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Resumo

O uso das energias renovaveis é uma das alternativas mais difundidas para enfrentar o aquecimento global.
O biodiesel é uma das principais opgoes, em especial o uso da cultura do Pinhdo-Manso (Jatropha curcas 1..),
espécie com forte resisténcia a seca e viavel para pequenas propriedades rurais com mao-de-obra familiar.
Um desafio a ser vencido é a produc¢io e obtencdo de mudas selecionadas a partir de plantas matrizes
superiores, e o objetivo deste trabalho foi propor um protocolo para obten¢do de mudas-clones e calos de
variedades de pinhdo-manso. Para isso, foram utilizados embrides de pinhao-manso, extraidos de sementes
fornecidas pela EMBRAPA (253-11-4, 183-1-2 e 170-1I-1) e doadas para a Fatec Piracicaba. Os embriGes
zigbticos foram extraldos das sementes em camara de fluxo laminar, com o auxilio de bisturi. A assepsia foi
realizada com solucao de hipoclorito de sédio comercial por 5 minutos, seguida de lavagem em solu¢io de
etanol 70% por 2 minutos. Os explantes foram enxaguados em agua autoclavada e inoculados nos meios de
cultura. Todos os tratamentos foram suplementados com sacarose (30 g.L-") e agente solidificante phytagel
(2,4 g.."): T1 — 50% dos sais do meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962); T2 — 50% dos sais do meio
MS + 0,2mg.L't de BAP + 0,2mg.I! de NAA; T3 — 50% dos sais do meio MS + 0,3mg.L-! de BAP +
0,2mg.I-1 de NAA; T4 — 50% dos sais do meio MS + 0,4mg.L-! de BAP + 0,2m.L-'1 de NAA. O pH dos
meios foi aferido para 5,7%1 antes da autoclavagem por quinze minutos. O genétipo 253-11-4 apresentou
melhor resultado para producio de calos, plantas e raizes, sendo o mais indicado para o cultivo i vitro,
enquanto o os genotipos 138-1-1 e 183-1-2 foram os que mais oxidaram e menos responderam a indugio.
A melhor formulacdo para induzir a germinacdo de embrides é T1, enquanto que T3 foi o meio que os
gendétipos desenvolveram mais calos.
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Abstract

The use of renewable energies is one of the most widespread alternatives to confront global warming,
Biodiesel is one of the main options, especially the use of the Jatropha curcas 1., a species with strong
resistance to drought and viable for small rural properties with family labor. A challenge to be overcome is
the production and obtaining of selected seedlings from superior mother plants, and the objective of this
work was to propose a protocol for obtaining cloned seedlings-clones and calluses of varieties of jatropha
curcas. For that, jatropha embryos were used, extracted from seeds provided by EMBRAPA (253-11-4, 183-
I-2 and 170-1I-1) and donated for Fatec Piracicaba. The zygotic embryos were extracted from the seeds in
a laminar flow chamber, with the aid of a scalpel. Asepsis was performed with a commercial sodium
hypochlorite solution for 5 minutes, followed by washing in a 70% ethanol solution for 2 minutes. The
explants were rinsed in autoclaved water and inoculated into the culture media. All treatments were
supplemented with sucrose (30 g.I'1) and phytagel solidifying agent (2.4 g."): T1 - 50% of the salts of the
MS medium (MURASHIGE; SKOOG, 1962); T2 - 50% of the salts of the MS medium + 0.2mg.L' of BAP
+ 0.2mg L1 of NAA; T3 - 50% of the salts of the MS medium + 0.3mg.L-! of BAP + 0.2mg. L' of NAA;
T4 - 50% of the salts of the MS medium + 0.4mg.I' of BAP + 0.2mg.L.! of NAA. The pH of the media
was adjusted to 5.7 £ 1 before autoclaving for fifteen minutes. The genotype 253-11-4 showed the best result
for the production of buds, plants and roots, being the most suitable for in vitro cultivation, while the
genotypes 138-1-1 and 183-1-2 were the ones that most oxidized and least responded to induction. The best
formulation to induce germination of embryos is T'1, while T3 was the medium which genotypes developed
more calluses.
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Resumen

