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1 INTRODUCAO

A mamoneira (Ricinus communis L.) € uma das principais oleaginosas do
mundo e se vem destacando como Otima alternativa de exploracdo para o
agronegocio no Brasil, em especial para a regido nordeste, com a possibilidade do
6leo da mamona ser matéria-prima para a producdo do biodiesel (BELTRAO et al.,
2003).

A propagagéao vegetativa in vitro tem sido uma técnica bastante utilizada na
mamoneira, em virtude de oferecer vantagens de manutencdo de estoques de
genotipos e fenatipos de hibridos, muta¢des genéticas selecionadas, intercambio de
germoplasma e obtencdo de clones de gendtipos com caracteres agronémicos
desejaveis, além de garantir mudas com excelente estado fitossanitario
(CARVALHO, 1999).

Protocolos eficientes para a regeneracdo in vitro sdo fundamentais na
utilizacdo de técnicas de transformacdo genética, haja vista que a definicdo dos
parametros do meio da cultura de tecidos possibilitara a obtencdo de organismos
geneticamente modificados de culturas de importancia econdmica, como a
mamoneira.

Segundo Alves et al. (2004), o processo de organogénese € complexo, e
multiplos fatores externos e internos estdo envolvidos, havendo interacdo entre
fonte de explante, meio de cultura e fatores do ambiente, dependendo também da
acao de reguladores de crescimento exdgenos, em particular auxinas e citocininas e
da habilidade do tecido em responder a essas mudancas hormonais, durante o
periodo de cultivo (SUGIYAMA, 1999).

O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito do estimulo promovido por diferentes
concentracfes de citocininas em apices e cotilédones de mamona.

2 METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)

O experimento foi realizado no Laboratorio de Biologia Celular e Molecular
Vegetal do Centro de Desenvolvimento Tecnolégico da Universidade Federal de
Pelotas.

Para obtencdo de explantes foram utilizadas sementes do cultivar BRS-
Energia germinadas in vitro. As sementes foram desinfestadas superficialmente em
solucéo de hipoclorito de sodio 1% (v/v) durante 15 minutos sob agitacéo e lavadas
trés vezes em agua destilada esterilizada. Depois de secas em papel filtro estéril
foram transferidas assepticamente para frascos contendo meio Murashige e Skoog
(MS) contendo 3% (p/v) de sacarose, 0,6% (p/v) de agar, o pH foi ajustado em 5,8 .


mailto:rafaelasformoso@gmail.com

21° Congresso de Iniciacao Cientifica | 42 Mostra Cientifica | Universidade Federal de Pelotas

As sementes foram incubadas no escuro com temperatura controlada de 25+ 2°C.
Os explantes foram obtidos apds 14 dias da semeadura.

Os cotilédones e os 4pices foram excisados assepticamente, com auxilio de
pinga e bisturi, e transferidos para meio de cultivo contendo Acido indol butirico (AIB)
0,5 mg.L™ e Benzil-amino-purina (BAP) nas concentracdes de 6 mg.L™?, 7,5 mg.L™
ou 9mg.L™

Os cotilédones foram incubados durante 28 dias, sendo entéo repicados para
meio contendo 1,5 mg.L* BAP e 0,05 mg.L™* AIB. Para cada tratamento foram
realizadas 6 repeti¢cdes, contendo 1 cotilédone, inoculados com a face abaxial em
contato com o meio.

Os apices apos 10 dias foram transferidos para meio de cultivo contendo 0,6
mg.L™" BAP + 0,6 mg.L™" AIB + 6 mg.L™" GA3 e 2g.L™ de carvéo ativado. Para cada
tratamento foram feitas 3 repetices, contendo 1 apice.

Os frascos foram mantidos na sala de cultivo com temperatura de 25°C+ 2 e
fotoperiodo de 16h. O nimero médio de explantes com calos e o nimero de brotos
foram avaliados aos 7, 14, 21, 28, 35 e 42 dias.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O desenvolvimento de um sistema eficiente de transformacdo genética para
mamona exige o aprimoramento das técnicas de cultivo de tecidos in vitro e Ricinus
communis L. tem sido considerada recalcitrante por varios autores (SUJATHA et al.,
2008). Contudo, a regeneracao a partir de tecidos vegetativos obtidos de plantulas
tem gerado alguns resultados que estimulam a investigacdo e ajuste de novos
protocolos (ATHMA & REDDY, 1983; SARVESH et al., 1992; GANESH KUMARI et
al., 2008).

A calogénese tem sido obtida com sucesso todavia a regeneracao através de
organogénese indireta a partir de tecidos cotiledonares é tida como ocasional e
relatada como percentualmente baixa (SARVESH et al.,, 1992, SUJATHA et al.;
2008). Fato também observado nos resultados obtidos neste estudo preliminar onde,
analisando-se o numero médio de explantes com calos, constatou-se que a
organogénese indireta almejada somente sera obtida a partir do ajuste do efeito das
diferentes concentracdes de BAP nas etapas iniciais do processo de inducéao (até 14
dias). Assim, o maior percentual de explantes com calos foi observado nos
tratamento utilizando concentracdo de 7,5 mg.L™* BAP, 100% dos explantes (Figura
1).
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Figura 1 — Percentagem de cotilédones com calos aos 7 e 14 dias de incubacdo em meio MS,
acrescido de 7 g de agar e 3% de sacarose, contendo diferentes concentracdes de BAP e 0,5mg.L™
de AIB.
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Quanto ao percentual de cotilédones com brotos, também houve um
resultado superior no tratamento com 7,5 mg.L™" de BAP, 33%, apés 42 dias de
incubacéo (figura 2).

Figura 2 - Regeneracgdo indireta em coltiiédones de mamona incubados em meio
contendo 7,5 mg.L™" de BAP e 0,5 mg.L™ de AIB.

Mesmo que tecidos cotiledonares tenham sido utilizados com sucesso
em estudos de transformacao genética em espécies da familia Euforbiaceae (PAN et
al., 2010; SUJATHA et al., 2008) a obtencédo da organogénese indireta a partir do
cultivo in vitro de cotilédones e a multiplicacéo e diferenciacdo celular em apices de
Ricinus communis L. ainda € um fator limitante indicando que as concentracdo de
citocininas/auxinas deverao ser otimizadas.

Em relacdo aos apices, exceto quando o meio de inducéo utilizado continha 6
mg.L™" de BAP, os calos foram observados na base dos explantes a partir dos 7 dias
de incubacdo apds o estimulo (Figura 3), em todos os tratamentos observou-se a
expanséao e desenvolvimento de folhas no mesmo periodo.
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Figura 3 — Percentagem de calos aos 7 e 14 dias de incubacdo em meio MS, acrescido de 7 g de
agar e 3% de sacarose, contendo diferentes concentracdes de BAP e 0,5mg.L™" AIB.

O BAP tem sido frequentemente relatado para estimular a proliferacao celular
enquanto o alongamento de brotos é inibido (BRASSARD et al. 1996), fato esse
observado no estudo ja que o alongamento foi percebido somente a partir dos 28
dias e aos 35 dias de senescéncia nos explantes.

4 CONCLUSAO
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A otimizag&o dos protocolos de cultivo in vitro de tecidos de mamona é uma
etapa essencial para o desenvolvimento e aplicacdo da engenharia genética para
esta espécie.

Ainda que brotos tenham sido induzidos e transferidos para meio de
alongamento, os resultados obtidos indicam que serd necessario refinar os
tratamentos aplicados tendo em vista as dificuldades de alongamento dos apices e a
senescéncia observada nos explantes.
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