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RESUMO: Considerando-se o elevado indice de contaminacdo de sementes no processo de sua
multiplicacdo e a necessidade da manutencédo da qualidade fisioldgica da semente de Banco de
Germoplasma é que objetivou-se estudar métodos de regeneragcdo da mamoneira a partir de
diferentes tipos de explantes e sua contaminacgdo in vitro, através dos seguintes explantes:
sementes inteiras, quebradas e sem tegumento e eixos embrionarios obtidos a partir de sementes
embebidas e ndo embebidas em agua estéril. As sementes foram desinfectadas em solugéo de
hipoclorito de sédio a 2,5% de cloro ativo, durante 20 minutos. O delineamento estatistico foi o
inteiramente casualizado em esquema fatorial (5 x 5) cinco tipos de explantes, Sl (semente
inteira), SQ (semente quebrada), SST (semente sem tegumento), EENEA (eixo embrionério obtido
de semente ndo embebida em &gua estéril) e EEEA (eixo embrionario obtido de semente embebida
em agua estéril por 24 hora) e cinco periodo de 5, 10, 15, 20 e 25 dias de avaliagcdo com 15
repeticdes e trés explantes por repeticdo. Os resultados evidenciaram correlagéo, r = -0,76 entre
0 numero de explantes regenerados e contaminados enquanto o melhor desempenho no processo
regenerativo foi conseguido a partir da utilizacdo de eixo embrionério como explante.

Termos para indexagao: Ricinus communis, semente, eixo embrionario, regeneragao, contaminacgao
€ mamona.

IN VITRO REGENERATION METHODS OF CASTOR STARTING FROM DIFFERENT TYPES
OF EXPLANTS

ABSTRACT: Considering itself raised the contamination index of seeds in the process of its
multiplication and the necessity of the physiological quality maintenance of the seed of Germoplasm
Bank, a time that in the regeneration of small samples of seeds if losses of were accesses of
contamination verify, it was objectified with this study, to compare methods of regeneration of
the castor bean from different types of explants and its contamination in vitro being used the
following explants: entire seeds, breked ond withat tegument seeds and embryonic axes from
soaked and not absorbed seeds in barren water. The seeds had been out in solution of sodium
hypochloride 2.5% of active chloride for 20 minutes. The experimental design was an entirely
randomized in factorial with 5 x 5 five S| (seed finds out), SQ (broken seed), SST (seed without
tegument), EENEA (embryonic axis to leave not of seed soaked in sterile eagle) e EEEA (embryonic
axis to leave of seed soaked in sterile eagle by 24 hours) and five periods of 5,10,15, 20 the 25
and days of evoluation with 15 replication and three explants for replication. The results had
evidenced correlation, r = -0.76 enters the number of regenerated explants and contaminated
and better performance in the regenerative process it was obtained from the use of embryonic
axle as explants.

Index terms: Ricinus communis, seed, embryonic axes, regeneration, contamination and castor

bean.
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INTRODUGAO

A mamoneira (Ricinus communis L.), também
conhecida como carrapateira ou ricino,
pertencente a familia Euphorbiaceae, € originaria
da Asia Meridional de onde se espalhou em quase
todo o mundo, principalmente nas regifes
tropicais e subtropicais. E largamente difundida
por todo o Brasil, ndo havendo praticamente
terreno baldio, mata ou lavoura abandonada
onde ela ndo cresca. Em varios paises ela é
cultivada para a extracdo do 6leo das suas
sementes, cujo principal emprego se da na
lubrificagcdo de motores de alta rotagdo, como
€ 0 caso dos motores de avido. O dleo de ricino
€ usado, também, como purgativo, na fabricacdo
de tinta, verniz e plastico, enquanto a torta,
subproduto da extracdo do 6leo, empregado
como adubo orgéanico, apresentando também
efeito nematicida. Apesar da alta toxicidade das
sementes, o 6leo de ricino ndo é toxico, visto
gue aricina, proteina téxica das sementes, ndo
€ soltvel em lipidios, ficando todo o componente
toxico restrito a torta (GAILARD e PEPIN, 1999;
SAVY FILHO, 2001; SCAVONE e PANIZZA,
1980).

