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Apresentacao

O cultivo de tecidos é de importancia fundamental na aceleracédo dos programas
de melhoramento genético vegetais da Embrapa algodao.

A aplicacao das técnicas de cultura de tecidos na mamoneira torna-se
indispensavel, tendo em vista a importancia da cultura da mamona para o
Nordeste brasileiro e diversas pesquisas vém sendo desenvolvidas, visando
aprimorar os conhecimentos das técnicas de cultivo de tecido in vitro aplicadas a
mamoneira, que constituird sem ddvida, uma importante ferramenta para o
melhoramento vegetal, visto que possibilita a obtencao de clones com caracteres
agrondmicos desejaveis.

Napoledo Esberard de Macédo Beltrdo
Chefe Geral da Embrapa Algodéao
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Técnicas de Cultivo /n Vitro Aplicadas
na Mamoneira

Julita Maria Frota Chagas Carvalho
Silvany de Sousa Araujo

1. Introducéao

O cultivo de tecidos pode ser definido como um conjunto de técnicas que
permitem a cultura de 6rgaos, tecidos, células e protoplastos em condicbes
assépticas, empregando meios nutritivos artificiais. Essas técnicas podem ser
aplicadas para a obtencao de plantas livres de patégenos, propagacdo massiva
de plantas, conservacao de germoplasma, melhora por mutagénese in vitro e
engenharia genética (PIZA; PINHO, 2002).

As técnicas de cultura de tecidos tém sido empregadas de diferentes formas no
desenvolvimento de cultivares superiores de plantas, podendo oferecer novas
alternativas aos programas de melhoramento em suas diferentes fases e, muitas
vezes, oferecem solucdes Unicas (FERREIRA, et al., 1998).

A mamoneira (Ricinus communis L.), planta de alto valor econdmico, tem nas
sementes, como produtos finais processados, o 6leo e a torta. O primeiro, é
utilizado na medicina, na fabricacao de filtros hospitalares de hemodidlise, de
protese 6ssea de resina, de silicones especiais e como matéria-prima para
producédo de tintas especiais, sabdo, vernizes, nylon e cosméticos, entre cerca
de, aproximadamente, 650 produtos, que apresentam a vantagem de serem
biodegradaveis e de biomassa renovavel. A torta é bastante usada como
fertilizante, podendo ser utilizada para racao de bovinos, desde que passe por
um processo de desintoxicacdao (GONCALVES et al., 2005).

Segundo Chierice e Claro Neto (2001), a partir do 6leo da mamona pode-se
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obter também o diesel vegetal, que substitui o 6leo diesel derivado do petréleo
utilizado como combustivel. Para o Brasil, o 6leo da mamona pode ser
considerado uma matéria-prima estratégica, pois, além de seu potencial quimico e
energético, os lubrificantes e fluidos aeronduticos ja sao todos sintetizados a
partir de suas moléculas.

Tendo em vista a importancia da cultura da mamona para o Nordeste brasileiro,
diversas pesquisas vém sendo desenvolvidas, visando aprimorar os
conhecimentos das técnicas de cultivo de tecido in vitro aplicadas a mamoneira,
que constituird sem ddvida uma importante ferramenta para o melhoramento
vegetal, visto que possibilita a obtencao de clones com caracteres agrondmicos
desejaveis.

2. Aplicacdes do Cultivo de Tecidos

Diversas técnicas do cultivo de tecidos in vitro vém sendo aplicadas a cultura da
mamoneira, sendo estas, de grande importancia para o melhoramento da espécie
e o desenvolvimento de novas cultivares.

2.1. Cultivo /n Vitro de anteras

Entre as técnicas de cultivo in vitro, a cultura de anteras apresenta-se como uma
ferramenta de grande utilidade em programas de melhoramento, principalmente
por reduzir o tempo necessario para a obtencao de linhagens homozigéticas,
substituindo as inUmeras geracdes de autofecundacado necessdarias no processo
convencional e permitindo o estudo de mutacdes recessivas, visto que
individuos hapléides e duplo-hapléides, por se constituirem de apenas um
complemento cromossdmico, nao apresentam problemas de dominancia e
recessividade (BAJAJ, 1984; FERNANDES, 1987).

