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RESUMO

FITOSSANIDADE E MICROPROPAGACAO IN VITRO DE PINHAO MANSO

MEDEIROS, O. S,; RIBEIRO, V. V.; CARVALHO, J. M. F. C.

O pinh&@o manso (Jatropha curcas L.) é uma planta da familia Euphorbiaceae que vem sendo cogitada como uma
das alternativas de matéria-prima para a fabricacdo de biodiesel. As sementes de pinhdo manso ocupam duas
importantes fungdes na cadeia produtiva desta oleaginosa: é a matéria-prima para extracdo do 6leo e o material
de propagacdo seminal, portanto, as sementes ocupam local de destaque e sua qualidade deve ser mantida para
gue as sementes possam expressar seu potencial. O teste de sanidade de sementes é fundamental para identificar
patdgenos que possam acometé-la e possivelmente afetar sua qualidade. Porém, devido ao fato do pinhdo manso
ndo ser ainda uma planta domesticada, em muitos casos, 0s plantios com essa cultura sdo desuniformes,
prejudicando a producdo. Contudo, alternativas para mitigar o problema surgem, dentre estas, encontra-se em
grande destaque a multiplicacdo in vitro da espécie. Diante do exposto, objetivou-se, com este trabalho, estudar a
micoflora e a micropropagacao de Jatropha curcas L., visando identificar os agentes patogénicos que possam
afetar o desenvolvimento da semente, bem como micropropagar para fins de estabelecimento de mudas. O
trabalho foi desenvolvido em dois experimentos: o primeiro experimento considerou a anélise sanitaria das
sementes; no segundo experimento foi estudado a micropropagagdo in vitro e ex vitro do pinhdo manso. Os
experimentos foram conduzidos em casa de vegetagdo e nos Laboratério de Biotecnologia Vegetal, da Embrapa
Algoddo, Campina Grande — PB. No decorrer da primeira etapa da pesquisa foi possivel observar que o0s
patdgenos: Arpergillus sp. e Fusarium sp. foram detectados tanto em sementes desinfestadas quanto em
sementes ndo desinfestadas; Aspergillus sp. foi o fungo predominante nas sementes estudadas. Fungos do género
Rhizoctonia sp. acometeram apenas as sementes desinfestadas. Fungos do género Rhizopus sp. foram
encontrados apenas em sementes ndo desinfestadas. O maior percentual de emergéncia (53%) das plantulas foi
observado aos 15 dias ap6s a semeadura. J& no segundo experimento observou-se que 0s tratamentos contendo o
BAP associado ou ndo a Quitosana em diferentes concentragdes promoveram um acréscimo nas médias de
ntmero de folhas e nimero de brotos dos explantes.

Palavras chave: Fitossanidade, fitorreguladores, Jatropha curcas L., Micropropagacéo.
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1. INTRODUCAO

O pinhdo manso (Jatropha curcas L.) é considerado uma opcdo agricola para regides
aridas e secas por ser uma espécie nativa, exigente em insolacao e com forte resisténcia a seca
(ARRUDA et al., 2004). Em razdo de sua rusticidade, a distribuicdo geogréfica da cultura é
bastante vasta, com bom desenvolvimento tanto em regides tropicais secas como em zonas
equatoriais Umidas, assim como em terrenos aridos e pedregosos, suportando longos periodos
de secas (SATURNINO et al., 2005).

E uma espécie oleaginosa que, por suas potencialidades, vem sendo considerada
economicamente importante e tem como caracteristica principal resisténcia a seca, além da
producdo de 6leo com todas as qualidades necessarias para ser transformado em dleo diesel
(ARRUDA et al., 2004). Atualmente, o Oleo extraido da semente tem sido utilizado para fins
energéticos. A torta (co-produto da J. curcas L.) é toxica, e, portanto, inadequada para
alimentacdo animal; entretanto, tem potencial como adubo orgénico, pois o farelo residual
apresenta elevados teores de nitrogénio, fosforo e potassio. Esta oleaginosa tem importancia
agricola, por fornecer matéria-prima para a producao de biocombustivel, isto é, devido ao seu
teor de 6leo que varia entre 30 e 40%, com producdo anual de 1.100 e 1.700L/ha (NUNES,
2007). Com essas caracteristicas e por apresentar tolerdncia a seca, a cultura seria uma
alternativa agricola para a regido Nordeste.

As sementes de pinhdo manso ocupam duas importantes fungdes na cadeia produtiva
desta oleaginosa: é a matéria-prima para extracdo do 0leo e o material de propagacdo seminal,
portanto as sementes ocupam local de destaque e sua qualidade deve ser mantida para que as
sementes possam expressar seu potencial.