A cultura se apresenta como alternativa de
relevante importancia econdmica e social pois,
dadas as suas caracteristicas, € capaz de
produzir satisfatoriamente bem até sob
condicbes de baixa precipitagcdo pluvial,
sobressaindo-se também como alternativa para
o semi-&rido nordestino, onde a cultura, mesmo
tendo sua produtividade afetada, tem-se
mostrado resistente ao clima adverso quando
se verificam perdas totais em outras culturas, e
serve, desta forma, como uma das poucas
alternativas de trabalho e de renda para o
agricultor da regido (VIERA e LIMA, 2003).

Segundo CARVALHO et al. (2002) o Brasil
ja foi um dos maiores produtores mundiais de
mamona e maior exportador do 6leo. Ao longo
dos anos, porém, a producao vem sofrendo forte
queda, com vistas de perda de mercado no
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exterior. A cultura da mamoneira no Nordeste,
onde se concentra a maior producéo (80%) se
encontra, atualmente, em grande decadéncia
devido sobretudo, falta de semente melhorada,
ocasionando em conseqiiéncia, degenerescéncia
generalizada dos materiais cultivados. Num
programa de producdo de sementes varios
fatores merecem atencédo, ressaltando-se os
contaminantes, pois implicam diretamente na
qualidade das sementes. THOMAS (1953)
afirma que a mamoneira é suscetivel a mais de
150 diferentes microrganismos, alguns
transmitidos pela propria semente. Como a
manutencao da qualidade fisioldgica da semente
de um Banco de Germoplasma implica na
regeneracdo de pequenas amostras de
sementes, a perda de acessos decorrente de
sementes contaminadas se verifica mais
intensamente no processo convencional de
multiplicacdo. Assim sendo, este trabalho
objetivou avaliar métodos de regeneracao da
mamoneira a partir de diferentes tipos de
explantes e sua contaminacao in vitro .

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério
de Biotecnologia do Centro Nacional de Pesquisa
do Algodao (Embrapa Algodao), em Campina
Grande, PB, em cujo estudo foram utilizados os
seguintes tipos de explantes: Sl (semente inteira),
SQ (semente quebrada), SST (semente sem
tegumento), EENEA (eixo embriondrio obtido de
semente ndo embebida em agua estéril) e EEEA
(eixo embrionario obtido de semente embebida
em agua estéril por 24 hora), provenientes de
sementes da cultivar Nordestina, as quais foram
desinfectadas em solucéo de hipoclorito de sodio
com 2,5% de cloro ativo, adicionando-se uma
gota de Tween 20 para cada 100 mL de solucéo,
durante 20 minutos, seguida de trés lavagens
em &gua esterilizada. A inoculacdo dos explantes
se deu em meio basico MS (MURASHIGE &
SKOOG, 1962) sem reguladores de
crescimento, acrescido de 30g/L de sacarose e
8,25 g/L de &gar. O pH do meio foi ajustado
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para 5,7 antes da autoclavagem, a 120°C por
20 minutos. Em todos os casos, a incubacéo foi
mantida a 2524-2°C com fotoperiodo de 16h luz/
8h escuro e intensidade luminosa de
30 mmolm2s?.

Foram utilizados 15 recipientes por
tratamento, com trés explantes cada um, e as
observacoes realizadas nos periodos de 5, 10,
15, 20 e 25 dias ap0s ainoculacéo, avaliando-
se 0 numero de explantes regenerados e
contaminados

Ap0s o periodo de germinacéo foi verificado
a contaminacdo por fungos nos frascos utilizados
para o cultivo in vitro, sendo incubado, durante
10 dias a temperatura de 30°C e submetido a
luz florescente e posteriormente identificados.

A identificacdo fitologica foi realizada em
colbnia de fungos por frasco contaminado.