El uso de energias renovables es una de las alternativas mas extendidas para enfrentar el calentamiento
global. El biodiesel es una de las principales opciones, especialmente el uso de Pifion-Manso (Jatropha curcas
L.), una especie con fuerte resistencia a la sequia y viable para pequefias propiedades rurales con mano de
obra familiar. Un desafio a superar es la produccion y obtencion de plantulas seleccionadas de plantas de
matriz superiot, y el objetivo de este trabajo fue proponer un protocolo para obtener plantulas-clones y
callosidades de vatriedades de Jatropha. Para este propédsito, se extrajeron embriones de nuez fisica de
semillas provistas por EMBRAPA (253-11-4, 183-1-2 y 170-11-1) y se donaron para Fatec Piracicaba. Los
embriones cigdticos se extrajeron de las semillas en una camara de flujo laminar, utilizando un bisturi. La
asepsia se realizé con solucién comercial de hipoclorito de sodio durante 5 minutos, seguido de lavado en
solucion de etanol al 70% durante 2 minutos. Los explantes se enjuagaron en agua esterilizada en autoclave
y se inocularon en los medios de cultivo. Todos los tratamientos se complementaron con sacarosa (30 g.I-
1) y agente solidificante de phytagel (2.4 gL-'1): T1 - 50% de las sales del medio MS (MURASHIGE,;
SKOOG, 1962); T2 - 50% de las sales del medio MS + 0.2mg.L.' de BAP + 0.2mg.L-' de NAA; T3 - 50%
de las sales del medio MS + 0.3mg.L! de BAP + 0.2mg.L-! de NAA; T4 - 50% de las sales del medio MS +
0.4mg.I-1 de BAP + 0.2mg.I-1 de NAA. El pH de los medios se midi6 a 5,7 £ 1 antes de esterilizar en
autoclave durante quince minutos. El genotipo 253-11-4 mostré el mejor resultado para la producciéon de
callos, plantas y raices, siendo el mas adecuado para el cultivo in vitro, mientras que los genotipos 138-1-1y
183-1-2 fueron los més oxidados y menos respondido a la inducciéon. La mejor formulacién para inducir la
germinacién de embriones es T, mientras que T3 fue el medio en el que los genotipos desarrollaron la
mayor cantidad de callos.

Palabras clave: Pifion-Manso; biodiesel; genotipo; explante
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INTRODUCAO

O estimulo ao uso das energias renovaveis, com destaque para os biocombustiveis em
substituicao aos combustiveis de origem féssil, tornou-se uma das alternativas frente a questio do
aquecimento global. Dentre essas destaca-se o biodiesel, principalmente com o uso da cultura de
Pinhao-Manso (Jatropha curcas 1..), apontado como planta de iminente sucesso no Brasil, em
particular no que se refere a inclusao de pequenos agricultores.

O pinhiao-manso chega a regido semiarida como alternativa economicamente viavel aos
pequenos agricultores e grandes empresarios. Espécie da familia das Euforbiaceas, exigente em
insolagdo e com forte resisténcia a seca, ¢ uma cultura viavel para pequenas propriedades rurais
com mao de obra familiar, sendo mais uma fonte de renda e emprego para a regiao. Configura-se
uma alternativa atraente para produgao de dleo para fins energéticos. No entanto, um desafio a ser
vencido é a produgao e obten¢do de mudas selecionadas de pinhdao manso a partir de plantas
matrizes superiores. Assim, o objetivo deste trabalho foi desenvolver cultivo in vitro para obten¢ao

de mudas-clones e calos de variedades de pinhao-manso.

REVISAO DE LITERATURA

O centro de origem do pinhao-manso ¢ incerto, mas acredita-se ser o México ou a América
Central (HELLER, 1996). Foi introduzido nas ilhas de Cabo Verde em 1783, onde foi disseminado
para todas as regiGes tropicais, ocorrendo em varios paises como India, Cabo Verde, Malésia,
Tailandia e Filipinas, além de algumas regides do Brasil (CORTESAO, 1956).

No Brasil, o pinhdo-manso adaptou-se as diferentes condi¢des edafoclimaticas e sua
distribui¢do geografica ocorreu principalmente nos estados do Nordeste, Goias e Minas Gerais
(DRUMMOND et al, 1984; EPAMIG, 2003). No Nordeste, o pinhdo-manso cresce
espontaneamente, principalmente nas regides mais secas do semiarido, sendo considerado uma
op¢ao agricola por ser uma espécie com resisténcia a seca (ARRUDA et al., 2004).

