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Resumo

A micropropagacao é utilizada principalmente nas plantas de dificil propagacao,
permitindo a obtencao de grande nimero de plantas sadias e geneticamente
uniformes, em curto periodo de tempo. A citocinina 6-bencilaminopurina (BAP)
tem sido muito eficaz para promover multiplicacdo em diversas espécies e parece
ser a citocinina, por exceléncia, para multiplicacdo de partes aéreas e inducéo de
gemas adventicias. Objetivou-se, com este trabalho induzir, in vitro, o
superbrotamento da cultivar de mamona BRS Nordestina , através dos explantes
gema apical e eixo embrionario, afim de determinar o melhor meio nutritivo
suplementado com BAP. Sementes foram desinfestadas em solucao de
hipoclorito de sédio a 2,5% de cloro ativo e lavadas quatro vezes em agua
bidestilada estéril, permanecendo 24h na ultima dgua; posteriormente, foram
cultivadas em tubos contendo meio MS e em frascos com sais de MS
suplementado com vitaminas do meio B5 utilizando-se BAP nas concentracdes
0,00; 0,05; 0,10; 0,30 mg.L"; em todos os meios foram adicionados 0,05
mg.L" de GA,. Utilizaram-se 10 frascos por tratamento, cada um contendo trés
explantes em delineamento inteiramente casualizado. O tratamento com 0,30
mg.L" de BAP e 0,05 mg.L" de GA, favoreceu o melhor superbrotamento de
brotos sadios, com uma média de 6,13 brotos por explante. O BAP induz o
superbrotamento nesta cultivar de mamona.

Termos para indexacao: Mamona, Cultivo de tecidos, Superbrotamento.
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Micropropagation /n Vitro of Ricinus
Communis L. Using Citocinine
6-Bencilaminopurine

Abstract

Micropropagation is used mainly in plants of difficult propagation, allowing the
attainment of a great number of healthy and geneticaly uniform plants in a short
period of time. The 6-bencilaminopurine citocinine (BAP) has been efficient on
promoting the multiplication of shots and buds. The objective of this work was
to induce the overbudding of the castor cultivar BRS Nordestina, using explants
of apical buds and embryonic axis, determining optimum nutritional method,
supplemented with BAP. Seeds had been disinfested in solution of sodium
hypochlorite 2,5% of chlorite active and washed four times in bidistilled water
barren, remaining in the last water for 24h. The seeds were cultivated in test
tubes containing medium MS and in bottles containing MS supplemented with
salts and vitamins of medium B5 using BAP in concentration 0,00; 0,05; 0,10;
0,30 mg.L"; in all the medium supplemented with BAP,0,05 mg.L" of GA,. Was
added one used 10 bottles for treatment, each one containing three explants in
completely randomized design. Treatment with 0,30 mg.L" of BAP and 0,05
mg.L" of GA, favored optimum overbudding of healthy sprouts, with a average
of 6,13 sprouts for explants. BAP induces the overbudding in this castor
cultivar.

Index terms: Castor, Induction multiple shots
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Introducéao

A cultura da mamona (Ricinus communis L.) é de relevante importancia
socioeconOmica para o semi-arido nordestino, seja como cultura alternativa de
reconhecida resisténcia a seca ou como fator fixador de mao-de-obra, gerador de
emprego e de matéria-prima indispensével ao desenvolvimento da regido e do
Pais. Os residuos vegetais podem devolver ao solo 20 t/ha de biomassa e as
folhas servirem de alimento para o bicho da seda (LIMA, 2005).

O 6leo da mamona é reconhecido como um dos mais versateis da natureza, de
utilidade compardavel a do petréleo, com a vantagem, porém, de ser produto
renovavel e barato; é, também, conhecido no Brasil como 6leo de ricino, haja
vista que possui uma enorme versatilidade quimica dentro do ramo industrial,
podendo ser utilizado em rotas de sintese para uma grande quantidade de
produtos como, por exemplo, na fabricacado de tintas especiais, sabao, vernizes,
detergentes, papel carbono, velas, nylon, produtos sintéticos, plasticos,
desinfetantes, graxas especiais para navios, chapas e engrenagens, lentes de
contato e até fluidos especiais para transmitir pressdes hidraulicas (FORNAZIERI
JUNIOR, 1986).

