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SILVA, Pollyana Karla da. Desenvolvimento de protocolo de regeneracéo de plantulas de
mamoneira (Ricinus communis I.) in vitro. Areia — PB: CCA/UFPB, 2010. 55f.(Dissertacéo
de Mestrado em Agronomia).

RESUMO

A mamoneira (Ricinus communis L.) é uma espécie dipléide com numero de cromossomos
2n=2x=20. Suas plantulas sdo dificeis de serem regeneradas in vitro devido a sua
recalcitrancia necessita de um bom protocolo de regeneracdo. O presente trabalho teve o
objetivo de desenvolver um protocolo para induzir a poliploidia in vitro e ex vitro na mamona
(Ricinus communis). Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de
Tecidos do Centro de Ciéncias Agrarias na Universidade Federal da Paraiba Campus Il na
cidade de Areia — PB. Foram utilizadas sementes de mamoneira da variedade E1P17 A/B. No
experimento 1, os explantes foram inoculados em oito diferentes de meios nutritivos de
Margara(N5Ca, N30Ca, N30K, N15K, N15Ca, N45K, N5K, N30NH,), no experimento 2, em
meio N5Ca com 6 concentracdes de sacarose(0, 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 e 5,0%,), no 3° experimento
as plantulas foram colocadas em solugdes de Trifluralina nas concentracfes de 0, 5, 10, 15,
20, 25 UM por 16h, e no experimento 4 foi aplicado a solucdo de Trifluralina (10 uM) cujos
tratamentos foram TO (sem aplicacdo), T1 (Unica aplicacdo), T2 (duas aplicacfes) e T3 (trés
aplicacBes)sobre o meristema apical das plantulas. Diante dos resultados apresentados nos
experimentos pode concluir que € possivel propagar mamoneira in vitro utilizando o meio
N5Ca de Margara, e sacarose a 3% apresentou melhor resposta morfogénica. Para a inducéo
in vitro de poliploides de mamoneira deve-se testar concentracfes inferiores a 10 uM ou
diminuir o tempo de exposicdo de 16 horas; e as variacdes morfoldgicas sdo importantes na

identificacdo de plantas poliploides em mamoneira.

Palavras-chaves: Ricinus communis L., cultura de tecidos, poliplodia.
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SILVA, Pollyana Karla da. In vitro and ex vitro induction of autotetraploid in castor bean
(Ricinus communis I.). Areia — PB: CCA/UFPB, 2010. 55f.(Master Science Thesis).

ABSTRACT

The castor bean plant (Ricinus communis L.) is a diploid specie that have chromosomes in
number of 2n=2x=20. The castor bean plantlets are hard to be in vitro regenerated because its
recalcitrance requires a good in vitro regeneration protocol. The aim of this work was to
develop an in vitro and ex vitro polyploidy induction protocol for castor bean (Ricinus
communis). Experiments were conducted in Tissue Culture Laboratory of Agricultural
Sciences Center from Universidade Federal da Paraiba, Campus Il, Areia — PB. Castor bean
seeds of variety E1P17 A/B were utilized. In the 1 experiment, the explants had been
inoculated along eight different nutritive mediums of Margara (N5Ca, N30Ca, N30K, N15K,
N15Ca, N45K, N5K, N30NH,), in the 2 experiment, in médium N5Ca with 6 sucrose
concentrations (0, 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 e 5,0%,), in the 3 experiment, the plantlets had being
added in Trifluralin solutions with 0, 5, 10, 15, 20, 25 uM concentrations for 16 hours, and in
the 4 experiment was applied a Trifluralin solution (10 uM), which treatments were TO (no
application), T1 (only one application), T2 (two applications) e T3 (three applications) over
the apical meristem of the plantlets. Therefore, based on these experiments results, the
conclusion is that it is possible to propagate in vitro castor bean plant utilizing N5Ca medium
of Margara and sucrose by 3% had shown the best morphogenetic result. For in vitro
induction of the castor bean polyploidy, might be tested less than 10 uM concentrations or
reduce exposition time for 16 hours; and morphological variations are important at polyploidy

plants identification in castor bean plants.

Keywords: Ricinus communis L., tissue culture, polyploidy.
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1. INTRODUCAO

A mamoneira (Ricinus communis L.) é um arbusto perene, heliéfila, que pertence a
familia Euphorbiaceae. E originaria provavelmente da Africa ou da india, sendo atualmente
cultivada em diversos paises do mundo, sendo a india, a China e o Brasil, nesta ordem os
maiores produtores mundiais. E uma planta diploide com 2n=2x=20 cromossomos
(MOSHKIN, 1986), sendo também chamada, em algumas regides do Brasil, de carrapateira,
baga, ricino e palma-de-cristo.

O 6leo da mamona é tido como um dos mais versateis da natureza, de utilidade s
comparavel a do petréleo, com a vantagem, porém de ser um produto renovavel e barato
(FORNAZIERI JUNIOR, 1986), podendo ser utilizado principalmente na industria e também
como fonte de matéria-prima para a fabricacdo do biodiesel. Entretanto, um dos desafios para
a producdo desse combustivel alternativo proveniente da mamona tem sido o suprimento de
sementes em quantidade e qualidade para atender o crescente mercado dessa cultura (SOUZA
et al., 2009), fazendo-se necessario o advento do melhoramento genético dessa espécie
utilizando-se da cultura de tecidos em que uma das funcdes é produzir plantas de alta
qualidade e quantidade.

A cultura de tecidos € uma da ferramenta utilizada no melhoramento genético de
plantas. Essas técnicas, que sdo utilizadas em uma ou outra etapa do melhoramento, néo,
necessariamente, no desenvolvimento direto de novas cultivares, podem oferecer novas
alternativas aos programas de melhoramento em suas diferentes fases e, muitas vezes,
solugdes unicas. Assim, a contribui¢do das técnicas de cultura de tecidos nos programas de
melhoramento pode se dar em maior ou menor escala, de acordo com 0s objetivos do
melhoramento e com as caracteristicas biologicas da espécie-alvo (CARVALHO et al., 2007).

No Brasil, o primeiro programa de melhoramento genético da mamoneira foi iniciado
em Sdo Paulo, em 1936, com o objetivo de desenvolver cultivares de mamoneira mais
produtivas, com maiores niveis de resisténcia as doencas e pragas e outras caracteristicas
agrondmicas mais desejaveis. Atualmente com o interesse no Oleo da mamona como
biodiesel, pode-se dizer que seria interessante desenvolver uma cultivar que incluisse nas suas
caracteristicas um elevado teor de Oleo nas suas sementes. Essa caracteristica pode ser
induzida através da poliploidia.

A poliploidia € uma importante forma de evolugdo das plantas, é uma variagdo que

surge atraves da manipulagdo do niumero de conjuntos basicos de cromossomos. Se conjuntos
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idénticos aqueles provenientes de uma Unica espécie sdo multiplicados, obtém-se um
poliploide simples ou autopolipléide. Os efeitos morfofisioldgicos da poliploidia variam em
diferentes espécies. Um efeito comum é o aumento do tamanho das partes vegetativas das
plantas, o que tornam os polipléides bem mais vigorosos em relacdo aos diploides
correspondentes (ALLARD, 1971). Os tetrapldides (4n) com quarto genomas podem resultar
da duplicacdo de cromossomos somaticos além de irregularidades na meiose.

Em muitas plantas cultivadas, as variedades tetraploides sdo comercialmente mais
desejaveis que seus diploides. Muitas plantas de interesse comercial sdo polipldides ou
incluem poliploides: alfafa, macd, banana, café, algoddo, amendoim, trigo sdo alguns
exemplos (BURNS; BOTINNO, 1991).