O teste de sanidade de sementes tem como objetivo determinar a condi¢do sanitaria de
um lote de sementes, fornecendo informacBes para programas de certificacdo, servicos de
vigilancia vegetal, tratamento de sementes, melhoramento de plantas e outros (MACHADO,
2000). Por isso, torna-se necessario a adogédo desse teste para uma cultura que se encontra em
plena expanséo.

A espécie Jatropha curcas L. se propaga por via seminal e vegetativa e conforme
Nunes et al. (2008) plantios desuniformes, com uso de sementes, e a baixa demanda de
material vegetal (estacas), e também pelo sistema radicular incompleto, tém sido apontados
como 0s principais fatores que limitam a expansédo da cultura. Assim, pesquisas a respeito de

multiplicacdo in vitro da espécie sdo imprescindiveis.
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A cultura de tecidos permite o crescimento e a multiplicacdo de células, tecidos,
0rgdos ou partes de 6rgdos de uma planta (explante) sobre um meio nutritivo e em condicGes
assépticas. Esta técnica se baseia principalmente no aproveitamento da totipoténcia das
células vegetais, ou seja, na capacidade de produzir 6rgdos, como brotos e/ou raizes, num
meio de cultura favoravel.

Atualmente no Brasil, a micropropagacdo vem sendo muito utilizada, permitindo um
acesso mais rapido dos agricultores a mudas de melhor qualidade, especialmente das
variedades tradicionais e as desenvolvidas pelos programas de melhoramento genético. A
técnica envolve o desenvolvimento in vitro de brotos a partir de gemas (apices caulinares ou
florais), nos quais € induzida a formacdo de novas gemas, em condi¢gdes controladas de
cultivo (ALVES et al., 2010). Com a micropropagacao, faz-se uma selecdo precoce de
material superior e uma producdo em larga escala em pequeno espaco fisico e segundo
Andrade (2002), o meio de cultura é o principal fator para uma regeneracdo in vitro com
sucesso.

Dessa forma objetivou-se, com este trabalho, realizar o levantamento da micoflora no
intuito de Identificar e isolar os agentes patogénicos que possam afetar a germinacdo das
sementes e o desenvolvimento da plantula de Jatropha curcas L.; Avaliar a taxa de
germinacao e sanidade das plantulas no intuito de verificar o desenvolvimento dos embrides e
0s possiveis danos causados pelos patdgenos endo e exdgenos nesse processo; e por fim
analisar a taxa de germinacdo das sementes in vitro, na busca de tentar estabelecer um
protocolo de regeneracdo, estudando a melhor concentracdo dos fitorreguladores 6-
Benzilaminopurine (BAP), Thidiazuron (TDZ), e do copolimero Quitosana (QTZ) e das
combinagbes: BAP + QTZ e TDZ+ QTZ.
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2. FUNDAMENTEACAO TEORICA

2.1 O Pinhdo manso

O biodiesel é um combustivel obtido a partir de matérias-primas vegetais ou animais.
No Brasil, desde 2005 foi aprovada a Lei Brasileira do Biodiesel (Lei N° 11.097 de 13 de
Janeiro de 2005), a qual obrigou a adicéo de 3% de biodiesel ao diesel de petrdleo. A partir de
entdo foi intensificado estudos com diversas plantas oleaginosas que possam servir de
matéria-prima para a fabricacdo do biocombustivel.

Devido a grande extensdo territorial do Brasil e diversidade de solo e clima, estima-se
gue existam aqui centenas de espécies de plantas oleaginosas com grande potencial para
produzir 6leo para fabricacdo do biodiesel. E neste cenario, o pinhdo manso surge como um
dos destaques, porém é uma planta pouco conhecida e necessita de estudos (BELTRAO,
2006).

O pinh@o manso (Jatropha curcas L.) é uma planta da familia Euphorbiaceae que vem
sendo cogitada como uma das alternativas de matéria-prima para a fabricacdo de biodiesel. E
uma planta perene, rustica, ainda ndo domesticada e que se encontra em evidéncia devido ao
teor de 6leo encontrado em suas sementes, que varia de 33% a 36% (ALBUQUERQUE et al.,
2008).

E um arbusto de crescimento rapido, que em condicBes naturais pode alcancar até
quatro metros de altura. As folhas sdo verdes, esparsas e brilhantes, largas e alternas, em
forma de palma com trés a cinco lébulos e pecioladas. Floracdo mondica, apresentando flores
masculinas, em maior numero, nas extremidades das ramificacbes e femininas nas
ramificacGes (LOPES et al, 2007). Os frutos sdo do tipo capsula ovdide, trilocular, contendo
via de regra trés sementes e sua produtividade é muito variavel, dependendo da regido, do
método de cultivo e dos tratos culturais, bem como da regularidade pluviométrica e da
fertilidade do solo (DRUMOND et al., 2010).