O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado, em esquema fatorial
5 x 5 (cinco tipos de explantes e cinco periodos
de avaliacdo) com quinze repeticdes. Os dados
referentes ao nimero de explantes regenerados
e contaminados foram transformados em

Jx + 1 eanalisados mediante o procedimento

“General Linear Model SAS/STAT... 2000,
versao 8.2 e as médias comparadas pelo teste
de Tukey, a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 encontra-se o resumo da analise
a variancia referente as variadveis nimero de
explantes contaminados e regenerados.
Observa-se efeito significativo para tratamentos
e periodos de avaliacdo em relagdo ao nimero
de explantes regenerados e contaminados, com
interacao significativa para nimero de explantes
contaminados.

O resultado do desdobramento da interagéo
tipos de explantes x periodos de avaliacdo
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TABELA 1. Resumo da analise de variancia para
namero de explantes contaminados e regenerados.

Tipos de explantes (T) 4

Periodos (PA) 4 0,46 0,22 "
(T x PA) 16 0,39 0,05 "™
Erro 350 0,03 0,04

CV (%)

"s nao significativo
** Significativo (P<< 0,01)

(1) Dados transformados em y = JX +1

relativo ao numero de explantes contaminados
€ apresentado na Tabela 2, na qual se verifica
gue as médias de contaminacao dos tipos de
explantes Sl (semente inteira) e SQ (semente
quebrada) ndo diferiram estatisticamente entre
si; entretanto, o tipo de explante S| apresentou,
aos 10 dias, 100% de contaminacéo (Figura 1).
Os tipos de explantes SST (semente sem
tegumento), EENEA (eixo embrionario obtido de
semente ndo embebida em agua estéril) e EEEA
(eixo embrionario obtido de semente embebida
em agua estéril), apresentaram menores valores
de contaminacéo nos periodos de 5, 10, 15 e
20 dias de avaliacdo (Figura 2); aos 25 dias, 0s
explantes SI, SQ e SST ndo apresentaram
diferencas significativas entre si, tendo o tipo
de explante SI mostrando os maiores valores de
contaminacéo. Os tipos de explantes EENEA e
EEEA indicaram os menores valores de
contaminagéo. Este alto valor de contaminacgéo
em sementes de mamona com tegumento
também foi constado por CARVALHO et al.
(2002) o que provavelmente, pode ser atribuido
a ineficiéncia do tratamento de desinfestacéo
utilizado.

Na Figura 3, encontra-se os valores médios
de regeneracdo em funcéo do tipo de explante
utilizado, na qual se observa, que o0 maior nimero
de explantes regenerados ocorreu quando se
utilizaram os tipos de explantes SST, EENEA e
EEEA, com média de 2 explantes. Os tipos de
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TABELA 2. Valores médios do nimero de explantes contaminados nos periodos de avaliagéo.

Il Periodos (dias)

explantes |

2,33 A 3,00 A
SQ 2,40 A 2,40 A
SST 0,20 B 0,20 B
EENEA 0,00 B 0,00 B
EEEA 0,00 B 0,00 B
CV (%) 12,861

explantes |5 [T 10 [] 15 [ 20 [ 25 |

3,00 A 3,00 A 3,00 A
2,40 A 2,40 A 2,40 A
0,20 B 0,40 B 2,60 A
0,00 B 0,00 B 0,00 B
0,00 B 0,00 B 0,00 B

Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem significativamente entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Sl (semente inteira).
SQ (semente quebrada).
SST (semente sem tegumento).