Considerando-se a necessidade de realizacdo de trabalhos basicos que auxiliem o0s
programas de melhoramento genético da mamoneira, 0 presente trabalho tem por objetivo
desenvolver um protocolo para induzir a poliploidia in vitro e ex vitro na mamona (Ricinus

communis L.).
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2. REVISAO DE LITERATURA:

2.1 MAMONEIRA (Ricinus communis L.):

A mamoneira (Ricinus communis L.) é uma planta especial, originaria de clima
tropical, possivelmente da Etidpia, Africa, com elevada capacidade de resisténcia a seca,
xerdfila, heli6fila. (MOSKIN, 1986), (FERREIRA et al, 2009). Ricinus communis L.,
pertence a familia Euphorbiaceae Jussieu. Corresponde a espécie de ampla distribuicdo
geografica, ocorrendo preferencialmente nas zonas tropicais e subtropicais do mundo. De
acordo com Melchior (1964), na classificacdo de Engler Ricinus communis L. tem a seguinte
posicao sistematica: Divisdo: Angiospermae Brongniart, Classe: Dycotyledoneae DC, Ordem:
Geraniales Lindley, Familia: Euphorbiaceae Jussieu, Género: Ricinus Linnaeus, Espeécie:
Ricinus communis L. (RODRIGUES et al., 2002).

A mamoneira é também conhecida como carrapateira, palma-de-cristo, castor, ricino,
bafureira, bojureira (Figura 1). E uma planta de hébito arbustivo, com caule cilindrico e
grosso com diversas coloragfes podendo variar entre verde avermelhado a castanho
acinzentado. As folhas sdo alternas, palmatiformes de peciolo longo, com margem denteada e
podem medir até 60 cm de comprimento. Suas flores sdo mondicas e estdo dispostas em
racemos terminais com 15 a 50 cm de comprimento, sendo que as femininas localizam-se na
parte superior e as masculinas na parte inferior das inflorescéncias. Devido a esse tipo de
conformacéo e distribui¢do das flores, a polinizacdo € do tipo aneméfila. Apresentam frutos
do tipo capsula, com deiscéncia explosiva, apresentando espinhos. Suas sementes sdo lisas e
brilhantes, com manchas escuras, de diferentes tamanhos, formatos e grande variabilidade de
coloracdo, extraindo-se delas um dleo de excelentes propriedades e de largo uso como insumo
industrial. (RODRIGUES et al., 2002), (LORENZI, 1982; RODRIGUES FILHO, 2000),
(MILANI et al., 2006). Apesar das sementes da mamona serem toxicas, o 6leo de ricino nédo é
toxico, visto que a ricina, proteina tdxica das sementes, ndao é solivel em lipidios, ficando
todo o componente téxico restrito & torta (ANDRADE, 2007).
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Figura 1: Mamoneira (Ricinus communis L.)

Na primeira década do século XX, os pesquisadores determinaram que o numero de
cromossomos para todas as espécies diploides de mamoneira (Ricinus communis L.)
estudadas eram 2n=2x=20, 0s quais estdo organizados em dez pares de cromossomos, sendo
cinco metacéntricos, dois submetacéntricos e trés acrocéntricos (MOSHKIN, 1986). Andrade
(2007) trabalhando com a caracterizacdo morfoldgica e citogenética de sementes e plantulas
de algumas espécies de plantas toxicas, determinou que o numero de cromossomos da
mamoneira com ponta de raiz como sendo 2n=2x=10, e ao contrario de Moskin (1986),
observou que era impossivel fazer a classificagdo cromossémica.

A mamoneira apresenta uma alta capacidade de adaptacdo necessitando de chuvas
regulares durante a fase vegetativa e de periodos secos na maturacdo dos frutos, sendo muito
exigente em calor e sensivel ao excesso de umidade no solo (ANDRADE, 2007)

A Ricinus communis L. € uma oleaginosa de destacada importancia socioeconémica e
vem se destacando como 6tima alternativa de exploracdo para o semi-arido brasileiro, em
funcdo da capacidade de resistir a seca e produzir com rentabilidade, proporcionando
ocupacdo e renda para pequenos produtores. Com a possibilidade do 6leo da mamona ser

matéria prima para a producdo de biodiesel, h4 excelente perspectiva da exploracdo desta
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oleaginosa no Brasil, em especial na Regido Nordeste (BELTRAO et al, 2003),
(CARVALHO et al., 2005), (BELTRAO et al., 2004).

O Brasil é o terceiro maior exportador do 6leo de mamona, participando com cerca de
12% do mercado mundial, tendo como clientes principais os Estados Unidos, o Japdo e a
Comunidade Européia. Portanto, o biodiesel feito do 6leo de mamona podera com sua
expansao fornecer mais de 60% do biodiesel que substituira o diesel hoje utilizado no mundo
(MOTA et al., 2009)

O 6leo da mamoneira o Unico gliceridico que a natureza fez que é soltvel em alcool e
também o mais denso e mais viscoso de todos os 6leos de origem vegetal e animal, além de
ser 0 que tem o maior percentual de oxigénio na molécula, cerca de 5,0% a mais do que 0s
demais 6leos. Ao ser transformado em biodiesel, comporta-se como combustivel e
comburente, e € muito menos poluidor da atmosfera, do que o diesel, mineral derivado
diretamente do petréleo (BELTRAO et al., 2006).

Esse singular 6leo da natureza possui propriedades quimicas e fisicas especificas, por
ter um acido graxo peculiar, o ricinoléico, que tem mais oxigénio do que os demais, devido a
ter uma hidroxila (OH) no carbono 12, além de ter uma dupla ligacdo estrategicamente
posicionada no carbono 9 de sua cadeia de 18 carbonos. Estas caracteristicas permitem que o
6leo da mamona seja 0 mais denso e viscoso de todos os 6leos. Tem viscosidade dez vezes
maior do que o dleo de girassol, por exemplo, sendo usado para a fabricacdo de mais de 800
produtos, com destaque para vidros a prova de bala, lentes de contacto, batons, sabdes
metélicos, lubrificantes especiais para motores e reatores de elevada rotacdo, plasticos de
elevada resisténcia, poliuretanas, entre outros. Ele tem 30% a mais de lubricidade do que 0s
demais 6leos, podendo substituir o enxofre, em 100%, no diesel mineral, sendo assim um 6leo

especial e com mercado garantido no mundo moderno (BELTRAO et al., 2006)

2.2 CULTURA DE TECIDOS DE PLANTAS

A Dbiotecnologia em seu sentido mais amplo compreende a manipulacdo de
microorganismos, plantas e animais, objetivando a obtencdo de processos e produtos de
interesse. Desta maneira, toda atividade que envolva a aplicacdo dos conhecimentos de

fisiologia, bioquimica e genética, é considerada como técnica biotecnoldgica. Em seu senso
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mais restrito as biotecnologias estdo associadas ao emprego das técnicas modernas de biologia
molecular e celular (GUERRA; NODARI, 2006).

A cultura de tecidos ¢ uma parte da biotecnologia que na atualidade tem rapida
evolucdo. A preservacdo de material genético in vitro é uma técnica promissora de
manutencdo de genes, que podera estar disponivel facilmente. Mantendo-se plantas ou
segmentos das mesmas de diferentes procedéncias e gendtipos em condi¢des de crescimento
minimo ou mesmo em criopreservacdo, pode-se dispor desses materiais para uso no
melhoramento genético, podendo-se utiliza-lo para intercAmbios entre instituicbes dentro do
pais ou com o exterior sem 0s riscos de estar levando pragas ou doencas a novas regides;
outra vantagem é a necessidade de pequeno espaco para preservacdo de grande quantidade de
genotipos (CARVALHO, 1999).

Até a alguns anos atras, no Brasil, plantas e flores s6 se propagavam, basicamente a
partir de estacas, mudas, bulbos e sementes. A cultura de tecidos, ou propagacgéo in vitro,
pode constituir um metodo auxiliar na producdo eficiente de mudas com alta qualidade
fitossanitaria e genética. Essa técnica vem sendo utilizada com sucesso para a obtengédo de
mudas sadias em grande namero de espécies economicamente importantes, realizando
avancgos importantes nos campos de genética, fisiologia, ecologia e patologia.