O pinhdo manso, por ser uma planta asselvajada, apresenta significativa
desuniformidade quanto a crescimento, arquitetura e desenvolvimento (ALBUQUERQUE et
al., 2009). Apesar da grande demanda de informag0es sobre o pinhdo-manso, os trabalhos de
pesquisa se encontram em fase inicial. Ainda ndo ha material selecionado, sistema de
producdo e zoneamento agricola definidos; pouco se sabe do real potencial da planta. Assim,
existe uma importante demanda por pesquisas na area de tecnologia de sementes e de
producéo de mudas (SOUZA et al., 2010).
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2.2 Sanidade das sementes

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), através da Instrucao
Normativa m.4, autorizou em janeiro de 2008, a inscricdo da espécie Jatropha curcas L. no
Registro Nacional de Cultivares (RNC). A proibicdo de cultivo da espécie decorria,
sobretudo, da auséncia de pesquisas sobre o desempenho agronémico da cultura e a auséncia
de estudos basicos sobre o desempenho das sementes (PINTO et al., 2009).

Vérios estudos estdo sendo desenvolvidos com o pinhd0 manso para que esta
oleaginosa possa ser cultivada de maneira adequada. Estudos sobre a semente séo de extrema
importancia, pois este insumo marca o inicio da vida na planta e qualquer problema na
semente pode afetar todo o desenvolvimento do vegetal. Diante disso, € fundamental observar
a sanidade das sementes, pois varios sdo os danos que podem acometé-la. Ha danos que
podem ser provocados por patdgenos associados as sementes e estes danos podem culminar
com a morte em pré-emergéncia, podriddo radicular, tombamento de mudas, manchas
necroticas em folhas, caules, frutos, deformacdes como hipertrofias e subdesenvolvimento,
descoloracdo de tecidos e infeccbes latentes (NEERGAARD, 1979).

Aliada a expansdo da cultura, nos ultimos anos a comercializacdo de sementes de
pinhdo manso esta sendo feita de forma desordenada, sem fiscalizagdo e sem testes que visem
a determinacdo da sua qualidade fitossanitaria. Esse fato faz com que haja o risco de
disseminacédo de fitopatdgenos para diferentes areas produtoras e a distribuicdo de sementes
com baixo poder de germinacao, o que resulta em prejuizos para os produtores (NEVES et al.,
2009)

O teste de sanidade de sementes tem como objetivo determinar a condicao sanitaria de
um lote de sementes, fornecendo informacBes para programas de certificacdo, servicos de
vigilancia vegetal, tratamento de sementes, melhoramento de plantas e outros (MACHADO,
2000). Portanto, torna-se necessario a adoc¢ao desse teste para uma cultura que se encontra em
plena expanséo.

Considerando a fungédo da qualidade da semente, sua parcela de contribuicdo em um
sistema de producdo, pode chegar a 20%, sendo mantidas favoraveis as demais condicGes
para o cultivo. Entretanto, para atributos de qualidade como a sanidade inicial das sementes, o
referido diferencial pode ser ainda mais elevado e comprometedor, em razdo dos tipos e
intensidade com que agentes patogénicos podem associar-se as sementes em determinadas
circunstancias (MACHADO, 2010).



15

Segundo Aguiar et al. (2001), as sementes séo eficientes meios de disseminagéo e de
introdugdo de patdgenos em areas isentas. O indculo inicial de epidemias pode depender da
transmissdo do patdgeno pela semente, assim como reduzir a qualidade fisiologica das
mesmas. Popinigis (1977) afirma que todos os fungos de armazenamento tém a capacidade de
reduzir o poder germinativo da semente e causar a morte do embrido. Teores de agua mais
baixos na semente, proximos ao limite minimo para o crescimento dos fungos, propiciam um
ataque lento; todavia, na medida em que o teor de agua da semente se eleva, ocorrem
reducdes no percentual germinativo em virtude do rapido crescimento de fungos.

A diversidade fungica presente em sementes pode afetar diretamente a qualidade
fisiologica destas. Sementes colhidas, beneficiadas e armazenadas sob condi¢des inadequadas
podem apresentar perda do poder germinativo e vigor e também servirem de veiculo para a
disseminacdo e/ou transmissdo de patdgenos. Dependendo das condigdes em que foram
colhidas e armazenadas pode haver a prevaléncia de diferentes grupos de fungos nas
sementes. Normalmente, fungos fitopatogénicos que ocorrem ainda em condi¢do de campo
perdem sua viabilidade em decorréncia do tempo de armazenamento. Aliado ao decréscimo
destes ocorre, normalmente, o acréscimo daqueles fungos tipicamente considerados “fungos
de armazenamento”. Neste grupo de fungos usualmente prevalecem os géneros Aspergillus e
Penicillium que s&o fungos cosmopolitas e generalistas (SOARES et al., 2010).