Segundo Peters et al. (1998), as plantas hapléides podem ser obtidas de duas
maneiras: por androgénese direta ou por androgénese indireta. Na androgénese
direta, o micrésporo comporta-se como um zigoto e passa por varios estadios de
embriogénese, semelhante ao que ocorre /in vivo. Os embrides, principalmente no
estadio globular, sao liberados, os cotilédones desenvolvem-se e as plantas
emergem das anteras de 4 a 8 semanas. Na androgénese indireta, os
micrésporos, em vez de passarem pela embriogénese, dividem-se algumas vezes,
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formando calos, os quais emergem através da parede da antera. Normalmente a
regeneracao de plantas via calo se dd com maior freqiéncia.

A maior dificuldade do uso da cultura de antera nas espécies, consiste na
adequacdo do meio de cultura apropriado Para que ocorra a divisao celular, o
processo de ativacao e desativacao dos genes, no momento e local apropriado é
necessario ajustes na concentracao e tipo de reguladores de crescimento, uso de
vitaminas e carvao ativado (INGRAM et al., 2000; SALOMOM, 2003;
TEIXEIRA; TORRES, 1998).

Souza et al. (2002) constatou a eficiéncia do 2,4D na inducao de calos in vitro,
a partir de anteras de mamona. Vargas (2006) também observou que os graos
de pdélen de mamona apresentaram alto percentual de viabilidade polinica na
antese. O maior percentual de graos de polens vidveis obtido é das cultivares
IAC-80 e Cafelista; no entanto, mesmo apresentando diferencas significativas
das cultivares AL-Guarany 2002 e AL-Preta, sao igualmente consideradas com
bom potencial de viabilidade. Sendo, portanto, possivel a utilizacao de todas as
cultivares analisadas na inducéao de fertilizacao em programas de melhoramento.

2.2. Crioconservacdo de sementes

A crioconservacao em nitrogénio liquido € um método potencialmente estudado
para reduzir a taxa de deterioracdo, aumentando assim o tempo de
armazenamento das sementes, assegurando a preservacao das fontes genéticas
da planta, além de reduzir os custos e evitar a perda da viabilidade
(STANWOOD; BASS, 1981; STANWOOD, 1995).

Medeiros e Cavallar (1992) definem crioconservacao em nitrogénio liquido como
sendo a preservacao de materiais bioldgicos a baixas temperaturas (entre -160 e
-196°C), nas quais todos os processos metabdlicos sdo essencialmente
paralisados e mantidos em estado latente, proporcionando a preservacao dos
materiais a longo prazo. Os outros métodos de conservacao somente adiam a
deterioracado por um periodo de tempo determinado e especifico, de acordo com
o material e a espécie em questao.

Outras vantagens da crioconservacao estao relacionadas com: 1) o pequeno
espaco a ser ocupado por um banco de germoplasma mantido em nitrogénio
liquido; 2) a simplicidade da manutencéo, bastando manter-se o nivel de
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nitrogénio liquido nos botijoes, reabastecendo-o a cada 40-60 dias e 3) o baixo
custo do armazenamento, uma vez que nao exige sistema de refrigeracdo nem de
eletricidade (ALMEIDA et al., 2002).

Lopes et al. (2006), obtiveram a crioconservacao de eixos embrionérios de
mamona com teor de agua limite entre 4 a 7% b.u.(baixa umidade).

Almeida et al. (2002) verificou que os melhores resultados de qualidade
fisiolégica das variedades de mamona Nordestina e Pernambucana foram obtidos
aos 30 dias de crioconservacéao, tanto no vapor (-176 °C) como na imersao
(-196 °C) em nitrogénio liquido. Além disso, as sementes das variedades de

R. communis estudadas, podem ser crioarmazenadas com a umidade de colheita
em torno de 6% b.u.

2.3. Propagacao /n Vitro da mamoneira

A propagacéao vegetativa utilizando técnicas de cultura de tecido pode ser um
valioso instrumento na propagacao clonal rdpida de mudas em larga escala. Este
método vem sendo extensamente utilizado para a propagacéo clonal e eliminacao
de virus em grande nimero de espécies, além da introducao de novas
variedades, previsdo de novos gendétipos, formacao de bancos de germoplasma,
previsao de estoque de plantas sadias e atendimento a outras areas da pesquisa
(HARTMANN; KESTER, 1983).