Alguns estudos mais antigos em Ricinus communis L. com cultura de tecidos
aconteceram em 1989, com o objetivo de induzir a formagdo de calos e regeneracdo de
plantulas onde Reddy e Bahadur relataram resposta genética na multiplicacdo de brotos em
mamona (SUJATHA, 2008)

Os primeiros estudos em cultura de tecidos em Euforbiaceas, incluindo mamona,
foram em maior parte com cultura de endosperma com o objetivo de obter plantas triploides e
entender o metabolismo da via do glioxalato. Os triploides serdo Uteis para a obtencdo de
linhas trissbmicas para mapeamento genético. Isto pode ser feito atraves de cultura de
endosperma ou através da duplicacdo de cromossomos (in vitro e in vivo) e posteriormente
cruzando os autotetraploides resultantes com diploides (SUJATHA, 2008). Assim, a
poliploidia seria uma estratégia biotecnoldgica utilizada para aumentar a eficiéncia da selecao
e acelerar a realaizacdo de novas linhagens uniformes em programas de melhoramento.
(CESARO et al., 2009)
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2.2.1 Meios de Cultivo

Os meios de cultivo sdo formulagbes de sais minerais (macro e micronutrientes),
carboidratos, vitaminas e reguladores de crescimento utilizados para fornecerem as culturas,
substancias essenciais para o desenvolvimento dos tecidos e controlam, em grande parte, o
padrdo do desenvolvimento in vitro (TORRES et al., 1998). A constituicdo do meio € baseada
nas exigéncias das plantas quanto aos nutrientes minerais, com algumas modificagdes para
atender em necessidades especificas (GUERRA; NODARI, 2006).

Esses meios devem suprir tecidos e Orgdos cultivados in vitro com nutrientes
necessarios ao crescimento do vegetal. Basicamente, o meio de cultura fornece ndo sé
macronutriente, mas também uma fonte de carboidrato (geralmente a sacarose) para substituir
o carbono que a planta normalmente fixa da atmosfera pela fotossintese. Para propiciar um
crescimento maior, normalmente incluem-se certos componentes organicos como vitaminas,
aminoacidos e reguladores de crescimento (MALOSO, 2007).

Os constituintes organicos importantes séo os carboidratos, substancias reguladoras de
crescimento, vitaminas, aminoacidos e amidas.

Os carboidratos fornecem energia metabdlica e esqueletos carbdnicos para a
biossintese de aminoacidos e proteinas, polissacarideos estruturais e compostos organicos
necessarios para o crescimento das células e também tem a funcdo de atuar como componente
osmatico do meio de cultura (ATHAYDE, 1992; STEFANELLO et al., 2009). O cultivo in
vitro é fortemente dependente da fonte de carbono, uma vez que o material vegetal nao
encontra condicGes adequadas de iluminacdo e concentracdo de CO2 e, as vezes, ndo
apresentam teores de clorofila suficientes para realizar fotossintese que sustente o
crescimento. Portanto, é necessaria a adicdo de carboidratos no meio de cultura, pois estes
fornecem energia metabdlica e esqueletos de carbono para a biossintese de macromoléculas,
as quais sdo necessarias ao crescimento das células (CALDAS et al, 1998;
NEPOMUCENDO et al., 2009)

Os carboidratos mais usados nos meios de cultura sdo a sacarose, a glicose e a frutose.
Porém, a sacarose tem mostrado superioridade entre 0s outros pelo motivo de responder como
melhor fonte para crescimento na maioria das espécies, diferenciacdo dos tecidos, além de ser
absorvida com maior rapidez (MURASSHIGUE, 1974; FERREIRA et al., 2002; SKREBSKY
et al.,, 2004). Assim, entre as fontes de carbono a sacarose é a mais utilizada em plantas
cultivadas in vitro (SANTANA, 2003; NEPOMUCENQO et al., 2009).
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Outro fator importante que envolve a sacarose é a sua concentragdo no meio de
cultivo, pois esta é determinante para um bom crescimento e desenvolvimento dos explantes
(STEFANELLO et al., 2009). As concentracdes de sacarose comumente usados em cultura de
tecidos, podem inibir a sintese de clorofila, isto porque na presenca de agucar as plantulas ndo
desenvolvem capacidade fotoautotrofica, podendo causar crescimento reduzido e morte das
mudas na fase de aclimatacdo (GEORGE; SHERRINGTON, 1984; KOZAI, 1991; LEITE et
al, 2000).

Os reguladores de crescimento sdo considerados 0s compostos organicos de maior
efeito morfogénico em cultura de tecidos de plantas. Sdo representados pelas citocininas e
auxinas.

As citocininas sdo derivadas da adenina e tém um papel fundamental na diferenciacéo
e regeneracdo de plantas na maioria das espécies, induzindo a diviséo celular, proliferagéo e
morfogénese da parte aérea. As citocininas mais usadas em cultura de tecidos séo a cinetina
(CIN), benziladenina (BA), zeatina (Zea), isopentenil adenina (2ip) e thidiazuron (TDZ). As
auxinas provocam o alongamento celular, dominancia apical, enraizamento e outros
fendmenos. As mais mais utilizadas sdo AIA (&cido indol-3-acético), AIB (&cido indol-3-
butirico), ANA, 2,4-D, 2,4,5-T, 4-CPA e picloran (GUERRA; NODARI, 2006).

O thidiazuron (N-fenil-N-1,2,3-tidiazol-5-tiuréia) (TDZ) é um fitorregulador que, no
Brasil, € largamente utilizado na cultura do algodoeiro para provocar desfolnamento. Esse
produto também vem sendo usado na cultura de tecidos para induzir brotacdo in vitro, visto
que demonstra ter acdo semelhante a das citocininas (BOTELHO et al., 2003; SALGADO et
al, 2001).

As vitaminas sdo compostos organicos que, em baixas concentracfes, desempenham
funcdes reguladoras cataliticas no metabolismo celular. A vitamina mais utilizada em cultura

de tecidos € a tiamina (B1).

2.3 POLIPLOIDIA

A poliploidia, ou seja, a existéncia de mais de dois genomas no mesmo nucleo, é de
ocorréncia comum nas plantas, tendo desempenhado um importante papel na origem e
evolucdo de plantas silvestres e cultivadas (SCHIFINO-WITTMANN, 2004). E o fendmeno

mais importante na evolucdo e especiacdo dos vegetais. Acredita-se que 75% das espécies



25

estudadas e descritas citogeneticamente tenham sofrido um evento de duplicagcéo de todos os
cromossomos (MONDIN; NETO, 2006).

Apbés o entendimento entre heranga e cromossomos, no século 20, muitos
pesquisadores dedicaram-se ao estudo da poliploidia em plantas gerando uma grande
quantidade de informagfes sobre tipos, aspectos evolutivos, ecoldgicos e taxonémicos de
poliploides, e possibilidades de manipulacdo da poliploidia na agricultura.

Polipléides em geral sdo bons colonizadores, podendo ocupar habitats pioneiros nos
quais os ancestrais dipldides ndo sdo bem sucedidos (DE WET, 1980 apud SCHIFINO-
WITTMANN, 2004).

Tradicionalmente os polipléides sdo classificados em autopolipldides, originados pela
duplicacdo de um mesmo genoma, e alopolipl6ides, originados pela duplicacdo de genomas
diferentes, normalmente apos um evento de hibridacdo. O evento da autopoliploidia consiste
na duplicagdo do numero basico de cromossomos pela propria espécie. Este evento é raro de
acontecer ou de ser detectado na natureza. A alopoliploidia consiste no cruzamento de duas
espécies distintas, onde posteriormente o nimero de cromossomos é duplicado. E o mais
comum na natureza devido a sua alta fertilidade (MONDIN; NETO, 2006)

A descoberta das substancias que provocam a inibicdo da divisdo celular, mas
permitem a duplicacdo cromossdémica, com o advento da cultura de tecidos, permitiu a
inducdo in vitro de poliploidia nas plantas. Foi em meados dos anos 40 que ocorreu a
descoberta da colchicina, iniciando-se as experiéncias para inducdo de poliploidias
(MONDIN; NETO, 2006). A inducéo in vitro de polipldides com a colchicina e orizalina tem
sido relatada em varias espécies de plantas diferentes (CARVALHO, et al., 2005)

A poliploidia induzida pode ser uma poderosa ferramenta para o melhoramento
genético. Apos a descoberta do efeito poliploidizante da colchicina, a inducdo de poliploidia
teve uma época aurea, em que tentava-se poliploidizar o maior namero possivel de plantas
cultivadas (SCHIFINO-WITTMANN, 2004)

No melhoramento, a inducdo de poliploidia pode ser utilizada de trés maneiras
basicas: por poliploidizacdo na espécie, como um modo de tentar-se conseguir plantas
maiores e melhores, ja que polipldides em geral sdo maiores e mais robustos que seus
genitores dipldides, apresentando o chamado efeito “gigas”; por poliploidizacdo de um
hibrido, neste caso para restaurar a fertilidade do hibrido estéril, sintetizar uma nova espécie
ou ressintetizar uma ja existente; ou como uma ponte para transferir genes de interesse entre
os niveis de ploidia diferentes, intra ou interespecificos (DEWEY, 1980 apud SCHIFINO-
WITTMANN, 2004).
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As mudancas em caracteristicas tais como metabolismo, taxas de desenvolvimento,
regulacdo génica e tolerancias fisioldgicas, que acompanham a poliploidia, podem alterar
interacbes bidticas, tolerancias ecoldgicas e facetas do isolamento reprodutivo. Os novos
fendtipos, que frequientemente surgem com a formacao de polipldides, podem contribuir para
O Seu sucesso na natureza ou para sua selecdo para uso na agricultura (SCHIFINO-
WITTMANN, 2004).