Mas ndo sé os fungos de armazenamento sdo de interesse, segundo escritos de Silva e
Bettiol (2009) € provavel que toda planta, potencialmente, abrigue microrganismos
endofiticos em seus tecidos e que esses, nessa intima relacdo, podem exercer efeitos benéficos
nas plantas que servem de hospedeiras, como promocdo de crescimento e controle de
fitopatdgenos.

Os enddfitos, denominados assim por Petrini (1991), representam na atualidade uma
crescente preocupacdo para o campo da Biotecnologia, devido ndo haver estudos concretos
sobre sua acao durante as etapas de desenvolvimento da pesquisa in vitro, sendo notério que
estes comprometerem, de alguma forma, os resultados esperados, visto que estes residem
interno aos tecidos das plantas sem produzir estruturas externas visiveis (AZEVEDO et al
(2000), o que porventura dificulta sua deteccao.

Os endofitos diferem dos epifitos que vivem na superficie dos vegetais, e dos
fitopatdgenos, que lhes causam doencas (SOUZA, et al., 2004). Este mesmo autor afirma que
as interacBes endofito/planta, ainda ndo sdo muito bem compreendidas, podendo ser de

natureza simbidtica, neutra ou antagdnica, esta ultima estudada pela fitopatologia.
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Outro fator também preocupante é, na analise das implicacfes vegetativas, a baixa
qualidade sanitaria das sementes pode causar sérios prejuizos em sistemas agricolas. Torna-se
facil entender os beneficios do uso de sementes com qualidade comprovada, isentas de
agentes patogénicos. Esta condicdo pode ser indicada por meio de testes laboratoriais e
garantida pelo rigoroso acompanhamento e manejo de alguns fatores nas fases de campo,
beneficiamento e armazenamento (MACHADO, 2010).

Quando armazenadas, as sementes podem ser infectadas por um grupo de fungos,
denominados “fungos de armazenamento”. Estes fungos sdo xerofiticos podendo crescer em
umidade relativa (UR) de até 70%. Um dos géneros de grande importancia neste contexto é o
Aspergillus sp. (DHINGRA, 1985).

A contaminacdo de sementes por patdgenos pode ocorrer tanto no campo como nas
operacdes subsequentes afetando a sua qualidade, reduzindo a sua capacidade germinativa, e
causando tombamento de plantulas recém-emergidas (CARNEIRO, 1990). Portanto, a
realizacdo de estudos sobre associacdo de fungos encontrados em maior nimero e frequéncia
em sementes e a avaliacdo do seu potencial patogénico é de fundamental importancia, pois
pode fornecer subsidios para modelos epidemiologicos, producdo de mudas e armazenamento
de sementes (SANTOS et al., 1997).

2.3 Multiplicagéo in vitro

De acordo com Nunes (2008) plantios desuniformes, com uso de sementes de baixa
qualidade e a baixa demanda de material vegetal (estacas) tém sido apontados como o0s
principais fatores que limitam a expansdo do pinhdo manso. Assim, pesquisas a respeito de
multiplicacdo in vitro dessa espécie sdo imprescindiveis.

A cultura de tecidos é uma técnica de cultivo de plantas nos quais pequenos
fragmentos de tecido vegetal, explantes, sdo isolados, desinfestados e cultivados
assepticamente. Com esta técnica pode-se produzir plantas idénticas a original ou regenerar
plantulas saudaveis, vigorosas e puras. (CARVALHO et al., 2010).

A Micropropagacdo oferece condicGes para se obter plantas de dificil propagacéo e de
ciclos de vida longa, em menor espaco de tempo do que o método convencional. Esta técnica
tem como finalidade primaria dirigir o crescimento e o desenvolvimento do explante
manipulado em condi¢gdes de iluminacdo e temperatura controlada, aléem da adicdo de
substancias de naturezas diversas, principalmente reguladores de crescimento, ao meio de

cultivo, e também variando a concentragdo de determinados nutrientes (CARVALHO, 1999).
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O interesse em técnicas de micropropagacdo in vitro do pinhdo manso tem sido
crescente. Neste contexto, Carvalho et al. (2010) objetivando estudar os meios de cultivo
desta cultura, verificaram que a germinacdo dos eixos embrionarios depende do tratamento
utilizado e complementam que sementes de pinhdo manso com baixo poder germinativo,
germinam e desenvolvem-se bem ao serem imersas e cultivadas em &cido giberélico na
auséncia e/ou presenca de sacarose. Portanto, com a técnica de micropropagacéo, é possivel
fazer uma selecdo precoce de material superior com uma producdo em larga escala em
pequeno espaco fisico e, segundo Andrade (2002), o meio de cultura é o principal fator para

uma regeneragao in vitro com sucesso.
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3. MATERIAL E METODO

3.1 Caracterizacao do campo de estagio e etapas de desenvolvimento

A pesquisa desenvolveu-se nos Laboratorios de Fitopatologia e Cultivo de Tecidos
localizados no setor de biotecnologia e Casa de Vegetacdo da Embrapa Algodéo, situada em
campina grande, PB.