EENEA (eixo embrionario a partir de sementes ndo embebidas em agua estéril).
EEEA (eixo embrionario a partir de sementes embebidas em agua estéril por 24 horas).

explantes Sl e SQ, mostraram valores médios
menores de regeneracdo, observando-se
correlacdo negativa entre o nimero de
explantes regenerados e contaminados,
estimado em r = -0,76. Nesta Figura, também
se pode observar que as sementes sem
tegumento apresentaram valores superiores em
relacdo as sementes inteiras e quebradas devido,
provavelmente, & maior facilidade de
regeneracao pela extragdo do tegumento e a
menor interferéncia de microrganismos.
Segundo AZEVEDO et al. (1997), a dorméncia
das sementes de mamona pode ser superada

com a remogdo da cariincula e quebra da casca
neste lado da semente. Resultados semelhantes
foram encontrados por CARVALHO et al.
(2002), em trabalhos de quebra de dorméncia
em sementes de mamona. Verifica-se também,
utilizando-se eixo embrionario como explante a
ocorreu menor incidéncia de patdgenos e,
consequentemente, maior nimero de explantes
regenerados.

Com relagéo aos periodos de avaliagdo, nao
foram encontrados modelos matematicos que
explicassem o comportamento da contaminacéo

FIG 1. Os explantes contaminadas com fungos género (Aspergillus flavus sp). (A) sementes inteiras e (B)

sementes quebradas ,
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FIG 2. Regeneracdo das sementes (A) sem tegumento, (B) eixo embrionario obtido de semente néo
embebida em &gua estéril e (C) eixo embrionario obtido de semente embebida em agua estéril.,

relativo aos métodos de regeneracéo de semente
guebrada e semente sem tegumento. Para 0s
tipos de explantes eixo embrionério obtido de
semente ndo embebida em agua estéril e eixo
embrionério obtido de semente embebida em
agua estéril, ndo se verificou efeito dos periodos
de avaliacdo sobre a contaminacdo dos mesmos,
justificado pelos maiores valores de regeneracdo
nesses tratamentos.

Na Figura 4 encontra-se o numero de
sementes inteiras contaminadas em funcéo dos
periodos de avaliagdo, na qual se constata
crescimento do numero de explantes

a a
a
14 b
. B
0 +—. r r r r
S| sQ SST EEEA

EENEA
Tipos de explantes

FIG 3.. Valores médios do nimero de explantes
regenerados em funcdo do tipo de explante. SI
(semente inteira), SQ (semente quebrada) SST
(semente sem tegumento), EENEA (eixo embrionério
ndo embebido em &gua estéril) e EEEA (eixo
embrionario embebido em agua estéril).

Numero médio de explantes
regenerados
N}

NUmero de sementes
inteiras contaminadas

Y =0,129418 + 0,24783x* R =0,92

5 10 15 20 25

Periodos de avaliacéo (dias)

FIG 4. Nimero de sementes inteiras contaminadas
em funcédo dos periodos de avaliagdo

contaminados até 10 dias apds a inoculacao.
Apobs este periodo, houve estabilidade no niimero
de sementes contaminadas, cujo valor estimado
foi de 2,86 caracterizando uma resposta linear
em Plateau. Verifica-se também que 92% da
variabilidade se explicam através do modelo
considerado.

Os principais tipos de fungo contaminantes
encontrados nos explantes, foram: Aspergillus
flavus, Aspergillus sp, Penicillium sp e
Alternaria, com maior incidéncia do género
Aspergillus.

Os fungos encontrados induzem a formacéo
de vérias doencas, no entanto, provocam danos
as sementes, por exemplo, (Aspergillus e
Penicillium) sdo fungos caracteristicos ao
processo de armazenamento e provoca: a)
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decréscimo de germinacao; b) descoloragéo
bioquimicas; e) producédo de toxinas; f)
modificacbes celulares entre outros.
(SOAVE,1987) .

CONCLUSOES

1. Os tipos de explantes EENEA (eixo
embrionério obtido de semente ndo embebida
em agua estéril) e EEEA (eixo embrionario obtido
de semente embebida em dgua estéril), séo os
mais indicados para o processo de regeneracao
in vitro da mamoneira.

2. Ostipos de explantes S| (sementes inteira)
e SQ (sementes quebra), ndo sdo indicados para
0 processo de regeneracdo in vitro da
mamoneira.por apresentar alto nivel de
contaminacao por fungo género (Aspergillus
flavus sp)..
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