MEIOS DE CULTURA NO DESENVOLVIMENTO DE APICES CAULINARES
DE MAMONEIRA (RicinuscommunisL.) in vitro

Culture media on in vitro development of castor bean (Ricinus communis L.) stem tips
Fernanda Bertozzo!, | saac Stringueta M achado?

RESUMO

A pesquisa da composi¢ao do meio de culturamais adequado a espécie vegetal e ao tipo de explante empregado € o fator de
maior relevancia da cultura de tecidos. O cultivo de &pice caulinar com recuperagdo da planta matriz € uma técnica de grande impacto
para a propagagdo de plantasin vitro, regeneracdo de plantas livres de virus, conservacdo de germoplasma e modificagéio genética.
Objetivou-se, neste trabalho, avaliar composi¢des do meio de cultivo para organogénese diretain vitro a partir de &pices caulinares
pertencentes a populagéo FCA-UNESP-PB de mamoneira (Ricinus communis L.), com vistas a propagacéo clona de genétipos elite.
Foram testadas quatro formulagdes: MS basico (T1), MS modificado 1 (T2), MS modificado 2 (T3) e WPM (T4), em delineamento
experimental inteiramente casualizado, com 20 repeti¢des em cada tratamento, sendo a repeticdo 1 dpice caulinar/frasco. O T3
apresentou-se superior e diferiu significativamente dos outros tratamentos apresentando 35% dos apices caulinares diferenciados e
desenvolvidos; seguiu-se 0 T2 com 10% e os tratamentos T1 e T4 ndo apresentaram diferenciagc@o de tecidos. Os resultados
permitiram concluir que os balanceamentos de sais minerais nos meios de cultura avaliados, especialmente arelagdo NO,/ NH, e
auséncia de FeSO,.7H,0, indicaram grande influéncia no desenvolvimento de &pices caulinares de mamoneira.

Termos paraindexacio: Apices caulinares, cultura de tecidos, organogénese direta.

ABSTRACT

The research of the culture medium composition suitable for plant species and the type of explant to be used is the most
significant factor in plant tissue culture. The culture of stem tips with plant donor recovery is atechnique of great impact for thein
vitro plant production, regeneration of virus-free plants, germoplasm conservation and genetic modification. The objective of this
study was to evaluate culture media composition in vitro on direct organogenesis of the FCA-UNESP-PB population of castor bean
(Ricinus communis L.), from stem tips for clonal propagation of elite genotypes. Four formulations were tested: basic MS (T1),
modified MS 1 (T2), modified MS 2 (T3) and WPM (T4) in a completely randomized experimental design with 20 replicates
pertreatment with 1stem tip/flask. The treatment T3was superior, and differed significantly from the other treatments, with 35% of
stem tips devel oped, followed by 10% in T2. T1 and T4 showed no plant tissue differentiation. The results allowed to conclude that
the balance of mineral salts and culture media evaluated especially the rate NO, / NH, and the absence of FeSO,.7H,O showed nigh
influence on the development of stem tips of castor bean.

Index terms: Stem tips, plant tissue culture, direct organogenesis.

(Recebido em 17 de junho de 2009 e apr ovado em 10 de mar ¢o de 2010)

INTRODUCAO

A planta Ricinus communis L. pertence a familia
Euphorbiaceae, que possui cerca de 290 géneros e
aproximadamente 7.500 espécies (Angely, 1970; Joly, 1979;
Barroso, 1986). Aclimatou-se as condigdes edafoclimaticas
brasileiras sendo encontrada em, praticamente, todas as
regides. O processamento de suas sementes da origem ao
Oleo e a torta. Seu cultivo apresenta importancia
socioeconémica crescente, pois o0 éleo extraido de suas

de f&rmacos, biopolimeros e outros. Além disso, a haste da
mamoneira pode servir como fornecedora de celulose propria
para a fabricaco de papel (Azzini et al., 1984). A torta,
subproduto da extraggo do dleo das sementes, € um adubo
orgénico de elevado valor econdmico, além de apresentar
propriedades nematicidas (Akhtar & Mahmood, 1996) e
inseticidas (Carlini & S, 2002).