As sementes foram provenientes do Banco Ativo de Germoplasma (BAG) da Embrapa

Algodao, localizado na cidade de Patos, no sertdo paraibano.

Figura 1 — Sementes de Jatropha curcas L.

3.1.1 Andlise sanitaria das sementes e germinacao

O método aplicado para a analise da sanidade foi o de incubacdo em substrato de papel
de filtro. Esse teste é muito utilizado por permitir um ndmero maior de repeticdes, nao
envolver trabalho de laboratério especializado, ser um teste relativamente simples e por
fornecer informacdes acerca das condicdes fitossanitarias das sementes (ONO et al, 1996).

Para a realizacdo desse teste utilizou-se duas folhas de papel de filtro previamente
esterilizadas e contidas em placas de Petri, com dez repeticOes e dez sementes por placa,
totalizando 200 sementes, sendo 100 com desinfestacdo superficial e 100 sem desinfestacédo
superficial.

Para a desinfestacao superficial primeiro quebrou-se a tenséo superficial das sementes
através da imersdo em alcool a 70% por 30 segundos, depois foram desinfestadas com
hipoclorito de sodio a 0,5% durante dois minutos e, em seguida, lavadas com agua destilada
esterilizada. As sementes sem desinfestacdo foram apenas lavadas com &gua destilada

esterilizada. A desinfestagdo de sementes com hipoclorito é um procedimento importante,
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pois permite verificar a ocorréncia de fungos internos as sementes ou graos (MAUDE, 1996;
DHINGRA; ACUNA, 1997).

Apds a semeadura as placas de Petri, devidamente vedadas com papel filme, foram
distribuidas, aleatoriamente, na camara de incubacdo com temperatura de 20°C + 2°C e
mantidas por sete dias sob regime alternado de 12h de luz e 12h de escuro. Apo6s este periodo,
foram feitas as avaliagfes examinando individualmente as sementes ao microscopio
estereoscopico, para a identificagdo morfoldgica de estruturas fangicas em nivel de género. O
resultado foi expresso em porcentagem de sementes infectadas.

O substrato escolhido para realizagéo do teste de germinacdo foi a areia, por ser mais
favoravel ao processo de germinacdo de sementes de pinhdo-manso (MARTINS et al., 2008).
Para avaliar a germinacdo, as sementes foram semeadas em leito de areia esterilizada e
mantidas em casa de vegetacdo por dez dias (PEREIRA et al., 2007). Foram realizados trés
repeticdes de 60 sementes, em bandeja com areia lavada, totalizando 180 sementes. Durante
esse periodo as irrigagdes foram feitas em condi¢do de campo. As leituras ocorreram aos 7, 9,
11, 13 e aos 15 dias, em que foi avaliado o percentual de emergéncia (PE). Foram
consideradas germinadas as sementes que originarem plantulas normais, completas em suas

estruturas essenciais, conforme critério estabelecido por Brasil (2009).

Figura 2. Sementes de pinhdo manso dispostas com a cartncula voltada para cima
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3.1.2 Micropropagagéo
3.1.2.1 Condicdes gerais de cultivo

O experimento foi realizado em condi¢des assépticas, utilizando como meio de cultura
bésico, 0 MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), que é uma combinacdo de sais minerais
(micro e macronutrientes) além de 0,3mg/L. de Tiamina, suplementado com 30g. L™ de
sacarose e 5,7g. L™ de Agar, com pH ajustado para 5,7 antes da autoclavagem e 120° C
durante 20 minutos. A incubacédo foi realizada em sala de crescimento com temperatura de
25+5°C e fotoperiodo de 16 horas de luz a uma intensidade luminosa de 30pmol. m?s™ Os

tubos foram fechados com tampa de polipropileno e vedados com fita filme.
3.1.2.2 Producéo de planta matriz

As sementes de Jatropha curcas L., foram lavadas em agua corrente com detergente e,
apos secas, retiraram-se seus tegumentos para em seguida mergulha-las em alcool 70% por 1
minuto; a desinfestacdo foi em solucdo de hipoclorito de sddio (NaOCI) a 2% por 20 minutos.
Em cémara de fluxo laminar (CFL) estas foram enxaguadas por trés vezes em agua destilada
sendo, portanto, deixado imersas por 24 horas na Gltima agua. Ao final desse periodo de
tempo, excisou-se seus eixos embrionarios e inoculou-se em tubos de ensaio contendo 10 ml
de meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), colocando-os em camara escura até o
desenvolvimento dos eixos embrionarios, para em seguida manté-los por 25 a 30 dias, a
temperatura de 25+2°C e fotoperiodo de 16 horas de luz a uma intensidade luminosa de