Das areas pesquisadas a mamoneira é a que mais se destaca como cultura de
tecidos vegetais, podendo ser definida como um conjunto de técnicas para
favorecer o crescimento de grande nimero de células em um ambiente estéril e
controlado. A micropropagacao /n vitro é a aplicacao mais pratica da cultura de
tecido e aquela de maior impacto (GRATTAPAGLIA e MACHADO,1998) uma
vez que oferece condicOes para se obter plantas de dificil propagacéao e de ciclos
de vida longa, em menor espaco de tempo que o melhoramento convencional;
esta técnica tem como finalidade primaria dirigir o crescimento e o
desenvolvimento do explante manipulado em seu redor em condicdes de
iluminacao e temperatura controlada, em que este controle se exerce,
basicamente, mediante a adicao de substancias de naturezas diversas,
principalmente reguladores de crescimento, ao meio de cultivo, e também
variando a concentracao de determinados nutrientes (CARVALHO, 1999).

Um dos maiores beneficios da micropropagacao se refere a possibilidade de
capturar e fixar os componentes aditivos e ndo-aditivos da variancia genética por
meio da propagacao clonal, tornando-se ferramenta poderosa associada aos
programas de melhoramento para propagacao massal de gendtipos superiores
(GEORGE e SHERRINGTON, 1984). O desenvolvimento de protocolos de
cultura de tecidos para induzir proliferacao eficiente em um gendétipo
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independente, é o procedimento desejavel para a transformacao de gendtipos de
mamona.

Dentre os reguladores de crescimento que desempenham importante funcao na
composicao do meio de cultivo tém-se os hormoénios vegetais (auxinas,
citocininas, etileno, acido bésico e as giberelinas) (CID, 2001).

Ressalta-se que alguns tecidos vegetais sdo autbnomos na sintese de
fitohormoénios, enquanto outros dependem da aplicacao de reguladores junto ao
meio nutritivo. A interacdo e o balanco entre os reguladores adicionados no meio
e os fitohormoénios produzidos de forma endégena nas células, regulam o
crescimento e a morfogénese de células e tecidos in vitro; desta forma e de
acordo com a parte da planta da qual foi retirado o explante, mesmo sendo da
mesma planta ou de uma espécie para outra, as concentracoes de reguladores a
serem utilizados devem variar, em funcao das diferencas endégenas naturais nos
niveis dessas substancias.

Em particular, as citocininas estimulam a divisao celular, sobretudo quando
associadas a uma auxina; em concentracoes elevadas induzem a formacao de
brotos adventicios e inibem a formacéao de raizes sdo, assim, responsaveis pela
eliminacado da dorméncia apical, promovendo o desenvolvimento das gemas
axilares (CARVALHO, 1999).

Objetivou-se com este trabalho a inducado do superbrotamento da cultivar BRS
Nordestina, observando-se a regeneracao de plantulas dos explantes gema apical
e eixo embrionério e determinar o melhor meio nutritivo quando suplementado
com a citocinina 6-benzilaminopurina (BAP) e a Giberelina (GA,), em
concentracoes diferentes da citocinina, para o superbrotamento.

Material e Métodos

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Cultura de Tecidos da Embrapa
Algodao, em Campina Grande, PB.

Desinfestacdo das sementes e obtencao da planta matriz

Retirou-se, previamente, o tegumento das sementes da cultivar de mamona BRS
Nordestina, as quais foram lavadas em agua corrente e sabao neutro e, em
seguida, imersas durante 20 minutos em solucao de hipoclorito de sédio a
2,5% de cloro ativo mais 1 ml de Tween 20, para cada 100 ml de solucao; em
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seguida, as sementes foram lavadas quatro vezes em agua bidestilada estéril,
permanecendo imersas 24h, na ultima agua.

Na obtencédo da planta matriz, apés os procedimentos de desinfestacao, os eixos
embrionarios foram excisados e inoculados em meio MS (MURASHIGE e
SKOOG, 1962), suplementado com 30 g.L" de sacarose e 0,55% de agar, e o
pH ajustado para 5,7, utilizando-se hidréxido de sédio (NaOH) ou éacido
cloridrico (HCL) antes da autoclavagem, a 120 °C; logo apds, os tubos de
ensaio foram fechados com tampa de polipropileno e vedados com fitafilme. As
culturas permaneceram no escuro 72 horas, onde foram mantidas durante 25
dias a 25+2 °C, com um fotoperiodo de 16h de luz e intensidade luminosa de
30 umol m? s, até a formacéo da planta matriz.