Existem alguns compostos herbicidas que atualmente estdo sendo empregados para
inducdo de poliploidias pelos seus efeitos de poliploidizacdo e por serem produtos muito
menos tdxicos e muito mais baratos do que a colchicina e seus derivados. Dentre essas
substancias citamos a Trifluralina ou a,0,0 trifluro-2,6-dinitro-N,N-dipropil-p-toluidina
comercializada com o nome de Treflan® e a orizalina comercializada no Brazil com o nome
de Surflan 750 BR ® (MONDIN; NETO, 2006), (CARVALHO, 2005).
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RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE PROTOCOLO DE REGENERACAO DE PLANTULAS
DE MAMONEIRA (Ricinus communis L.) IN VITRO.

A mamoneira (Ricinus communis L.) pertence a familia Euphorbiaceae e é também chamada
carrapateira, baforeira e baga. As plantulas de mamona séo dificeis de serem regeneradas in
vitro em funcdo de sua recalcitrancia. Para obter um bom protocolo de regeneragéo in vitro,
deve-se oferecer ao explante o meio de cultivo e a concentracdo de sacarose ideal para as suas
necessidades no desenvolvimento e crescimento. Este trabalho objetivou avaliar diferentes
formulacdes de meios nutritivos desenvolvidos por Margara e concentracdes de sacarose em
relagéo a regeneracdo de plantulas de mamoneira in vitro. Os experimentos foram conduzidos
no Laboratorio de Cultura de Tecidos do Centro de Ciéncias Agrarias na Universidade
Federal da Paraiba Campus Il na cidade de Areia — PB. Foram utilizadas sementes de
mamoneira da variedade E1P17 A/B. As sementes foram desinfestadas e transferidas para
placas de Petri, onde foram retirados os eixos embrionarios utilizados como explantes. Os
eixos embrionarios Foram inoculados, no experimento 1, em oito diferentes de meios
nutritivos de Margara (N5Ca, N30Ca, N30K, N15K, N15Ca, N45K, N5K, N30NH;,) e no
experimento 2, em meio N5Ca com concentrac@es de sacarose de 0, 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 e 5,0%,
todos suplementados com vitaminas do meio B5, com 1,0 mg.L™ de TDZ (tidiazuron), 3% de
sacarose e 7 g.L™" de 4gar e o pH foi ajustado para 5,7. No primeiro experimento, o
delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualisado com 8 Tratamentos e 10
repeticdes e os resultados foram interpretados por meio do teste F e as médias foram
comparadas pelo teste de Scott e Knott. No experimento 2, o delineamento experimental foi
inteiramente casualisado, com 6 tratamentos e 10 repetices e os dados foram submetidos a
andlise de variancia e regressdo. Os meios N5Ca, N30Ca e N15Ca, apresentaram 0s melhores
resultados em relacdo as variaveis nimero e comprimento de raizes. Assim, € possivel
propagar mamoneira in vitro utilizando o meio N5Ca de Margara, e sacarose a 3% apresentou

melhor resposta morfogénica

Palavras-chaves: Euphorbiaceae, meios de Margara, sacarose.
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF IN VITRO REGENERATION PROTOCOLS FOR CASTOR
BEAN PLANTLETS (Ricinus communis L.).

The castor bean plant (Ricinus communis L.) of Euphorbiaceae family is also known as
“carrapateira”, ‘“baforeira” and “baga”. The castor bean plantlets are hard to be in vitro
regenerated because its recalcitrance. Aiming to obtain a good in vitro regeneration protocol,
they had offered the ideal culture medium and concentration of sucrose to the explants, for their
development and growth needs. The aim of this work was to evaluate different nutrient medium
formulations developed by Margara and sucrose concentrations relating to in vitro
regeneration for castor bean plantlets. The experiment was conducted in Tissue Culture
Laboratory of Agricultural Sciences Center from Universidade Federal da Paraiba, Campus I,
Areia — PB. Castor bean seeds of variety E1IP17 A/B were utilized. The seeds had been
sterilized and transferred to Petri dishes, from which embryonic axis utilized as explants was
removed. The embryonic axis had been inoculated, in the 1 experiment, along eight different
nutritive mediums of Margara and in the 2 experiment, in N5Ca medium with sucrose
concentrations of 0, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 and 5.0%, both supplemented with B5 medium vitamins,
with 1.0 mg.L-1 TDZ (thidiazuron), 3% sucrose, 7 gL-1 agar and pH was adjusted to 5.7. At first experiment,
the experimental design was entirely randomized with 8 treatments and 10 replications, being
the results interpreted by F test having the means compared with Scott e Knott’s test. At
second experiment, the experimental design was completely randomized with 6 treatments
and 10 replications, being data submitted to analyses of variance and regression. N5Ca,
N30Ca e N15Ca mediums showed the best results related to number and roots length
variables. The best result related to plantlet length, plantlet width and hypocotyls length, was
obtained in 30 g.L™ concentration. Therefore, it’s possible to propagate in vitro castor bean
plant utilizing N5Ca medium of Margara and sucrose by 3% had shown the best

morphogenetic result.

Keywords: Euphorbiaceae, mediums of Margara, sucrose.
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1. INTRODUCAO:

A mamoneira (Ricinus communis L.) pertence & familia Euphorbiaceae, dicotiled6nea,
que inclui um grande numero de espécies nativas da regido tropical. Também chamada
carrapateira, baforeira e baga é uma planta de habito arbustivo, com diversas coloragdes de
caule, folhas e frutos tipo racemos (cachos), podendo possuir cera no caule e peciolo. Os
frutos, geralmente, apresentam espinhos. Podendo suas sementes apresentar diferentes
tamanhos, formatos e grande variabilidade de coloragdo. (AMORIM NETO et al., 2001;
AZEVEDO et al., 1997; LORENZI, 2002). Plantulas de mamona sdo dificeis de serem
regeneradas in vitro em fungdo de severa recalcitrancia natural (AHN et al, 2007).

Para se obter um bom protocolo de regeneracgdo in vitro, alguns fatores devem ser
observados, dentre eles, a origem do explante e 0 meio nutritivo onde serdo cultivados. Neste
sentido, deve-se oferecer ao explante o meio de cultivo ideal para as necessidades da espécie
em questdo, apresentando este, todos os nutrientes necessarios para o desenvolvimento e
crescimento da plantula in vitro. Diversas formulacbes de meio de cultura tém sido
empregadas na cultura in vitro, as quais diferem entre si basicamente em relacdo a
concentracdo dos sais, macro e micronutrientes. Dessa forma, para cada tipo de explante,
espécie e genotipo, geralmente requer meio de cultura mais adequado e eficiente, os quais
devem ser determinados experimentalmente (REZENDE et al, 2008).

Muitos dos problemas surgidos na propagacdo in vitro de algumas espécies sdo
atribuidos em grande parte a um balango incorreto de reguladores de crescimento no meio de
cultura, enquanto as quantidades relativas de macronutrientes sdo geralmente
negligenciadas. No entanto, a influéncia dos componentes minerais ainda ndo é totalmente
entendida na cultura in vitro, de modo que ha necessidade de determinacfes mais precisas
para cada espécie ou genotipo em particular. (LORETI et al, 1988).