30pumol. m2s,

Figura 3 — Améndoas de pinhdo manso apo6s serem retirados os tegumentos (esquerda) Planta matriz

(ao centro) e explantes nos cotiledonares inoculados em meio MS suplementado com fitorreguladores



3.1.3 Superbrotamento

Ap0s as plantulas desenvolverem as primeiras folhas permanentes, foram levadas para
camara de fluxo laminar, para serem excisados os explantes nos cotiledonares e, em seguida,
inocular em meio de cultura MS, conforme os tratamentos descriminados na Tabela 1. As

avaliacGes ocorreram aos 20 dias, e as variaveis avaliadas foram o nimero de brotos por

explante (NB) e nimero de folhas (NF).

Tabela 1. Tratamentos utilizados no experimento. Campina Grande, 2011.

Tratamento (T) Regulador de crescimento Concentracdo mg/L

1 TDZ 0,005

2 QTZ 0,0025

3 QTZ 0,0038

4 QTZ 0,005

5 TDZ+QTZ 0,005+0,0025
6 TDZ+QTZ 0,005+0,0038
7 TDZ+QTZ 0,005+0,005
8 BAP 0,50

9 BAP+QTZ 0,50+0,0025
10 BAP+QTZ 0,50+0,0038
11 BAP+QTZ 0,50+0,005
12 0 0

TDZ = Thidiazuron; QTZ = Quitosana; BAP = 6-Benzilaminopurina

3.1.4 Procedimento estatistico

Utilizou-se delineamento experimental inteiramente casualizado, com oito repetigdes e
trés explantes por frasco. Apés a coleta de dados, foi realizada a analise da variancia, e a

comparacdo das médias realizada pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (FERREIRA,

2000).
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 Emergéncia e sanidade das plantulas

Tanto as sementes desinfestadas com hipoclorito (a 5%) como também aquelas que

ndo passaram pelo processo de desinfestacdo prévia, foram acometidas por fungos (Figura 4).

Sementes néio desinfestadas | Sementes néio desinfestadas Sementes desinfestadas

e A e . B . b = C

Figura 4: Sementes de pinhdo manso desinfestadas (A e B) e ndo-desinfestadas (C) alocadas em placas
de Petri.

No presente estudo, constatou-se maior incidéncia dos fungos do género Aspergillus
sp. (26,0%), seguida por Fusarium sp. (12,0%) e Rhizoctonia sp. (5,0%) em sementes
desinfestadas, (Figura 5 a esquerda). Quando as sementes ndo foram submetidas ao processo
de desinfestagdo, os fungos observados foram do género: Aspergillus sp., Rhizopus sp.,

Fusarium sp., com percentuais de 71%, 21,2% e 10% respectivamente (Figura 5 a direita).

30 4 30

60
20 1

40

] Il & i B &

As fIfns sp. Rivzopns sp. Fusarium sp.
Aspergiltus sp.  Fusarium sp. Rhigoctonia sp. perg . ops sp. i

Porcentagem (%)
Porcentagem (%)

Génerodo Fungo Género do Fungo

Figura 5: Incidéncia de fungos em sementes desinfestadas (esquerda) e ndo desinfestadas (direita) de
pinhdo manso (Jatropha curcas L.)

Sabendo-se da importéncia das sementes no sistema de produc¢do do pinhdo manso,
faz-se necessario ampliar estudos na area de fitopatologia e sanidade das sementes dessa

espécie para que sejam conhecidos os patdgenos, seu potencial patogénico e o tratamento
adequado para combater ou minimizar seus efeitos.
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No teste de germinacdo, observa-se pelos dados contidos na Tabela 2 que a
emergéncia das plantulas de pinhdo manso teve inicio a partir do 7° dia ap6s a semeadura e ao

15° foi registrado o maior percentual de plantulas sadias emergidas em 53% (Figura 6).

Figura 6 — Plantulas sadias de pinhdo manso aos 15 dias apds a semeadura

Considerando as cinco épocas avaliadas (7, 9, 11, 13 e 15 dias ap6s a semeadura), foi
registrada uma amplitude de variacdo de 0 % de plantulas emergidas aos sete dias a 53,33%
de plantulas emergidas aos 15 dias apds a emergéncia, 0o que representa 96 plantulas,

considerando a semeadura de 180 sementes (Tabela 2).

Tabela 2. Quantidade e percentual de plantulas de pinhdo manso emergidas no periodo de

sete a quinze dias apds a semeadura. Campina Grande, 2011 .

