-89,77x>
R?=90,34

2,0 34,4 100,0 90,6 93,7 35,48+176,53x-121, 59x*
R?>=95,15

3,0 15,6 93,7 93,7 93,7 16,33+217,33x-142,04x>
R?=98,79

Equagio 1,54+ 7,734215,79x- 6,07+21091x- 19,97+102,1

(Y) 48,67x- 133,40x%+23,7 136,66x*- 3x-26,84x>

14,43%> 1x* 2541x° R?=73,94
R*= 88,72 R*=93,80 R*= 88,76
CV (%) 22,27

Com relacdo ao numero de brotagdes,
verificou-se um incremento na multiplicagdao das
brotacdes com ponto de mixima de 1,65 mg.L’
BAP (6,2 brotagdes por explante), representado por
equacdo quadritica, quando os explantes foram
cultivados em na auséncia de AIB (Tabela 2).
Observou -se ainda que no meio com 1,61 mgL™"
BAP + 0,55 mg.L'1 AIB, obteve 6,9 brotacdes por
explante, a regressao foi representada por equacdes
quadrética e cubica (Figural). Entretanto, verificou-

se uma tendéncia linear negativa quando explantes
foram cultivados em meio com 3,0 mg.L'1 BAP em
todas as concentracdes de AIB.

A suplementacdo do meio de cultura com a
citocinina BAP  foi  essencial para o
desenvolvimento de brotacdes neste trabalho. Na
auséncia de BAP, os calos ndo exibiram qualquer
crescimento de brotos. Confirmando que o BAP esta
relacionado a formag@o e multiplicacdo de parte
aérea e inducdo de gemas adventicias
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(GRATTAPLAGIA; MACHADO, 1998).

Resultados similares foram obtidos com inhame
(dioscorea alata) onde a adi¢io de 2 mg. L' de BAP
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promoveu a emissdo de multiplos brotos (SOUZA,
2002).

Tabela 2. Nimero de brotos por calo em funcio da interacdo das concentracdes de BAP e AIB.

AIB mg L’ Equacio (Y)
BAP 0,0 0,5 0,75 1,0
mg.L"
0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 ns
0,5 0,0 4,1 0,2 0,5 0,001+48,74x-
113,44x%+
65,20x°
R?=100
1,0 3,9 6,3 1,1 1,9 3,87+52,11x-
135,14x%+81,03x°
R?=100
2,0 8.4 6,1 3,6 3,7 8,47-
6,84x+1,84x>
R?>=93,82
3,0 0,0 2,3 4,6 5.4 -0,084+5,62x
R?=97,53
Equacio (Y)  -1,79+9,66x-  0,328+8,18x- - -0,17+1,99x-
2,92x* 2,53x* 0,302+1,75x- 0,04x>
R? = 69,36 R?=97,74 0,02x* R*=99,25
R* = 96,66
CV (%) 38,88

Figura 1. Calo com brotacdes de J. curcas em meio MS suplementado com 1,0 mg.L"' de BAP e 0,5 mg.L"

AIB.

Analise da curva de crescimento de calo

Houve diferenga estatistica entre os
periodos de tempo em que os calos permaneceram
em cultivo. Na curva de crescimento de calo de J.
curcas, foram identificadas cinco fases: lag,
exponencial, linear, estaciondria e desaceleragdo
(Figura 2).

O comportamento da curva de calos se dar
em fung¢do da espécie em estudo e do explante

utilizado. Para cafeeiro ndo foram identificadas as
cinco fases, somente trés; lag, exponencial e linear,
devido a baixa velocidade de crescimento de calos
que essa espécie apresenta (SANTOS et al., 2003).
A curva de crescimento de calos inicia-se
com a fase lag, periodo em que as células do
explante se preparam para a divisdo celular e
producdo de energia. Esta fase permaneceu de 0 a
15 dias, apresentou uma média de 0,213+0,0327g de
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massa fresca. Esse resultado € semelhante aos

obtidos com sangra d'dgua (Crdton wurucurana
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Baill.), (LIMA et al., 2007) e murici-pequeno (
Brysonima intermedia) (NOGUEIRA et al., 2008).

Dias

Figura 2. Curva de crescimento de calos formados a partir de segmento foliar de pinhdo-manso (Jatropha
curcas L.) inoculados em meio MS suplementado com 1,0 mg.L™' de BAP e 0,5 mg.L™' AIB. I- fase
de crescimento lag, II- fase exponencial, III- fase linear, IV- fase estaciondria, V- fase de

desaceleracao.

A fase exponencial, na qual se tem intensa
divisdo celular, foi verificada de 15 a dias com uma
média de 1,295 £+ 0,2761g de massa fresca. Em café
(Coffea canéfhora L. cv. Apoatd) esta fase foi
observada entre 28 a 63 dias (SANTOS et al.,
2008). Ja em murici-pequeno  (Byrsonima
intermedia A. Juss.) esta fase ocorreu entre 20 a 40
dias de cultivo (NOGUEIRA et al., 2008).