No Brasil, existem programas gque tém como base o
melhoramento genético da mamoneira. Um dos objetivos
desses programas € a producéo de hibridos comerciais.

sementes presta-se a uma ampla gama de setores da indstria.
Representa hoje, devido as suas caracteristicas fisico-
quimicas, uma das alternativas para producdo de biodiesel;
podendo ser utilizada ainda, como matéria-primada industria

Entre as etapas iniciais desse processo esta a obtengéo de
linhagens pistiladas, ou sgja, plantas que possuem racemos
com 100% de flores femininas. O grande entrave do
desenvolvimento dessas plantas € que as mesmas néo
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podem ser autofecundadas, j& que ndo possuem flores
masculinas em seus racemos; entéo surge a necessidade
do cruzamento com plantas mondicas para que se dé
continuidade ao processo de reproducdo. Nesse momento,
perde-se a pureza genética das plantas devido ao
cruzamento com plantas mondicas. Surge entdo a
necessidade de um método eficaz de propagacdo assexuada
no qual a pureza genética seja mantida juntamente com a
producéo de clones.

A micropropagaggo possibilita a multiplicagdo por via
assexuada resultando em um grande nimero de
descendentes. Gendtipos superiores podem ser multiplicados
sem modificacdo em sua estrutura genética, fato que é de
extrema importancia para manutencdo de caracteristicas
desejadas conseguidas através de um programa de
melhoramento. Possibilita ainda, proporcionar maior
precocidade na producdo e abreviar 0 tempo necessario a
liberagdo de umanova cultivar (Bueno et al., 2006).

A organogénese é o processo de neoformagéo de
parte aéreaou raiz a partir de calo ou de outros explantes
(Torres et al., 2000). De acordo com Peres (2002), a
organogénesein vitro pode ser divididaem dois processos
distintos, a organogénese direta quando o explante ja
possui células meristeméticas, e a organogénese indireta
guando h& a necessidade de desdiferenciacdo do explante,
com a consequente formacdo de calo antes do
estabelecimento das células competentes.

Das técnicas da propagacdo in vitro, a cultura de
apices caulinares pode ser usada na producédo de plantas,
limpeza clonal, conservagdo e intercAmbio de germoplasma
etransformaco (Torres et ., 1998).

O grande obstéaculo desse método biotecnol égico
€ 0 gjuste de um protocolo com um meio de cultivo que
supra as necessidades da planta tornando-a propicia a
multiplicag@o em larga escala. Cada espécie de planta requer
um meio de cultura especifico parater um desenvolvimento
considerado normal, por isso, torna-se fundamental o
estudo da composicdo em sais minerais, suplementos
organicos e o balanceamento e tipo de reguladores
vegetais para ainducdo da diferenciacdo da parte aérea ou
raiz das plantas (Santos et d ., 2005).

O meio MS (Murashige & Skoog, 1962) formulado
parao cultivo in vitro de células de tabaco (Nicotiana sp),
apresentou-se eficiente para a maioria das espécies
vegetais herbéceas; no entanto, as espécies mais lenhosas
frequentemente ndo séo responsivas a composi¢ao
origina. No cultivo dessas espécies, modificagdes como a
reducéo do teor de macronutrientes, apresentam melhor
desempenho. Outra possibilidade € a substituicdo do meio
MS basal pelo meio WPM (Lloyd & McCown, 1980), de

composi¢ao mais diluida em nutrientes e originamente
formulado para espécies lenhosas (Melo et al., 1999).). De
acordo com Pasqual (2001) citado por Soares et al. (2009),
0 meio WPM possui 25% das concentragBes de ions nitrato
e ambnia quando comparado ao meio MS, no entanto,
apresenta mais potassio e um elevado nivel de ions sulfato.

Objetivou-se, neste trabalho avaliar o efeito de
diferentes meios de cultura na diferenciagdo in vitro de
apices caulinares em partes aéreas de plantas de mamoneira,
pertencentes a populacdo FCA-UNESP-PB (porte baixo),
livres de contaminagdes e de oxidacdo fendlica.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de
Biotecnologia Ambiental, do Departamento de Recursos
Naturais, da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas— UNESP,
Botucatu/SP.

Os meios nutritivos testados foram: MS basal (T1);
MS modificado 1 (T2); MS modificado 2 (T3) e WPM (T4),
cujas formulactes e suplementacdes sdo apresentadas na
Tabela 1. O pH dos meiosfoi aferido em 5,8 antes da adicéo
do agar. Os meios foram distribuidos em aliquotas de 5 ml
por tubo de ensaio e esterilizados a 121° C, sob presséo de
1 atm, durante 20 minutos.

Apices caulinares de mamoneira foram excisados
de plantas matrizes de seis meses de idade, da populagéo
FCA-UNESP-PB, provenientes de um programa de
melhoramento genético da FCA-UNESP. Os explantes foram
|lavados em égua corrente por 12 horas e imersos por 12
horas sob agitacdo constante, em solucdo contendo o
fungicida benomil a0,5 gL e o antibidtico cloranfenicol
na mesma concentragéo.