-- Emergéncia das plantulas----------=-======nmmmmmmmmmmmeeee

Bandeja 1 Bandeja 2 Bandeja 3
DAS Plantulas Emergénci Plantulas Emergéncia Plantulas Emergéncia MG
*  emergida a (%) emergida (%) emergida (%)
s s s
7 0 0,0 5 8,33 8 13,33 7,22
9 6 10 15 25,00 24 40,00 25
11 22 36,66 28 46,66 32 53,33 45,55
13 25 41,66 31 51,66 37 61,66 51,66
15 26 43,33 31 51,66 39 65,00 53,33

* = dias apds a semeadura; MG = média geral

Os dados de emergéncia das plantulas registrados em cinco épocas se ajustaram ao
modelo linear crescente, indicando que quanto maior o numero de dias, contados a partir da

semeadura, maior foi o nimero de plantulas emergidas (Figura 7).
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Figura 7 — Percentual de emergéncia das plantulas de pinhdo manso do 7° ao 15° dia ap6s a semeadura.

4.2 Superbrotamento

Pelos dados contidos na Tabela 3 pode-se inferir que houve efeito dos tratamentos
sobre o numero de brotos, nimero de folhas dos explantes de pinhdo manso. Observa-se que

para as variaveis analisadas os tratamentos exerceram influéncia significativa (p<0,01).

Tabela 3. Resumo das Analises de Variancia do nimero de brotos, namero de folhas e
namero de calos em explantes de pinhdo manso cultivado em diferentes concentracbes de
horménios. Campina Grande-PB, 2011.

Fonte de Variacédo GL NUmero de brotos Numero de folhas
Tratamento 11 76,78** 187,66**
Residuo 84 0,95 3,27
Total 95 - -

CV (%) 47,05 52,34
Média Geral 2,07 3,45

** = significativo em nivel de 1% de probabilidade.

Verifica-se através da Tabela 4 que o T11 promoveu o melhor desempenho para as
variaveis: numero de brotos e nimero de folhas aos 20 dias ap0s o subcultivo. No referido
tratamento, foi registrado uma media de 9,83 brotos por explante, diferenciando-se dos
demais tratamentos e apresentando um percentual 99,2% superior a média obtida pelo
tratamento testemuha (T12) onde se obteve apenas 0,08 brotos por explante e ndo diferindo
dos tratamentos: 1; 2; 3; 4;5; 6 e 7.
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Tabela 4. Valores médios para o nimero de brotos, nimero de folhas e nimero de calos em
explantes de pinhdo manso cultivado em diferentes concentragdes de reguladores de

crescimento. Campina Grande-PB, 2011.

Tratamentos (T)  Reguladores de Concentragédo N° de brotos*  N° de folhas**

crescimento (mg/L)
1 TDZ 0,005 0,74 D 0,79C
2 QTZ 0,0025 0,45D 0,62C
3 QTZ 0,0038 0,04 D 0,04 C
4 QTZ 0,005 0,25D 0,29C
5 TDZ+QTZ 0,005+0,0025 0,29D 0,29C
6 TDZ+QTZ 0,005+0,0038 0,08 D 0,08 C
7 TDZ+QTZ 0,005+0,005 0,33D 0,33C
8 BAP 0,50 515B 9,12 AB
9 BAP+QTZ 0,50+0,0025 520B 11,49 A
10 BAP+QTZ 0,50+0,0038 241C 6,20 B
11 BAP+QTZ 0,50+0,005 9,83 A 12,07 A
12 0 0 0,08 D 0,08C

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey a 5%.

A aplicacdo do BAP+QTZ na concentracdo de 0,5+0,005 mg/l também favoreceu a
maior média para o nimero de folhas (12 folhas) contabilizadas nos explantes, embora ndo
diferindo do tratamento composto por BAP+QTZ na concentracdo de 0,5+0,025 mg/l, onde
obteve-se 11 folhas e do tratamento onde utilizou-se apenas o BAP na concentracdo de 0,5
mg/l onde obteve-se em média 9 folhas por explante (Tabela 4).

Dentre as citocininas a 6-benzilaminopurina (BAP) tem sido utilizada com
comprovada eficacia para promover o cultivo de tecidos. No presente trabalho, pode-se
constatar a eficiéncia desse horménio na inducdo do nimero de brotos e nimero de folhas dos
explantes que apresentaram o maior ndmero de folhas e ndmero de brotos (Figura 8
esquerda).

Luiz et al. (2008) testaram 0 meio MS acrescido de vitamina B5 e BAP em diferentes
concentragOes e constataram que a presenga dessa citocinina favoreceu um maior nimero de
brotos, corroborando, portanto, com os resultados para o numero de brotos obtidos neste
trabalho.