O periodo da fase linear, no qual os calos
diminuem a divisdo celular e aumentam a 4rea
celular, foi observado entre 40 a 45 dias apds a
inoculagdo apresentando valores médios de
2,038+0,4050g de massa fresca. J4 em Coffea
canéfhora L. cv. Apoatd esta fase ocorreu no
periodo 63 a 70 dias (SANTOS et al., 2008).

A fase estaciondria foi de 45 a 50 dias. Nesta
fase provavelmente ocorre uma redugdo na divisao
celular, no final desta deve-se iniciar o processo de
repicagem. Em Crdéton urucurana Baill observou-
se entre 98 a 105 dias (LIMA et al., 2007). A fase de
desaceleracdo ocorreu a partir de 50 dias. Em
castanha do Brasil (Bertholletia excelsa H.B.K.) de
60 a 67 dias (SERRA; PAIVA; PAIVA, 2000),
murici-pequeno (Byrsonima intermedia A. Juss) de
60 a 80 dias (NOGUEIRA et al., 2008).

Analise histologica dos calos

As seccdes histolégicas dos explantes
mostraram a calogénese originada a partir das
células do parénquima palicddico nos quais se

observa o formato cldssico de um meristema, por
sua dimensao e disposicao das células, evidenciando
caracteristicas citolégicas de células meristematicas
pela intensa atividade mitdtica e devido a presenca
dos planos de divisdao caracteristicos, evidenciando
o desenvolvimento de brotos (Figura 3. a).
Resultados semelhantes foram obtidos por Dibax et
al. (2010), em explantes de folhas cotiledonares de
Eucalyptus camaldulensis, onde ocorreu a
formacdo de calogénese em regides periféricas do
tecido parenquimdtico, na posi¢do subepidérmica,
da face adaxial do explante.

Em Jatropha curcas L. houve a formagao de
trés 4pices caulinares, em diferentes estdgios de
desenvolvimento no calo (Figura 3 a). O aspecto
geral dos 4pices caulinares e dos primérdios
foliares, bem como do sistema vascular diferenciado
é observado na figura 3 c. Em detalhe na figura (3 d)
observa-se no dpice caulinar a presenca da
protoderme, a de drusas no meristema fundamental
e de elementos vasculares diferenciados que fazem
conexdo com o caule. Este estudo corrobora com os
estudos realizados por Dibax et al. (2010) e Alves et
al. (2004) em explantes de folhas para diferentes
espécies, nas quais o0s autores conseguiram
resultados positivos para obtencdo da organogénese
indireta, sendo o mesmo tecido avaliado neste
trabalho, o mesofilo.
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Figura 3. a-e. Secdes histoldgicas de calos procedentes de explantes foliares de pinhdo-manso (Jatropha curca
L.), cultivados in vitro ap6s 60 dias de cultivo. a) Calo com trés dpices caulinares em diferentes
estagios de desenvolvimento. b) Apice caulinar e primérdios foliares em evidéncia. c¢) Apice caulinar
note-se elementos vasculares diferenciados, fazendo conexdo com o calo. d) Detalhe do apice caulinar
evidenciando a protoderme e drusas (setas); detalhe dos elementos vasculares diferenciados (seta). e)
Apice caulinar desenvolvido e independente do calo.

Barras: 50 pym (d), 100 um (a, b, c¢), 300 um (e). ap: 4pice caulinar; c: cortex; ma: meristema apical;

pf: primdrdio foliar.
CONCLUSOES

Os reguladores de crescimento BAP e AIB
podem ser usados para a formagdo de calos e
regeneracdo de brotos adventicios de J. curcas.

Através da andlise histolégica em calos de J.
curcas L. fica evidenciado a organogénese indireta
pela formacdo de brotos adventicios, apresentando
conexao cambial com os tecidos dos calos.
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ABSTRACT: The aim of this study was to evaluate the effect of IBA and BAP on callus formation from leaf
explants of Jatropha curcas L. (accession JCUFS-012), describing the growth curve and histological analysis of the callus.
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The experimental design was completely randomized in a 5x4 factorial design with five concentrations of BAP (0.0, 0.5,
1.0, 2.0 and 3.0 mg. L") and four of IBA (0.0, 0.5, 0.75 and 1.0 mg.L™"). During the experiment, the growth curve of the
calli was monitored and measured at 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60 days of cultivation. Histological
analysis was performed from calli grown on MS medium supplemented with 1.0 mg.L" of BAP and 0.5 mg.L" of IBA
after 60 days of cultivation. The interaction of the growth regulators BAP and IBA provided the formation of compact calli
and subsequent regeneration of shoots. A higher number (6.2) of shoots per callus was observed when 1.65 mg.L"' of BAP
was added to the culture medium. The growth curve of calli showed five distinct phases: lag, exponential, linear, stationary
and deceleration. On histological analysis of callus J. curcas, indirect organogenesis was evidenced by the formation of
adventitious shoots, that presented cambial connection with the callus tissue.

KEYWORDS: Jatropha curcas. Growth regulador. Callogenesis.
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