A maioria das pesquisas realizadas com Ricinus communis L. in vitro utilizou 0 meio
MS (MURASHIGE; SKOOGE, 1962) como meio de cultura, (SUJATHA et al, 1998; AHN et
al, 2007; CARVALHO; ARAUJO, 2008; AIRES et al, 2007; CARVALHO et al, 2005;
CARVALHO et al, 2006) sendo este, 0 meio mais utilizado para a maioria das espécies. As
concentragdes de ions disponiveis no meio MS, como o N, Ca e K, podem ser elevadas para a
necessidade da plantula em desenvolvimento, sendo necessario verificar outras formulacdes
com concentrag0es de macro e micronutrientes alternativas ao meio MS, como por exemplo,
as formulacGes desenvolvidas por Margara (1978) que possuem concentracbes menores de

sais, 0s quais Miller et al. (2000) utilizaram com sucesso para propagacao da fruta-pao.
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Um protocolo adequado de regeneracdo de plantulas in vitro também requer uma fonte
de carbono para prosperar e desenvolver gémulas e brotos. Sacarose a 3% é a fonte de
carboidrato comumente usada. Em geral, na cultura de tecidos, Murashige e Skoog (1962)
atestaram que o uso de sacarose a 3% ¢é melhor do que 2% ou 4%. Entretanto, existem varios
relatos sobre 0 uso de outras fontes de carboidratos na iniciacéo e proliferacdo de brotos. Em
mamoneira a fonte de carbono freqiientemente utilizada € a sacarose na concentracdo de 3%
(SUJATHA et al, 1998; AHN et al, 2007; CARVALHO; ARAUJO, 2008; AIRES et al, 2007;
CARVALHO et al, 2005; CARVALHO et al, 2006, AHN, 2008). Entretanto, sua necessidade
vem sendo discutida por alguns autores. Phillips e Hubstenberger (1985) trabalhando com
regeneracdo de plantas de Capsicum sp. in vitro, observaram que glicose ¢ uma fonte de
carbono superior a sacarose. Os niveis de sacarose, normalmente usados em cultura de
tecidos, podem inibir a sintese de clorofila (GEORGE; SHERRINGTON, 1984).

Diante do exposto, o presente trabalho objetiva avaliar diferentes formulacdes dos
meios nutritivos desenvolvidos por Margara (1978) e concentracfes de sacarose em relacéo a

regeneracao de plantulas de mamoneira in vitro.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Local do experimento

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos do Centro
de Ciéncias Agréarias (CCA) na Universidade Federal da Paraiba (UFPB) — Campus Il na
cidade de Areia — PB.

2.2. Material Vegetal

Foram utilizadas sementes de mamoneira da variedade E1P17 A/B cedidas pela
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) — Centro Nacional de Pesquisa
do Algodao (CNPA), em Campina Grande — PB.

2.3. Desinfestacdo das sementes e obtencéo de explantes

Inicialmente foi retirado o tegumento das sementes, em seguida as sementes sem
tegumentos foram postas em saquinhos de gaze e imersas em 100 mL de solucdo de agua
sanitaria (2,5% cloro ativo + 1,0 mL de Tween 20) por 20 minutos sob agitacdo. Passado este
periodo, as sementes foram enxaguadas quatro vezes em &gua destilada, deionizada e
autoclavada (DDA), onde permaneceram imersas na Ultima agua de enxagiie por 24 horas
antes da inoculacao. Todas as operagdes foram realizadas na camara de fluxo laminar.

Apos o0 enxagie as sementes foram transferidas assepticamente para placas de Petri
contendo papel de filtro, ambos estéreis, onde foram retirados os eixos embrionarios, 0s quais

foram utilizados como explantes.

2.4. Avaliacao das diferentes formulagdes de meios nutritivos de Margara (1978) sobre a

regeneracao de plantulas de Ricinus communis L. in vitro

Os eixos embrionarios de sementes de mamoneira foram inoculados em oito diferentes
formulacdes de meios nutritivos de Margara (1978) (Tabela 1), com macro e micronutrientes,
suplementados com vitaminas do meio B5, com 1,0 mg.L™ de TDZ (tidiazuron), 3% de
sacarose e 7 g.L" de Agar. O pH foi ajustado para 5,7 + 0,1, utilizando hidréxido de sodio

(NaOH) ou éacido cloridrico(HCI), foram vertidos 10 mL de meio por tubo de ensaio antes da
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autoclavagem a 120°C por 15 minutos. Apos a inoculagdo os tubos de ensaios foram levados
a sala de cultura onde foram mantidos durante 5 dias em condicGes de escuro absoluto a 27
1°C, e posteriormente foram submetidos por 25 dias sob um fotoperiodo de 16/8 horas
(luz/escuro) a 27 + 1°C.

Apobs esse periodo e antes de serem transferidas para um novo meio de cultura, as
plantulas foram fotografadas e medidas quanto ao nimero de raizes, comprimento das raizes,
comprimento do hipocotilo e nimero de folhas.

2.5. Delineamento estatistico

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualisado com 8
Tratamentos e 10 repeticGes. Os resultados foram interpretados estatisticamente por meio do
teste F ao nivel de 5% de probabilidade e as médias foram comparadas pelo teste de Scott e
Knott.



Tabela 1. Concentragdes de macro e micronutrientes dos Meios de Margara(1978) utilizados como tratamentos.
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Macronutrientes (mg.L™)

Meios KNO;  NaNO;  NH.NO;  Ca(NO3)».4H,0 CaCl,.2H,0 MgSO4.7H,0 KCI KH,PO,
N5Ca (T1) 80 354 292 246 149 136
N30Ca (T2) 808 480 1.180 246 745 136
N30K (T3) 1313 480 590 246 745 136
NI5K (T4) 606 240 354 246 149 136
N15Ca (T5) 101 240 944 246 149 136
N45 K  (T6) 1.818 85 720 944 246 372.5 136
N5 K (T7) 75.8 80 265.5 246 372.5 136
N30 NH,4(T8) 606 800 472 246 372.5 136
Micronutrientes (ug.L™)

Meios MnCl, ZnS04.H,O H3BO3 KI CuSQO4.5H,0 NaMoO4.H,O FeSO,4.7H,0 NaEDTA.2H,0O
Todos 157 500 500 10 100 59 35.000 30.000
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2.6. Avaliagéo de diferentes concentragdes de sacarose.

Determinada a melhor formulacdo de macro e micronutrientes (N5Ca), foi
realizado este experimento para determinar a melhor concentragdo de sacarose. Para
tanto, eixos embrionérios, obtidos conforme o iten 2.3, foram inoculados em meio
N5Ca suplementado com vitaminas do meio B5, 1,0 mg.L™ de TDZ, 7 g.L™ de é4gar, e
diferentes concentragdes de sacarose 0, 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 e 5,0%. O pH foi ajustado para
5,7 £ 0,1, utilizando hidréxido de s6dio (NaOH) ou &cido cloridrico(HCI), foram
vertidos 10 mL de meio por tubo de ensaio antes da autoclavagem a 120°C por 15
minutos. Apoés a inoculagdo os tubos de ensaios foram levados a sala de cultura onde
foram mantidos durante 5 dias em condicdes de escuro absoluto a 27 *+ 1°C, e
posteriormente foram submetidos por 25 dias sob um fotoperiodo de 16/8 horas
(luz/escuro) a 27 + 1°C. Passados 30 dias nesses meios de cultura, os explantes foram
avaliados quanto ao numero de folhas, comprimento da plantula, largura da plantula,
comprimento do hipocotilo, espessura do hipocétilo, comprimento e largura da folha e
namero de plantas mortas.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualisado, com 6
tratamentos e 10 repeticdes e os dados foram submetidos a andlise de variancia e

regressao.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Avaliacéo das diferentes formulacGes de meios nutritivos de Margara (1978)

sobre a regeneracao de plantulas de Ricinus communis L. in vitro

Os resultados obtidos neste experimento sdo apresentados nas tabelas 1 e 2. De
acordo com a andlise de variancia (Tabela 1), observa-se que houve diferencas
significativas entre as diferentes formulagfes de meio nutritivos utilizados neste
trabalho, ao nivel de 5% e 1% de probabilidade, para as varidveis numero e
comprimento de raizes, respectivamente. Quando os dados foram submetidos ao teste de
comparacgdo de meédias dos tratamentos (Tabela 2), verificou-se que os tratamentos 1, 2
e 5 (N5Ca, N30Ca e N15Ca, respectivamente), apresentaram as melhores performances
em relacdo as variaveis numero e comprimento de raizes, embora ndo haja diferenca
estatistica entre eles, a maior média para a variavel numero de raizes foi do meio
nutritivo N15Ca (1.646), seguido do N5Ca (1.557), que apresentou as melhores médias
em relacdo as demais variaveis, indicando que o meio € o mais adequado para o
desenvolvimento das plantulas de mamoneira in vitro. Contudo, é importante salientar
que para as variaveis comprimento de hipocotilo e niamero de brotos, ndo houve

diferencas estatisticamente significativas entre as oito formulacdes de meios utilizados.