A aplicacdo da micropropagacao destaca-se pela hibridizacao e desenvolvimento
de novas cultivares, na recuperacao de substancias farmacéuticas, na
multiplicacao segura de cultivares desejaveis, na propagacao rapida com alto
coeficiente de multiplicacdo, e como auxiliar na salvaguarda do patriménio
genético de plantas ameacadas pela exploracdo humana (SIMOES, 1988).

Para o sucesso de métodos de micropropagacao in vitro é necessaria: a selecao
dos explantes adequados, estabelecendo-se condi¢cdes de desinfeccao e cultura;
o estabelecimento de condicdes fisicas e fisioldgicas de desenvolvimento dos
explantes e o enraizamento das partes aéreas formadas apds subcultivos
sucessivos formando a planta completa (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1990).

Carvalho et al. (2005), utilizaram o meio MS (Murashige Skoog) para a
regeneracdo do explante eixo embrionario de sementes de mamona e observou
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que é possivel propagar sementes de mamona a partir do explante eixo
embrionério, concluiram também que aclimatacao das plantulas regeneradas é
viadvel. Aires (2007), constatou que o complexo vitaminico contendo sais do
meio MS acrescidos de vitaminas do meio B5 (GAMBORG et al., 1968),
adicionado de sacarose apresentou um efeito diferencial e promissor no
superbrotamento in vitro em explantes de gema apical do genétipo de mamona
BRS Nordestina. Aradjo et al. (2008), conseguiram o superbrotamento da
cultivar BRS Paraguacu, utilizando o meio MS bdésico, suplementado com a
combinacédo dos reguladores TDZ + GA3, com 45% de glicose

2.4. Cultivo de embrides zigéticos ou embrides imaturos

Segundo Carvalho e Vidal (2003), o cultivo de embrides zigéticos ou embrides
imaturos é usado para o co-cultivo de hibridos entre diferentes espécies,
tornando possivel, a certas cultivares, a transferéncia de genes desejaveis.

A técnica de cultura de embrides tem se expandido e ensejado importantes
contribuicdes em estudos basicos da fisiologia do desenvolvimento do embrido,
em programas de melhoramento genético, para recuperacao de hibridos de
interesse de cruzamentos incompativeis, bem como para a quebra de dorméncia
de sementes, observada em algumas espécies (FERREIRA et al., 1990). Deccetti
(2000) afirma que, através do cultivo in vitro de sementes ou embrides,
condicbes ambientais fundamentais, como disponibilidade de dgua, temperatura
adequada, luminosidade e composicao atmosférica sao apropriadas para que o
processo de germinacdo ocorra; além disso, a presenca de reguladores de
crescimento e de fontes exdgenas de carboidratos, no meio de cultura,
possibilita contornar fatores que inibem a germinacao de diversas sementes,
como a presenca de inibidores quimicos, imaturidade de embrides e pobre
acumulo de reservas nutritivas, aumentando, assim, a percentagem de

germinacao ou fazendo com que o processo seja mais efetivo, rapido e uniforme.

Carvalho et al. (2006a), conseguiram regenerar 88 acessos do banco ativo de
germoplasma de mamona da Embrapa Algodao, por meio do cultivo in vitro de
embrides zigéticos de sementes de mamona (Figura 1) Carvalho et al. (2005)
também regeneraram eixos embrionarios que apresentavam até dois por cento de
germinacao no campo (Figura 2).

15
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Fig. 1. Regeneracéo in vitro de embrides zigéticos de sementes de mamona

Fig. 2. Cultivo in vitro de embrides imaturos a partir de sementes secas de mamona.
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3. Fatores que podem influenciar no cultivo /n Vitro

Diversos fatores podem influenciar o éxito da cultura de tecidos in vitro, entre os
quais destacam-se:

3.1. Selecdao do explante:

O sucesso no estabelecimento da cultura de células, 6rgaos ou tecidos in vitro
depende, em geral, da selecdo do explante (CARVALHO, 2001). Cada espécie
ou variedade se comporta de maneira diferente em funcéo da idade da planta e
suas condicdes prévias no campo, a época da coleta, o tipo de explante, a
posicdo que este ocupa na planta e uma larga lista de aspectos préprios do
material vegetal, que dificilmente podem ser controlados em sua totalidade. Além
disso, o material cultivado in vitro tem que estar livre de microrganismos que
possam interferir no processo (PIEREK, 1988).