Inducédo de muiltiplos brotos

Utilizaram-se, na inducao de brotos, os explantes de gema apical e de eixo
embriondrio, cujas asgemas foram originadas a partir de plantulas cultivadas in
vitro, com 20 a 25 dias ap6s o transplantio. Na camera de fluxo laminar e com
auxilio de instrumentos cirurgicos esterilizados, separaram-se os eixos
embrionarios, que foram excisados para em seguida serem inoculados em um
meio contendo sais de MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) suplementado com
vitaminas do meio B, (GAMBORG et al., 1968), utilizando-se a citocinina:
6-benzilaminopurina (BAP), para os dois tipos de explantes, isoladamente,
conforme os tratamentos: 0,00 mg.L" ; 0,05 mg.L""; 0,10 mg.L"; 0,30 mg.L",
totalizando 4 diferentes tratamentos. Em todos os tratamentos foram adicionados
0,05 mg.L" da giberelina GA, para promover alongamento dos brotos; os meios
foram suplementados com 3% de Glucose, 0,65 % de agar bacterioldégico e o pH
do meio ajustado para 5,8 antes de autoclavagem, a 120 °C; enfim, todos os
tratamentos foram incubados a 25+ 2 °C, com fotoperiodo de 16h de luz e
intensidade luminosa de 30 pmolm2 s e os subcultivos realizados a cada 10
dias. Os explantes que produziram brotos foram avaliados apds sua transferéncia
para o meio basico sem horménio e, em seguida, com a giberejina GA, na
concentracao 0,05 mg.L", para o alongamento dos brotos.

As avaliacdes foram realizadas aos 45 dias de cultivo, quantificando-se o
numero de brotos por explante (NBE) em cada tratamento. Nesta avaliacao
somente aqueles explantes que formaram mais que dois brotos, foram
considerados inducao de multiplos brotos, enquanto na avaliacdo se considerou
o parametro NBE (nimero de brotos por explante).

10
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Empregou-se delineamento experimental inteiramente casualizado, com 10
frascos por tratamento e cada frasco contendo trés explantes.

Os dados referentes a nimero de brotos por explantes foram analisados pelo
procedimento PROC GLM do SAS, versdo 8.2 (SAS/STAT...2000).

Resultados e Discusséao

Desinfestacdo das sementes e obtencéo da planta matriz

Na Figura 1 se observam, ilustrativamente, explantes e um exemplar de
plantulas de mamoneira, originados da micropropagacdo empregada na
metodologia deste trabalho, a qual foi bastante eficaz, proporcionando alto
indice de formacao de plantas matrizes sadias (99%).

A Tabela 1 apresenta andlises da variancia do nimero de brotos; Observou-se
significancia apenas na concentracédo (BAP) sobre o nimero de brotos; tem-se,

Fig. 1. Amostra de explantes e
plantulas da cultivar BRS Nordestina
oriunda da micropropagacdo em meio
de cultivo.

(A) Explante eixo embrionério; (B)
Planta Matriz; (C) Explante de gema
apical.
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Tabela 1. Resumo da andlise de varidncia do nimero de brotos, em funcéo da
concentracdo de BAP e do tipo de explante

F.V GL Quadrado Médio

BAP (B) 3 6,988

Explante (E) 1 0,033N8

BxE 3 0,0044Ns

Erro 72 0,0212
Cv% = 7,79

** Significativo (p<0.01)
NS néo significativo (p>0.05)

na Tabela 2, os valores de nimero de brotos em funcédo da concentracao de BAP
e GA, e do tipo de explante utilizado.

O efeito da citocinina BAP sobre o nimero de brotos foi quadréatico (Figura 2). O
nuimero maximo de brotos seria de 6,13 brotos por explante na concentracéo de
0,20 mg.L" de BAP.

A Figura 3 ilustra o superbrotamento na concentracado 0,30 mg.L"' BAP +

0,05 mg.L"' GA,. No tratamento controle, sem a presenca da citocinina BAP, ndo
se constatou superbrotamento nos dois tipos de explante, mas apenas o
alongamento da plantula e o crescimento radicular.