Procedeu-se a desinfestacéo superficial dos
explantes com etanol 70% por 1 minuto, seguido de solucdo
de hipoclorito de sodio a 2% de cloro ativo e Tween 20°
(1 gota 100 mi-tde hipoclorito de sadio) por 20 minutos,
e 5 lavagens com agua deionizada estéril. Em camara de
fluxo laminar, os &pices caulinares foram transferidos para
os diferentes tratamentos.

Apos ainoculagdo dos explantes, os frascos foram
incubados em camara de germinag&o (B.O.D.) em condicoes
de escuro e temperatura de 26° C + 2° C; ap06s 7 dias foram
submetidos a fotoperiodo de 16h de luz/8h de escuro e
intensidade luminosa de 1000 |ux.

O delineamento experimental foi o inteiramente
casuaizado, com 4 tratamentos e 20 repeticbes em cada
tratamento sendo a repeti¢ao constituida por 1 apice caulinar/
frasco. Os experimentos foram avaliados 30 dias apds a
inoculacdo. A varidvel observadafoi a ocorréncia, ou ndo,
da diferenciacdo dos &pices caulinares por meio do
alongamento do sistema caulinar e desenvolvimento foliar.
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Para a andlise estatistica dos resultados, os dados
coletados em porcentagem foram transformados para arco
seno (/x+0,5/100), visando a andlise da variancia.
Compararam-se as médias dos tratamentos pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.

RESULTADOSE DISCUSSAO

A andlise estatistica dos dados revelou diferencas
significativas entre os tratamentos para a variavel
diferenciacdo em partes aéreas dos apices caulinares, com
0 melo MS modificado 2 (T3) apresentando 0 maior nimero
de 4pices caulinares diferenciados em partes aéreas. Os

demais tratamentos ndo apresentaram diferencas
significativas entre si.

Os resultados das avaliactes obtidos 30 dias apos
a inoculac@o podem ser observados na Figura 1, que
relaciona a frequéncia de diferenciacdo dos apices
caulinares em parte aérea de mamoneira, cultivados em
diferentes meios de cultura. Observa-se que no T3, 35%
das 20 repeticles testadas apresentaram diferenciagdo em
estruturas caulinar efoliar.

Como j& descrito, os meios MS bésico (T1) e WPM
(T4) ndo induziram a diferenciacéo dos pices caulinares.
Resultados discordantes foram obtidos por Melo et al.

Tabela 1 — Composi¢éo dos meios M S basico, MS madificado 1, MS madificado 2 e WPM.

MS MS MS WPM
Componentes Bési_clo Modifici\do 1 Modific_zi\do 2 Bési_cio
mgL~-+ mgL-+ mgL~+ mgL~+
suplementaces suplementactes suplementactes suplementaces
NH;NO3 1650 1650 825 400
KNO; 1900 1900 950 -
H3;BO; 6,2 6,2 6,2 6,2
KH,PO, 170 170 170 170
K>SO, - - - 990
Ca(NO3)»,4H,0 - - - 556
Kl 0,83 0,83 0,83 -
Na,M00,2H,0 0,25 0,25 0,25 0,25
CoCl,6H,0 0,025 0,025 0,025 -
CaCl,2H,0 440 440 440 96
MgS0,7H,0 370 370 370 370
MnSO4H,0 - - - 22,3
MnS0,4H,0 22,3 22,3 22,3 -
ZnS0O,47H,0 8,6 8,6 8,6 8,6
CuSO,5H,0 0,025 0,025 0,025 0,25
NaEDTA2H,0 37,3 37,3 37,3 37,3
FeSO,7H,0 27,8 27,8 - 27,8
TiaminaHCI 01 01 01 1,0
Ac. nicotinico 0,5 0,5 0,5 0,5
Piridoxina HCI 05 0,5 0,5 05
Glicina 2,0 2,0 2,0 2,0
Inositol 100,0 100,0 100,0 100,0
Sacarose 30000 30000 15000 30000
PVP 250 250 250 250
Carvéo Ativado - 1000 1000 1000
Benomil - 1000 1000 1000
Agar 7000 7000 3500 7000
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(1999), que testaram outra forma de explante, os segmentos
nodais de aceroleira (Malpighia emarginata DC.), em
diferentes composi¢Bes de meio (MS, DKW e WPM) e
chegaram & conclusdo de que o meio WPM favoreceu, além
da diferenciacdo dos explantes, ainducdo da multiplicacdo
de brotages. Também Ribeiro et al. (2002) trabalhando com
café (Coffea arabica L.), a0 inocularem segmentos nodais
de 2 cm de comprimento em diferentes meios de cultura (MS
basal, Knudson, WPM e White), obtiveram melhores
resultados com os meios WPM e M S basal.