A principal matéria-prima para produgao de biodiesel sao plantas oleaginosas, dentre as
quais esta o pinhao-manso. Sua utilizagio como matéria-prima vem sendo amplamente discutida e
avaliada, podendo ser implantada em todas as regides brasileiras (HEIFFIG; CAMARA, 2006).
Estima-se que existem cerca de 50 mil hectares plantados com pinhao-manso no Brasil, sendo 30
mil hectares controlados por grandes e médios produtores e 20 mil hectares cultivados por meio
de agricultura familiar (DURAES et al., 2009).

O ciclo produtivo do pinhao-manso muda de acordo com a forma de plantio, podendo ser
propagado via sementes ou vegetativamente. Na propagacido com sementes as plantas tém maior
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variabilidade genética em relagao a planta mae e sio mais vigorosas, mesmo que iniciem a produ¢ao
mais tardiamente. Em condi¢Ges adequadas de produgio, a planta propagada por sementes pode
alcancar cerca de 30 a 50 anos (CORTESAO, 1956).

Segundo pesquisas realizadas por Jocker e Jepsen (2003), as sementes de pinhao-manso,
quando armazenadas em temperatura ambiente, podem manter-se viaveis por pelo menos um ano.
No entanto, niao ¢ recomendado um armazenamento prolongado porque as sementes oleaginosas
sao mais suscetiveis ao ataque de patégenos e pode ocorrer a rancificagao dos acidos graxos que
compoem o 6leo. Saturnino et al. (2005) explicam que a diminui¢do da capacidade germinativa, que
ocorre durante o periodo de armazenamento a temperatura ambiente, ¢ devido a um processo de
deterioragdo que ocorre gradativamente durante o tempo de estocagem.

Algumas sementes nao germinam mesmo quando colocadas sob condi¢ées ambientais
favoraveis. Tais sementes sao classificadas como dormentes, fenomeno que a0 mesmo tempo que
se constitui um mecanismo eficiente para garantir a sobrevivéncia e a perpetuacao da espécie pode
levar ao atraso e a desuniformidade na germinagao, uma vez que as sementes apresentam algum
tipo de restricio (CARDOSO, 2004; MARCOS FILHO et al., 1987).

A propagac¢ao vegetativa ou assexuada ¢ uma técnica utilizada para reproduzir uma planta
geneticamente idéntica a planta matriz. Isso ocorre porque as células contém, em seus nucleos, a
informagio necessaria para gerar uma nova planta (GRACA et al., 2000). E considerada a técnica
de maior viabilidade econdémica para o estabelecimento de plantios clonais, pois permite a
multiplica¢ao dos gendétipos selecionados em curto periodo e a baixo custo (PAIVA; GOMES,
2005). Essa técnica faz com que ocorra a eliminagao ou redugao da fase juvenil das plantas
cultivadas, possibilitando maior uniformidade e nimero de mudas produzidas a partir de uma
planta matriz (BOREM, 1997).

Como o pinhao-manso ainda nido passou por processo de melhoramento intenso, a
propagacao assexuada ¢ a solucdao para contornar o problema da desuniformidade genética. A
utilizagdo da reprodugao vegetativa facilita o trabalho do melhorista, pois, uma vez identificada
uma planta considerada superior, ela pode ser propagada, mantendo a sua identidade genética
(BOREM, 1997). O sucesso dessa técnica depende da facilidade de enraizamento de cada espécie,
da qualidade do sistema radicular formado e do desenvolvimento posterior da planta (OLIVEIRA
et al., 2001).

Técnicas modernas de biotecnologia, como a micropropagac¢ao, a manipulagao genética e
a biologia molecular, estio sendo utilizadas para o melhoramento genético de plantas, permitindo

o desenvolvimento de novas variedades (PEREIRA, 2004). A micropropagacdo utiliza pequenos
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fragmentos de tecido in vivo (explante) que sao utilizados assepticamente em meio nutritivo, onde
em cada fragmento de planta, ainda que pequeno (inclusive células individuais), permanecem todos
os elementos que em condi¢des apropriadas podem reconstruir todo o organismo (TORRES et al.,
1998).

A primeira aplicacao comercial da micropropagacao foi feita por Morel no ano de 1960 ao
multiplicar orquideas. Mediante cultura de apices caulinares e regeneragdo de protocormos,
diminutas estruturas se diferenciavam e davam origem a embrides (CARVALHO et al., 2000).

No Brasil, a micropropagagao 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 crescimento in
vitro a partir de gemas (apices caulinares ou florais), nos quais ¢ induzida a formacao de novas
gemas em condi¢bes controladas de cultivo.