Tabela 2. Valores de nimero de brotos em funcdo da concentracdo de BAP e do
tipo de explante

Combinacdes dos fitorreguladores Médias
(mg.L")

0,0 BAP + 0,05 GAs 0,0
0,05 BAP + 0,05 GAs 3.1
0,1 BAP + 0,05 GAs 3.5
0,3 BAP + 0,05 GAs 4,4
Explante

Gema apical 2,4

Eixo Embrionario 2,6
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Fig. 2. Nimero de brotos em funcédo da concentracdo de BAP

Resultados semelhantes também foram observados no estudo de Furtado
(2004), no qual o explante de gema cotiledonar oriundo da variedade L-7, do
Amendoim, resultou em grande numero de brotos, sendo o melhor meio
constatado contendo o horménio BAP na concentracdo de 10 mg.L' sem a
presenca do NAA, do qual resultou um indice de brotos superior aos demais,
com média de 13 brotos por explante. Nicoloso et al. (2003), ao utilizarem
apenas o horménio BAP para a micropropagacao da grépia (Apuleia leiocarpa),
obtiveram um grande numero de brotos.

Souza (2003), ao utilizar Arnica (Lychnophora pinaster Mart.) para inducéo de
multiplas brotacdes, observou que melhores resultados foram obtidos quando o
meio padréo foi suplementado com 0,62 mg.L"' de BAP, aos 45 dias apds a
inoculacado e melhor alongamento da brotacado antes do enraizamento, ocorreram
quando os brotos foram deixados na presenca de 3 mg.L" de GA, por 19 dias;
alcancando um sucesso quando as brotacGes permaneceram na presenca de

2 mg.L" de ANA durante 15 dias na sala de crescimento.

Batista et al. (2001) observaram que BAP foi o melhor regulador de crescimento
na inducéao de brotos, ao induzirem o superbrotamento nas gemas cotiledonares
de trés variedades de gergelim (Sesamum indicim L.) utilizando-se de diferentes
citocininas (BAP, Cinetina e 2iP).

Divergindo desses resultados, Reddy et a/. (1987) obtiveram calos em Ricinus
communis a partir do segmento do apice do hipocétilo e observaram que o
fitohormoénio CIN foi superior ao BAP na inducao de brotos.
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Fig. 3. Inducdo da morfogénese da cultivar de mamona BRS Nordestina, utilizando-se
a citocinina BAP em dois tipos de explante: A) Gema apical com multibrotacdes,
suplementada com 0,30 mg. L' BAP + 0,05 mg. L GA,. B) Eixo embrionrio com
multibrotagdes, suplementado com 0,30 mg. L' BAP + 0,056 mg. L' GA,.

De acordo com as pesquisa descritas na literatura, observa-se que as citocininas
sdo usadas em diversas cultivares e em variadas concentracdes, podendo ser
utilizadas individualmente, como no trabalho de Rogalski et al. (2003) que
testaram o efeito da citocinina BAP na multiplicacéo /n vitro da ameixa ‘Santa
Rosa’, combinadas entre si ou até mesmo associadas as auxinas, tal como a
pesquisa desenvolvida por Brum et al. (2002), na qual se utilizaram
concentracdes de BAP e ANA para promocéao de propagacao in vitro da figueira,
com o intuito de determinar a concentracao mais adequada para formacao de
multiplos brotos /n vitro nas suas respectivas cultivares.

Percebeu-se, através dos resultados obtidos deste trabalho, que as
concentracoes utilizadas desempenham importante papel na formacao e
multiplicacao de brotos, interferindo na variabilidade, integridade e multiplicacao
do gendtipo de mamona testado.

Conclusoes

* As concentracdes de BAP 0,20 mg.L" e GA, 0,05 mg.L"! proporcionaram
melhor capacidade organogénica, com satisfatéria proliferacdo de multiplos
brotos.

® Na auséncia do horménio BAP nao houve formacado de multiplos brotos.
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e Concentracdes na faixa de 0,15 a 0,21 mg.L"' de BAP, propiciaram os
melhores resultados em explantes de gema apical e eixo embrionario de
mamona.
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