Resultados semelhantes aos aqui encontrados
foram abtidos por Machado et a. (2007) ao avaliarem o
efeito dos meios de culturaMS/2, NN, WPM, QL e C,D no
cultivo de segmentos nodais do porta-enxerto de videira
“VR043-043". Também Gray & Benton (1990) testaram o
meio WPM no desenvolvimento de meristemas apicais de
uva (Mtis rotundifolia Michx.) e obtiveram resultados
negativos. Ainda, no trabalho de Oliveiraet al. (2000), foi
testada, em meio M S, adiferenciagcdo de meristemas apicais
de diferentes variedades de mandioca (Manihot esculenta
Crantz) medindo entre 0,4 a 0,6 mm; como resultados foram
alcancados niveis satisfatérios no estabelecimento e
multiplicagéo dos explantes. Empregando o meio MSeo
WPM no cultivo in vitro de amoreira-preta “ Xavante” e
framboeseira“Batum” e “Heritage”, Leitzke et al. (2010),
encontraram os melhores resultados utilizando o meio MS
para ambas as espécies.

As modificagBes que revelaram o tratamento mais
eficiente deste trabalho sdo compativeis com as descritas
por Teixeira (2001), que relatou, para o controle da oxidagéo

fendlica e diferenciacéo de tecidos, a eficécia da reducéo
em 50% da concentracdo original dos macronutrientes
NH,NO, e KNO,, da sacarose e do agar do meio MS.
Ademais, a ausénciado FeSO,.7H,O no meio de cultivo
pode ter contribuido para o melhor resultado, pois 0 mesmo
esta relacionado com a oxidagdo dos tecidos; observacéo
também encontrada por Barghchi & Alderson (1983), na
propagacdo in vitro de Pistacia spp.

Mesmo com todos os procedimentos preventivos
empregados neste trabalho, a oxidago fendlica apresentou-
se renitente em todos os tratamentos, além de significativa
contaminag&o microbiana. Essas limitagBes, comuns na
cultura de tecidos de plantas da familia Euphorbiaceae,
sdo previsiveis e permanecem de dificil controle. De acordo
com Reddy & Bir Bahadur (1989) e Molina & Schobert
(1995), as tentativas de modificar ou aperfeicoar
caracteristicas em Ricinus usando técnicas de cultura de
tecidos so raras devido ao fato de essa ser uma espécie
recalcitrante, apresentando assim grande dificuldade na
regeneracdoin vitro. A contaminagdo € mais frequente em
explantes advindos de plantas cultivadas em campo, como
no presente trabaho, e esse também é considerado um
grande obstaculo para o estabelecimento de muitas
espéciesin vitro. De acordo com observagdes de Litz &
Conover (1978), quando os explantes sdo retirados de
plantas cultivadas em campo e introduzidosin vitro, ataxa
de contaminagéo microbiana pode chegar a 95%, mesmo
apos a descontaminaco.

Com base nos resultados aqui divulgados,
observa-se que sd0 necessarios mai s estudos e pesquisas
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Figura 1 — Diferenciag&o de &pices caulinares de mamoneira em parte aérea pela organogénese direta, em diferentes
composi ¢Bes de meios de cultura (M S bésico (T1), MS modificado 1 (T2), MS modificado 2 (T3), WPM (T4)).

Ciénc. agrotec., Lavras, v. 34, n. 6, p. 1477-1482, nov./dez., 2010



Meios de cultura no desenvolvimento de épices...

1481

na &rea de cultivo de dpices caulinares de mamoneira, tanto
em relacdo ao desenvolvimento da parte aérea, que foi
visto neste trabalho, quanto ainducdo de sistemaradicular,
além da multiplicagdo de brotagdes.

CONCLUSOES

A redugdo de NH,NO, e KNO,, sacarose e agar em
50% da concentracdo do meio MS basal, auséncia de
FeSO,.7H,0, suplementacdo com os agentes antioxidantes
polivinilpirrolidona (PVP) e carvéo ativado e, ainda, adi¢éo
do fungicida benomil ao meio de cultivo foi 0 mais eficiente
para o estabelecimento e a inducdo da diferenciacéo e
desenvolvimento de apices caulinares de mamoneira, em
partes aéreas, por meio da organogénese direta.
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