Além da produ¢ao de mudas em qualquer época do ano e com economia de tempo e
espago, as principais vantagens da micropropagacao incluem a uniformidade no crescimento das
mudas, o que permite a uniformiza¢ao do plantio e sincroniza¢ao da colheita, e a obten¢ao de
plantas com caracteristicas genéticas idénticas a matriz, evitando a disseminacao de pragas e
doencas.

Um dos principios basicos para o sucesso da micropropagaciao depende, em parte, de
medidas de controle e prevencao da contaminacdao microbiana (LEIFERT et al., 1994; SILVA et
al., 2003) devido a essa técnica proporcionar um ambiente favoravel para o crescimento de
bactérias, leveduras e fungos (DANTAS et al, 2002). Os microrganismos contaminantes
competem com os explantes pelos nutrientes do meio de cultivo, eliminando no meio metabolitos
toxicos, podendo ocasionar a morte da plantula (PEREIRA et al., 2003).

Na desinfestagao do explante, a maior dificuldade ¢ obter a descontaminagao sem conduzi-
los a morte quando isolados. Para isso, varias substancias com a¢ao germicida sao utilizadas na
desinfestacao dos explantes. Os mais comuns sio o etanol e os compostos a base de cloro, tais
como o hipoclorito de sédio e de calcio (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Diversos fatores
sao determinantes, entre eles a concentracao dos agentes desinfetantes, o tempo de exposi¢ao dos
explantes, que pode variar muito os indices de contaminagao de acordo com a espécie, e a
sensibilidade do tecido a ser desinfetado (CHAVES et al., 2005; FERREIRA et al., 2009).

Segundo Fermino Junior et al. (2009) o sucesso da micropropagagao tem como ponto de
partida a recomendacao de um protocolo de assepsia e estabelecimento in vitro com o maior
numero de explantes assépticos, menor producio de compostos fenodlicos (oxidagdo) e maior
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sobrevivéncia dos explantes para as etapas seguintes. Mudas micropropagadas tendem a sobreviver
mais no campo e crescer mais rapidamente nos primeiros estadios de desenvolvimento, do que as
mudas convencionais.

A técnica de micropropagagdo tem como principais vantagens a multiplicagao rapida de
individuos e a possibilidade de conservacao de germoplasma, garantindo a manuten¢io da
biodiversidade (ECHEVERRIGARAY et al., 2001). Pode ser dividida em trés fases: a primeira ¢ a
etapa de estabelecimento do cultivo inicial ou primario; a segunda é de multiplicagao das brotacdes;
e a terceira ¢ a do enraizamento (MURASHIGE, 1974). Uma etapa anterior ao isolamento, que
compreende a selecao da planta-matriz fornecedora de explantes e pré tratamentos para promover
uma determinada resposta in vitro, pode ser considerada como mais uma fase desse processo e
outra posterior a0 enraizamento, denominada aclimatiza¢ao, que compreende a transferéncia para
o meio ambiente (KRIKORIAN, 1991).

Para o crescimento e desenvolvimento da planta in vitro utiliza-se meio de cultivo
constituido de agua, sais inorganicos, fonte de carbono e energia, vitaminas e fitorreguladores
(GUERRA; NODARI, 20006). Essas substancias suprem as necessidades metabolicas, energéticas
e estruturais das células (ARAUJO et al., 2005). O crescimento e a morfogénese in vitro sao fatores
regulados pela interacao e balanco dos reguladores de crescimento existentes no meio de cultivo,
principalmente auxinas e citocininas (GEORGE; SHERRINGTON, 1984).

As citocininas sao utilizadas para quebra da dominancia apical dos brotos e aumento da
taxa de multiplicacio. Desse modo, obtém-se grande nimero de brotagdes por meio do
crescimento de meristemas laterais (SRISKANDARAJAH et al., 1982). Entre as citocininas o BAP
(6-benzilaminopurina) tem sido muito eficiente na multiplicacao de partes aéreas e indugao de
gemas adventicias em diversas espécies (HU; WANG, 1983). Para multiplicagado em meio de

cultivo, em geral, suas concentracdes variam de 0,1 2 5 mg..' (TOMBOLATO; COSTA, 1998).

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados embrides de pinhdo-manso, extraidos de sementes fornecidas pela
EMBRAPA e doadas para a Fatec Piracicaba. Esses genotipos sio codificados pelas seguintes
nomenclaturas: 253-11-4, 183-1-2 ¢ 170-11-1.