Grattapaglia e Machado (1998) afirmam que em diferentes espécies, as citocininas
podem apresentar diferentes resultados. O crescimento e o padrdo de desenvolvimento na
maior parte dos cultivos in vitro estdo diretamente relacionados com a composi¢do do meio e

a concentracao dos reguladores de crescimento como o0 BAP, presente no meio.
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Observou-se que nos tratamentos contendo o BAP (a 0,5 mg/l) associado ou ndo a
Quitosana em diferentes concentragcdo (0,0025; 0,0038 e 0,005 mg/l) promoveram um
acréscimo as médias obtidas no nimero de brotos que obteve amplitude de variacdo de 5,15 a
9,83 e no numero de folhas, que variou de 6,20 a 12,07. Neste contexto, Cordeiro et al.
(2004) citam que o efeito benéfico do BAP na multiplicagdo de brotagdes relaciona-se com a
influencia deste regulador de crescimento na diviséo celular e na liberagéo celular das gemas
auxiliares inibidas pela dominancia apical.

O thidiazuron (TDZ) também tem sido usado na micropropagacdo, com resultados
satisfatorios quando se objetiva a formacdo de calos em algumas espécies (HUETTEMAN;
PREECE, 1993). Porém no trabalho em questdo a formacdo de calogénese é prejudicial a
organogeénese direta. Como observado na Figura 8, a direita, os brotos regenerados com o uso
desta citocinina se apresentam menos vigorosos e nao ocorreu superbrotamento.

Morales et al. (1999) ao avaliar o efeito do BAP e do TDZ na calogénese e
organogénese em internddios de macieira cv. Gala RW1, concluiram que o TDZ ndo € a
citocinina mais indicada para a calogénese e organogénese em internodios de macieira, visto
ocorrerem elevadas taxas de vitrificacdo dos tecidos. Todavia, os dados obtidos pelo autor
supracitado divergem dos resultados levantados nesse trabalho, em que a expressiva
calogénese, com o uso do TDZ, inibiu e prejudicou o desenvolvimento dos brotos de pinh&o
manso (Figura 8 a direita).

Figura 8 - Brotos de pinhdo manso (esquerda) superbrotamento com BAP; e auséncia de

superbrotamento com TDZ (direita).
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5. CONCLUSOES

5.1 Técnico-cientificas

De acordo com os dados levantados na pesquisa podemos afirmar que os patégenos:
Arpergillus sp. e Fusarium sp. foram detectados tanto em sementes desinfestadas quanto em
sementes ndo desinfestadas e que Aspergillus sp. foi o fungo predominante nas sementes
estudadas. Dentre os fungos registrados, 0os do género Rhizoctonia sp. acometeram apenas as
sementes desinfestadas, ja os fungos do género Rhizopus sp. foram encontrados apenas em
sementes ndo desinfestadas. Na etapa de emergéncia das plantulas foi registrado o maior
percentual (53%) aos 15 dias ap6s a semeadura. Com relacdo a Micropropagacdo, 0S
tratamentos contendo o BAP associado ou ndo a Quitosana em diferentes concentraces
promoveram um acrescimo nas medias de numero de folhas e nimero de brotos dos
explantes, ja o Thidiazuron, este foi responsavel por induzir expressiva formacéo de calos nos

explantes, o que provavelmente tenha inibido o desenvolvimento dos brotos adventicios.

5.2 Académico-cientificas

O estagio me proporcionou um contato direto com o universo da ciéncia, dos
laboratdrios de pesquisa e sua rotina, propiciando um dialogo efetivo com profissionais da
area e com inmeros tedricos experientes no assunto. Nesse interim destaca-se a imensuravel
contribuicdo dos supervisores do estagio, da UEPB e da Embrapa, sem os quais nada disso
seria possivel. Pelo volume de informacéo e pela vivéncia no transcorrer das atividades e nos
eventos em que me fiz presente, pode-se afirmar que, de fato, o estagio garante significativas
experiéncias para o desenvolvimento do profissional bacharel. Esse treinamento teorico-
pratico possibilita a aquisicdo de competéncias na area de formacdo, pois testa o grau de
entrosamento do discente e o nivel de consisténcia daquilo que ele aprendeu e do que
conseguiu transmitir como informacdo - seja na forma de escritos, seja nos debates acerca do
seu objeto de prospeccdo em apresentacfes orais - aqueles que interagem consigo por
afinidade cientifica e nos eventos cientificos.

Conduzir este experimento foi uma tarefa gratificante, mesmo que em alguns
momentos as dificuldades tenham aparecido, como por exemplo, a contaminacdo devido a
presenca de microrganismos endofiticos que anulavam todos os esfor¢os na busca do éxito na

pesquisa. Todavia estas apenas foram um impulso e refor¢co no meu interesse em continuar a
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pesquisa, e cada dia mais me convenceram do valor do trabalho do bidlogo, principalmente
pela contribuicdo que este possa oferecer ao desenvolvimento da ciéncia, quer na area da

fitopatologia, quer na area do cultivo de tecidos vegetais.
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