Tabela 2. Resumo da analise de variancia das diferentes formulacdes de Meios de

Margara (1978) sobre a morfogénese in vitro de Ricinus communis L.

Quadrado Médio
Namero Comprimento Comprimento  NUmero

F.V de das raizes do hipocétilo  de brotos
raizes (cm) (cm) (cm)
(cm)

Tratamentos 0,6211°  0,6928" 0,7856™ 0,0671™

Residuo 0,2481 0,1963 0,6591 0,1016

CV (%) 38,75 53,06 60,93 21,27
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Tabela 3. Comparacbes de médias das diferentes formulacdes de meios de Margara

(1978) sobre a morfogénese in vitro de Ricinus communis L.

Tratamentos Numero de Comprimento  Comprimento Numero de
raizes (cm) das raizes (cm)  do hipocoétilo brotos (cm)
(cm)
1(T1) 1.557 a 1.38a 1.96 a 1.60 a
2(T2) 1.502 a 0.89b 1.33a 157a
3(T3) 1.267 b 0.88 b 145a 154 a
4 (T4) 1.072 b 0.80b 1.22a 154 a
5(T5) 1.646 a 0.85b 1.28a 150a
6 (T6) 1.016 b 0.62 b 1.17a l4a
7(T7) 1.162 b 0.79b 1.21a 15a
8 (T8) 1.061 b 047D 1.04a l4a

Médias seguidas das mesmas letras na vertical pertencem a um mesmo grupo pelo teste de Scott Knott a 5% de
probabilidade.

A composicdo do meio de cultura tem uma importante funcdo na
organogénese in vitro (GEORGE, 1993). O efeito do meio de cultura resulta da
unificacdo das interacbes dos varios elementos que o constituem. Alguns deles
estimulam o processo de desenvolvimento in vitro, enquanto outros tém pouca ou
nenhuma influéncia sobre esse processo (RUGINI; CARICATO, 1995; CHIKH 2000;
GRIGORIADOU et al., 2002; BRHADDA et al., 2003, MANSERI-LAMRIOURI,
2009). A maioria dos trabalhos com mamoneira, inclusive os mais recentes, tém
utilizado o meio MS suplementado com altas concentragdes de reguladores de
crescimento para induzir a organogénse in vitro. (GANESH KUMARI, 2008; AHN et
al, 2007). O meio MS apresenta alta concentracdo i6nica (95,75mM) quando comparado
as formulacdes de meios de Margara (1978)(Quadro 2). No Quadro 2, é possivel
estabelecer uma relacdo entre as diversas formulacdes de meios utilizados neste
trabalho. Ao comparéa-los, verifica-se que a proporcdo de ions nitrato/amdnia é igual
entre os meios N5Ca e N5K (4,03 meg/L™), entre N15Ca e N15K esta relacéo é de 4,01
meg/L™ e, finalmente, entre N30Ca e N30K essa relagdo permanece praticamente
inalterada 4,0 meg/L™. Enquanto que N30NH, essa proporcdo cai pela metade (2,0

meg/L™?). Portanto, o que esta variando entre os diferentes meios de cultivo sdo



Tabela 4. Composicédo ibnica dos macro e micronutrientes dos Meios de Margara (1978) e do meio MS (Murashige e Skoog, 1962):
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S S LS. S S DAS S <E<§.9§++<~9 Ko TE; %gg

veios QB QEGECEYESEZESELZETEEE B EREZE 58 o EgS

prd o +§ [ § o
N5Ca 399 299 199 597 299 696 199 099 199 498 019 403 1492 016 010001 01  22.39
N30Ca 2398 299 199 099 999 9.99 199 599 199 2997 019 4 2995 05 00499 0.166 50.92
N30K 2398 299 199 099 14.98 4.99 199 599 199 2997 019 4 2994 05 00499 025 5341
NISK ~ 11.99 299 199 1.99 899 2.99 1.99 299 199 1498 019 401 1895 039 00788 0.237 3243
N15Ca  11.99 299 199 1.99 3.99 7.9 1.99 299 199 1498 019 401 1895 039 00788 0.105 29.93
N45K 3597 2.99 199 4.99 2397 7.99 099 199 899 199 4496 019 4 4592 048 00325 026 83.88
NSK 399 299 199 499 674 224 1.99 099 199 498 019 403 1395 017 01071 0241 22.8
N3ONH4 19.98 2.99 199 4.99 11.99 3.99 1.99 999 199 2997 033 2 2995 05 00499 02 5392
MS 304 374 3 598 2004 5098 3 2061 249 6001 034 191 5212 057 00358 0192 95.75

Copilado de George (1993).
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basicamente as concentracdes de N, Ca e K. Como as diferentes concentracGes de N (5,
15 e 30 mM, concentracdo de N total) estdo sempre acompanhadas de Ca ou K, 0s
efeitos entre os tratamentos considerando uma mesma concentragcdo de nitrogénio,
portanto, devem ser atribuidas as diferentes concentrages desses dois ions no meio de
cultivo. Neste trabalho quando analisamos a varidvel comprimento de raizes,
verificamos que as melhores formulagdes de meios nutritivos foram N30Ca, N5Ca e
N15Ca (Tabela 2). Todos os meios continham concentracdes superiores do fon Ca®* em
relacdo aos demais meios utilizados. George (1993) relacionou 0 ndo crescimento de
raizes cultivadas in vitro a altas concentrag@es nitrogénio na forma reduzida (NH4") no
meio de cultivo, e a promocdo do crescimento ao nitrato (NO3), inclusive sugeriu que
meios para cultura de raizes, devem conter muito pouco ou nenhum ion NH,". Embora o
tratamento N30Ca possua seis vezes mais nitrogénio (29,99 meg/L™) em relagdo ao
N5Ca (4,99 meg/L™), poderia se deduzir que ele deveria inibir o comprimento da raiz
quando comparado ao meio N5Ca, porém, ele também apresenta maior concentracéo de
fons de Ca** (9,9 meq/L™) contra 6,96 meg/L™ do meio N5Ca, ou seja, 1,5 vezes mais
calcio do que o N5Ca, indicando que o calcio € muito importante para a morfogénese e
crescimento da raiz. Wyn Jones e Hunt (1967) demonstraram que a deficiéncia de célcio
nas plantas resulta em pouco ou nenhum crescimento da raiz e no escurecimento e na
ondulacio das margens de folhas apicais. A importancia do baixo nivel de ions NH4"
também é enfatizada por maior regeneracdo e formacdo de ramos adventicios
observados em varias especies herbaceas (PIERIK, 1976; MARGARA, 1978;
TANIMOTO; HARADA, 1981; MARGARA; PIOLLAT, 1982).