Os embrides foram coletados das sementes em camara de fluxo laminar, com o auxilio de
bisturi, e armazenados em recipientes com agua até coletar todo o material. No laboratério, as
sementes obtidas foram lavadas com detergente neutro durante cinco minutos e transferidas para
recipiente com agua destilada autoclavada. Apds a lavagem, as sementes foram levadas para a
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camara de fluxo laminar para realizacdo da assepsia com solucio de hipoclorito de s6dio comercial
por cinco minutos, seguida de lavagem em solug¢do de etanol 70% por dois minutos (Figura 1a).

Os explantes foram, entdo, enxaguados em 4gua autoclavada e inoculados nos meios de cultura

(Figura 1b).

Figura 1. (a) Assepsia de sementes e; (b) Inoculagées de embrides de pinhdo-manso

Fonte: Autores.

Os tratamentos foram baseados em ensaios pilotos (SOUZA et al., 2017; SOUZA;
NASCIMENTO, 2018) para a germinacao in vitro dos embrides de pinhdo-manso, e com isso foi
realizado os seguintes tratamentos: T1 — 50% dos sais do meio MS (MURASHIGE; SKOOG,
1962); T2 — 50% dos sais do meio MS + 0,2mg.I." de BAP + 0,2mg.L." de NAA; T3 — 50% dos
sais do meio MS + 0,3mg.L." de BAP + 0,2mg.L." de NAA; T4 — 50% dos sais do meio MS +
0,4mg.L." de BAP + 0,2mg.l." de NAA. Todos tratamentos foram suplementados com sacarose
(30 g.'") e agente gelificante phytagel (2,4 gL"). O pH foi aferido para 5,7+1 antes da
autoclavagem (esterilizagdo) a 120°C e 1 Kgf.cm™ por quinze minutos. A incubagio foi realizada
em sala climatizada de crescimento com temperatura 25 £ 3 °C, sob fotoperiodo de 16 horas de

luz.
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As variaveis avaliadas foram o percentual de embrides de pinhdo-manso germinados e
desenvolvidos, determinados através da avaliacao visual do desenvolvimento e formacao de raizes
e partes aéreas.

Os explantes foram avaliados a cada 15 dias, contados da inoculacio. Nesse periodo
também foram verificadas as possiveis contaminagdes dos explantes. Em caso de contaminagao
(Figura 2(a) e (b)), os explantes foram descartados. Os tubos contaminados foram submetidos a
autoclavagem a 120°C e 1 Kgf.cm® por 15 minutos para eliminagio por completo dos

microrganismos em desenvolvimento. Todo o conteudo dos tubos foi descartado.

Figura 2 (a) e (b): Exemplos de contaminagio

Fonte: Autores.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram realizadas inoculagGes de embrides em trés datas diferentes, que geraram cerca de
48 tubos de ensaio, e mais trés inoculagoes de explantes diferentes (folhas, segmentos de caule e
segmentos de raiz, provenientes de plantas germinadas em meio T1, que geraram cerca de 70 tubos.
A taxa de contamina¢iao nesse procedimento foi muito baixa, menor que 10%, indicando que o
processo de assepsia das sementes e manipulagdes foram adequados.

Nove dias ap6s inoculagdo dos embrides, notou-se que a germinag¢ao do genétipo 170 11 1

em meio de cultura T'1 foi mais acelerada que os demais genétipos e meios, com caules ja formados
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e perto de dois a trés centimetros, além da auséncia de quaisquer sinais de contaminagao (Figura 3

aeb).

Figura 3. Comparagdo do meio T1 (a) com os demais (b)

Fonte: Autores.

Esse mesmo genétipo (170 11 1), quando inoculado em meio T2, apresentou germinagao
dos embrides - ainda que um pouco mais lento que em T1 -, nao apresentando raiz em nenhum
dos frascos. Em meio T3, o desenvolvimento dos embrides se mostrou similar 20 ocorrido em
meio T1, com caules em torno dos trés centimetros, folhas verdes e raizes. Nenhum apresentou
sinal de contaminag¢do e um dos tubos, neste meio T3, apresentou inicio de formagao de calo apos
30 dias de inoculacio.