3.2. Desinfeccdao do explante

O processo de desinfeccao comeca com os pré-tratamentos aplicados a planta
matriz, principalmente para combater microorganismos, € uma etapa essencial, na
qual podem ser utilizadas diversas substancias com acao germicida. Entre os
mais utilizados estdo o etanol, o hipoclorito de sdédio e o de célcio, cloreto de
mercurio, acido cloridrico, peréxido de hidrogénio, entre outros. Além desses, os
habituais detergentes de cozinha, bem como o Tween 20, podem ser misturados
a solucao desinfestante para facilitar o contato dos agentes esterilizantes com o
tecido, reduzindo a tens&o superficial (WILLADINO; CAMARA, 2007).

3.3. Contaminacdo dos explantes

Um dos maiores problemas que influenciam na cultura de tecidos diz respeito a
contaminacao bacteriana e fungica; além dessas contaminacdes superficiais, sdo
freqlentes em explantes derivados de plantas cultivadas no campo
contaminacdes presentes no interior dos tecidos, conhecidas como
contaminacdes endégenas, (CARVALHO et al., 2006b).

A assepsia do material vegetal é de fundamental importancia na micropropagacao
e, sendo efetuada com sucesso, evitard contaminacao no meio de cultura por

17
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fungos e bactérias, que ocasionam perdas do material vegetativo e do meio de
cultura (RODRIGUES et al., 2003). Segundo Scalize (2003), é necessario
enorme cautela em relacao a assepsia, desde o corte do material a campo até o
manuseio na camara de fluxo laminar.

3.4. Meios de cultivos

Além de servir como suporte para o explante, o meio de cultivo também deve
suprir tecidos e érgaos cultivados in vitro com nutrientes necessarios ao
crescimento. Basicamente, o meio de cultivo fornece macro e micronutrientes e
carboidrato (hormalmente sacarose) para substituir o carbono que, em geral, a
planta fixa da atmosfera pela fotossintese. Para acelerar o crescimento, é comum
incluir componentes organicos como vitaminas, aminoacidos e reguladores de
crescimento (CARVALHO, 2001). Ha indmeras formulacdes dos meios de
cultura, ndo existindo um meio padrao, embora o mais amplamente difundido
seja o meio idealizado por Murashige e Skoog, conhecido mundialmente como
meio MS.

A consisténcia do meio de cultura pode ser ajustada pela adicao de agentes
gelificantes. Os cultivos em meio liquido devem ser mantidos sob agitacéo para
assegurar a aeracao dos explantes; outra possibilidade é inocular o explante
sobre um suporte de algodéao ou sobre pontes de papel, evitando que fiquem
submersos (WILLADINO; CAMARA, 2007).

3.5. Uso de Fitorreguladores

Os fitorreguladores sao de fundamental importancia para a multiplicacao in vitro
de vérias espécies. Sua adicdo em meios nutritivos tem como objetivo principal
suprir possiveis deficiéncias dos teores endégenos de hormoénios nos explantes
que se encontram isolados das regides produtoras na planta matriz; além de
estimular respostas como alongamento ou multiplicacdo da parte aérea
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Os fitohormonios sao classificados em cinco grupos: auxinas, citocininas,
giberelinas, etileno e inibidores. Os reguladores de crescimento mais utilizados
sdo auxinas, citocininas e giberelinas. A escolha do fitorregulador a ser utilizado
na cultura in vitro dependera: do tipo de morfogénese desejada; do seu nivel
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enddgeno no explante no momento da excisdo; da capacidade do tecido
sintetizar o regulador durante o periodo do cultivo e da possivel interacdo entre
os fitohormdnios enddégenos e aqueles adicionados ao meio (SANTOS, 2003).

4. Conclusodes

A aplicacao das técnicas de cultura de tecidos in vitro na mamoneira torna-se
indispensavel, sendo utilizadas em uma ou outra etapa do melhoramento,
oferecendo assim, novas alternativas aos programas de melhoramento em suas
diferentes fases e, muitas vezes, oferecem solucdes Unicas.

Alguns fatores podem influenciar no cultivo in vitro da mamoneira, como o tipo
de explante utilizado, as técnicas de desinfestacdo dos explantes, a ocorréncia
de contaminacao destes, os meios de cultivos utilizados e os fitorreguladores
adicionados a estes meios.
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