Ja embrides do genétipo 183 11 inoculados em meio T1 apresentaram crescimento mais
lento em comparaciao ao genétipo 170 111 no mesmo T1, com poucas folhas, caules com menos
de um centimetro e sem calos nem raizes. No meio T2, os embrides desse gendtipo (183 I 1)
apresentaram um leve sinal de crescimento, com caules pequenos e sem raizes. Metade dos
embrides 183 I 1 germinados em T3 apresentaram caules formados, sendo que um dos tubos
apresentou crescimento um pouco mais lento que os demais. Nenhum aparentou sinal de
contaminac¢do. Apenas 50% dos embrides desse genétipo inoculados em T4 apresentaram sinais

de crescimento, mesmo que devagar.
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Os embrides do terceiro genotipo avaliado, 253 11 4, inoculados em qualquer das quatro
formulacdes de meios (T'1 a T4), apresentaram os piores resultados. Nenhum tubo apresentou sinal
de crescimento ou contaminagao 13 dias ap6s a inoculagao.

Nas observagoes, realizadas a cada 15 dias, foi constatado que nao ocorreram grandes
mudangas, apenas alguns tubos contaminados. T1 se manteve melhor, em termos de
desenvolvimento do broto, em relacao aos demais, que apresentaram crescimento um pouco mais
lento em relagdo as suas datas de inoculagio.

Ao final das observagdes, ficou evidente que o meio de cultura T1, sem adigdo de
titorreguladores, permitiu melhor germinagao dos embrides, apresentando caule bem verde, folhas
verdes e raizes (Figura 4). Além disso, o genétipo 253 11 4 teve melhores resultados em comparagao
aos demais, apresentando mais calos (meios T2, T3 e T4), mais plantas e raizes (meio T1), embora
tenha sido o gendtipo mais lento a iniciar, de fato, a germinag¢ao, o que corrobora com resultados
obtidos por Souza e Nascimento (2018) ao avaliarem este genétipo. O genétipo 170 11 1 foi o que
mais apresentou contaminagoes. Isso pode ter ocorrido devido a assepsia realizada de forma
deficiente em algum momento, embora mesmo protocolo tenha sido seguido para todos, ou o
genotipo pode ser mais suscetivel a contaminagao, ja que Souza et al. (2017) relatam problemas de
contaminagao similar. Vale lembrar que esse genétipo apresentou germina¢ao melhor e mais rapida
logo apds inoculagao, porém praticamente todas as plantas obtidas acabaram contaminando com

o passar do tempo.

Figura 4: Meios do genétipo 170 IT 1 com formagio de calos em meios de cultura contendo fitorreguladore

(T2, T3 e T4).

Fonte: Autores.
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Aproximadamente 30 dias apds a inoculagao, as plantas desenvolvidas nos meios de cultura
T1 foram usadas como fonte de explantes (folhas, caules e raizes) para reinoculagdo nos
tratamentos (T'1 a T4). Os calos obtidos de embrides germinados em meios T2, T3 e T4 foram
transferidos para meio T'1, visando regeneragao de plantas a partis dos calos.

Ap6s 20 dias da reinoculagao dos explantes, alguns frascos ja apresentaram caules, raizes e
folhas. Em uma das ultimas observag¢des, realizada quatro meses ap6s inoculagao dos embrides, as
plantas se mostraram em constante desenvolvimento, algumas com caules de dois centimetros,
folhas e caules bem verdes e raizes grandes. Os genétipos 170 111 e 253 11 4 aparentaram melhor
crescimento. Com relacdo a formacio de calos, o meio de cultura T3 foi o mais efetivo. Entretanto,
os calos obtidos, quando transferidos para o meio sem fitorreguladores (T'1), nao tiveram
capacidade regenerativa, evoluindo para oxidacdao e morte.

A tabela 1 a seguir, demonstra resumidamente o comportamento de cada genétipo em cada

meio de cultura (tratamentos) avaliado.

CONCLUSAO

Sementes do genotipo 253-11-4 se sobressairam em todas as etapas, provando estarem mais
aptas do que demais genotipos para o cultivo 7 vitro.

Formula¢ao de meio T1 — 50% dos sais do meio MS, é a mais adequada para germinacao
de embrides.

Os meios T2 — 50% dos sais do meio MS + 0,2m.I." de BAP + 0,2mg.I." de NAA; T3 —
50% dos sais do meio MS + 0,3mg.I." de BAP + 0,2mg.I." de NAA; e T4 — 50% dos sais do meio
MS + 0,4mg.I." de BAP + 0,2mg.I." de NAA, levam 4 formacio de calos, sendo o meio T3 o mais

efetivo para a calogénese.
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