O numero de raizes foi significativamente maior no meio N5Ca, onde tem-se
menor concentragdo de fons amdnia (NH,") e uma concentracéo relativamente alta de
fons de Ca** (6,96). Confirmando a eficiéncia do calcio na morfogénese da raiz.
Segundo Manseri-Lamriouri (2009) trabalhando com Prunus avium L. verificaram que
meios com baixa concentracdo salina, também resultaram em maior porcentagem de
brotamento e a concluiram que a contribuicdo do nitrogénio e do célcio foi
principalmente na forma de KNO3 e Ca(NOs3), ao invés de nitrato de amdnia (NH4;NO3)
e do CaCl,. As outras formulacfes N30K, N15K, N45K, N5K e N30NH4 apresentaram
resultados inferiores para ndimero e comprimento de raizes. Mostrando que altas

concentragdes dos fons K™ e NH," inibem a formagéo e reduzem o desenvolvimento de
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raizes nos explantes. Loreti et al (1988) trabalhando com propagacéo de péssego in vitro
verificaram que a influéncia do potéssio sobre a proliferacdo de ramos nao foi
significativa, enquanto para o enraizamento o K" reduziu a resposta, e as melhores
taxas de proliferagcdo de ramos e enraizamento dos brotos ocorreram em meios com

baixos teores de nitrogénio e potassio.

Com relacdo as varidveis comprimento de hipoc6tilo e nimero de brotos,
verifica-se que o meio N5Ca apresentou a maior meédia em comparacdo aos demais
meios de cultivo, embora ndo haja diferengas estatisticamente significativas. A baixa
proliferacdo de ramos possivelmente seja atribuida a baixa concentracéo (1 mg.L™) do
regulador de crescimento (TDZ) no meio de cultivo. Trabalhos utilizando TDZ na
concentracdo de 1 mg.L™ com altas concentracdes salinas como o MS produziu maior
numero de brotos (= 25) em mamoneira (SUJATHA; SAILAJA, 2005; AHN et al.,
2007 e AHN; CHEN, 2008). O meio N5Ca embora apresente a maior media ele
apresenta a mais baixa concentracdo de nitrogénio total dos meios avaliados neste
trabalho (5 mM). Koetje et al, (1989) e Grimes e Houge (1990) trabalhando com Oryza
sativa demonstraram que quando a relacdo nitrato/amonia é alta (80:20) no meio com
regulador de crescimento 2,4-D na concentracdo de 0,5 mg.L™, ocorria a inducéo de
embriogénese a partir de calo, contudo, quando essa relacdo mudou para (66:34) ou
(50:50), o regulador de crescimento foi menos efetivo. Talvez aumentando a
concentracdo de TDZ em trabalhos futuros possa melhorar a morfogénese de ramos de

mamoneira in vitro usando a formulacdo N5Ca de Margara (1978).

3.2 Avaliacdo de diferentes concentracgdes de sacarose.

A sacarose é a mais importante fonte de carbono utilizada nos meios de cultura
de plantas in vitro (GEORGE, 1993). Os resultados obtidos neste experimento sdo
apresentados na Tabela 3. As diferentes concentracdes de sacarose utilizadas neste
trabalho apresentaram efeitos significativos em relacdo as variaveis comprimento da
plantula, largura da plantula e comprimento do hipocotilo, entretanto, as regressoes
foram ndo significativas para a grande maioria das variaveis analisadas e significativa

apenas para a variavel comprimento do hipocétilo (Grau 2), conforme verifica-se na
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analise de regressdo na tabela abaixo. Para as demais varidveis ndo houve diferencas

significativas.

Tabela 5. Resumo da andlise de variancia de diferentes concentragdes de sacarose na
formulacdo do meio N5Ca de Margara (1978) sobre a morfogénese in vitro em Ricinus
communis L. Areia, PB. 2010.

Quadrado Médio

Fonte de

o Compri- Comprimen Espessura Compri- Largu- NUmero NUmero de

Variagad  mento  Largura to Hipoc6-  mento ra de Plantas
Plantula  Plantula Hipocétilo tilo Folha Folha  folhas Mortas

Trata
mentos 0.73" 0.12" 0.13" 0.024™  0.095™  0.03® 0.042®  0.038™
GRAU 1 0.31™ 0.32" 0.06™ 0.07™ 0.25™  0.02"™ 0.045™ 0.086™
GRAU 2 2.32" 0.007™ 0.520* 0.03™ 0.044™ 0.072™ 0.049™ 0.003™
GRAU 3 0.11™ 0.07"™ 0.025" 0.003™  0.0709™ 0.005™ 0.068™ 0.023"™
C.V (%) 19.22 32.02 26.2 43.52 37.407 41.62 19.20 32.37

Das diferentes concentracdes de sacarose utilizadas neste trabalho, a melhor

resposta em relacéo as variaveis comprimento de plantula (Figura 2), largura de plantula

(Figura 3) e comprimento de hipocétilo (Figura 4), foi conseguida na concentracéo de

30 g.L™* mesmo em um meio (N5Ca) com baixa concentracdo de sais (Margara, 1978).
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Figura 1: Efeito das concentracfes de sacarose no comprimento das plantulas de
mamoneira (Ricinus communis L.) in vitro.
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Figura 2: Efeito das diferentes concentragdes de sacarose sob a largrura da plantula de
mamona (Ricinus communis L.)

O comprimento de hipocotilo foi a Unica varidvel em que a regressdo foi
significativa. Analisando a Figura 4, verifica-se uma tendéncia de crescimento de
hipocotilo a medida que aumenta a concentragdo de sacarose até a concentracdo de 30
g.L™, depois, aumentando a concentracdo de sacarose ocorre reducdo no crescimento do
hipocétilo e na morfogénese da planta. Altas concentragdes de 40 e 50 g.L™ causa
desenvolvimento irregular do hipocoétilo, com coloracdo e forma diferente de uma
plantula em sua normalidade (Fig.5). Por outro lado, também foi observado neste
experimento que a auséncia de sacarose (T0), a plantula de mamona fica verde até 15

dia (Figura 5), porém néo se desenvolve e, posteriormente, morre.
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Figura 3: Efeito das diferentes concentracbes de sacarose no comprimento do
hipocétilo da plantula de mamona (Ricinus communis L.)

bt l Sii BEeS SRGTS neRed SRalic RauE MNaNT TS
Figura 4. Plantulas de mamoneira (Ricinus communis L.) submetidas a diferentes
concentracdes de sacarose (TO =0; T1 =10; T2 =20; T3=30; T4 =40; e T5=50gL™)

Trabalhos recentes de propagacéo in vitro de mamoneira adotam a sacarose na
concentracéo de 30 g.L™! como conseqgiiéncia da utilizagdo do meio MS (Murashige e
Skoog, 1962) (SUJATHA; SAILAJA 2005; AHN et al.,, 2007 e AHN; CHEN 2008.
GANESH KUMARI et al.,2008) utilizando também os sais do meio MS, vitaminas do
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meio B5 (GAMBORG, 1968) e diferentes fontes de carboidrato em diferentes
concentracdes, relataram que o melhor fonte de carbono é a sacarose na concentragéo de
30 g.L™. E importante realcar que o meio MS apresenta altas concentracdes de sais
(95,75 mM). George (1993) relatou que hd uma interacéo entre nitrogénio e o agucar no
meio de cultivo. Margara e Rancille, (1966); Gamborg et al, (1974) tem relatado que a
morfogénese é realgada quando altos niveis de nitrogénio e adequada concentracdo de
sacarose estdo presentes no meio de cultura. A absorcdo é dependente da natureza e
concentracdo do aglcar no meio, sendo mais lenta na presenca de frutose do que quando
a sacarose ou glicose sdo fornecidas (HEW et al, 1988). A taxa de crescimento de Rosa
“Paul’s Scarlet” em cultura de suspensdo celular foi influenciada pela relagdo de NO3
/sacarose no meio. Alta proporcéo favoreceu o acumulo de nitrogénio reduzido, mas ndo
a mais rapida taxa de crescimento celular (FLETCHER, 1980). Em mamoneira, Ganesh
Kumari et al.,(2008) estudaram os efeitos da sacarose, glucose, fructose e maltose,
variando de 10 a 40 g.L™, sobre a inducdo organogénica de calo e proliferacdo de
ramos. Durante a proliferacdo de ramos, a sacarose a 30 g.L™ apresentou a melhor
resposta. Os meios suplementados com outros agucares e outras concentragdes, a
porcentagem de inducdo de ramos foi reduzida. Ao mesmo tempo, a necrose dos calos
foi observado no meio com glicose, frutose ou maltose. Similarmente, a multiplicacdo
de ramos mediada por sacarose em Coryllus ayellana foi efetivamente conseguida e o
méaximo de 3 a 4 ramos foram regenerados (YU et al, 1993). Na natureza os agUcares
sdo transportados dentro da planta como sacarose e o tecido pode ter a mesma

capacidade para absorver, transportar e utilizar sacarose (SUL E KORBAN, 2004)
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4. CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos neste trabalho é possivel concluir que:

1. E possivel propagar mamoneira in vitro utilizando o meio N5Ca de Margara
(1978), especialmente na fase inicial; sendo a concentragdo de sacarose a 3%

a que apresentou a melhor resposta morfogeénica.
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POLIPLOIDIZACAO IN VITRO E IN VIVO EM MAMONEIRA (Ricinus
communis L.) MEDIADA POR TRIFLURALINA

RESUMO

A mamoneira (Ricinus communis L.) € uma das mais de 7000 espécies da familia
Euphorbiaceae, tendo essa espécie diploide um nimero de cromossomos 2n=2x=20. A
tetraploidia em carrapateira foi induzida usando a colchicina, que por ser uma
substancia cancerigena e cara, vem sendo substituida por herbicidas como a Trifluralina.
Esse trabalho teve o objetivo de avaliar o efeito de diferentes concentracbes de
Trifluralina na inducéo de polipldides de plantulas de mamoneiras germinadas in vitro e
ex vitro. Foram utilizadas sementes de mamoneira da variedade E1P17 A/B. No
experimento 1, as plantulas foram colocadas em solugbes de Trifluralina nas
concentragdes de 0, 5, 10, 15, 20, 25 uM por 17h. Apdés esse periodo, foram inoculadas
em tubos de ensaio com meio N5Ca suplementado com 30g/L™ de sacarose, 0,7% de
4gar, 1 mg.L™" de TDZ e o pH foi ajustado para 5,7+0,1.Avaliou-se o nimero de folhas,
de raizes e comprimento das plantulas. O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualisado com seis tratamentos e 10 repeti¢cdes. Os resultados foram
interpretados por meio da andlise de variancia e de regressdo. No experimento 2, as
sementes foram colocadas para germinar em tubetes, ao medirem aproximadamente 7
cm de altura, foi aplicado a solucdo de Trifluralina na concentracdo de 10 uM sobre o
meristema apical das plantulas. Os tratamentos foram TO (sem aplicacdo), T1 (Unica
aplicacdo), T2 (duas aplicacBes) e T3 (trés aplicacdes). Foram avaliados densidade
estomatal nas folhas, comprimento das sementes e comprimento dos gréos de polen. A
reducdo maxima no namero de folhas e comprimento de plantula foi na concentracéo de
10 uM. O tratamento com 2 aplicagdes apresentou melhor resposta quanto a
comprimento de estdmato, largura de estbmato e didametro de pdlen. Conclui-se que para
a inducdo in vitro de poliploides de mamoneira deve-se testar concentracGes inferiores a
10 uM ou diminuir o tempo de exposicdo de 16 horas; e as varia¢cbes morfologicas sdo

importantes na identificacdo de plantas poliploides em mamoneira.

Palavras-chaves: Mamona, polipléides, Trifluralina.
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IN VITRO AND EX VITRO POLYPLOIDIZATION IN CASTOR BEAN (Ricinus
communis L.) MEDIATED BY TRIFLURALIN

ABSTRACT

The castor bean plant (Ricinus communis L.) is one of the about 7000 species of
Euphorbiaceae family, being that this diploid specie have chromosomes in number of
2n=2x=20. Castor bean plant tetraploidy was inducted by utilizing colchicines; such
substance is expensive and causes cancer, being substituted by herbicides like
Trifluralin. This work aimed to evaluate the effect among different Trifluralin
concentrations in in vitro and ex vitro germinated castor bean plants induction of
plantlets polyploidy. Castor bean seeds of the variety E1P17 A/B were utilized. In the 1
experiment, the plantlets had being added in Trifluralin solutions with 0, 5, 10, 15, 20,
25 pM concentrations for 17 hours. After this period, were inoculated in test tubes with
N5Ca medium supplemented with 3% sucrose, 0.7% agar, 1 mg L-1 TDZ and pH was
adjusted to 5.7 £ 0.1. The leaves and roots number and plantlets length were evaluated.
The experimental design was entirely randomized with six treatments and 10
replications. The results were interpreted by analyses of variance and regression. In the
2 experiment, the seeds were put in tubes to germinate, when reach nearly 7cm height,
was applied a Trifluralin solution with 10 uM concentration over the apical meristem of
the plantlets. The treatments were TO (no application), T1 (only one application), T2
(two applications) e T3 (three applications). Stomatal density in leaves, seed length and
pollen grains length were evaluated. The maximum reduction in the number of leaves
and plantlet length occurred in 10 uM concentration. The treatment with 2 applications
showed better results about stomata length, stomata width and pollen diameter.
Therefore, in vitro induction for castor bean polyploidy might be test less 10 uM
concentrations or reduce exposition time for 16 hours; and morphological variations are

important at polyploidy plants identification in castor bean plants.

Keywords: Castor bean, polyploid, Trifluralin.
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1. INTRODUCAO

A mamoneira (Ricinus communis L.) também conhecida por carrapateira, palma -
cristi e enxerida é uma das mais de 7000 espécies da familia Euforbiaceae,
possivelmente originaria da antiga Abissinia, hoje Etiopia, no continente africano. E
uma espécie perene que pode viver mais de 12 anos e atingir mais de 10 metros de
altura (MOSHKIN, 1986).

Na primeira década do século XX, os pesquisadores determinaram que o nimero de
cromossomos para todas as espécies diploides de mamoneira (Ricinus communis L.)
estudadas eram 2n=2x=20, os quais estdo organizados em dez pares de cromossomos,
sendo cinco metacéntricos, dois submetacéntricos e trés acrocéntricos (MOSHKIN,
1986).

A colchicina vem sendo amplamente empregada na poliploidizagdo em plantas,
assim ela foi reportada pela primeira vez em 1930 por ter essa propriedade
(BLAKESLEE; AVERY, 1937). A colchicina atua na despolimerizagcdo dos
microtubulos e fibras do fuso mitético (BARTELS; HILTON, 1973). As células param
na metafase e podem recuperar-se e entrar no ciclo seguinte, com seu nimero de
cromossomos duplicados. Quando os agentes de duplicagdo cromossémica sao
aplicados topicamente, surgem quimeras e setores poliploides podem ser formados e a
caracterizacdo da ploidia de camadas meristematicas é necessaria (SEMINIUK e
ARISUMI, 1968; TILNEY-BASSETT, 1986). Em funcdo de a colchicina ser uma
substancia cancerigena e relativamente cara, herbicidas anti-microtibulos, pertencente a
classe das dinitroanilinas  (amiprofosmetil, orizalina e trifluralina) vem sendo
empregados em substituicdo a colchicina (EECKHAUT et al., 2004; HANSEN e
ANDERSON, 1998; HANSEN et al., 1998; HASSAWI; LIANG, 1991; RAMULU et
al., 1991; WAN et al., 1991). A trifluralina tem maior afinidade por microtdbulos de
células de plantas do que células animal (BARTELS; HILTON, 1973). Quando
comparado a colchicina, a eficiéncia desse herbicida na poliploidizacdo de plantas tem
sido variavel, porém promissora.

A tetraploidia em carrapateira foi induzida pela primeira vez por Sidorov e Sokolov
(1939) apud (MOSHKIN, 1986) usando a colchicina. As plantas tetraploides
apresentavam folhas grossas, pouco palmadas, coloracdo verde-escuro, e células muito
maiores no tecido foliar. Os estdmatos das folhas e os grdos de pdlen eram maiores do

gue os da planta matriz e as sementes eram 1,5 vezes maiores do que os das plantas
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diploides correspondentes (MOSHKIN, 1986). Posteriormente, outros pesquisadores
também descreveram novas formas tetrapldides de mamoneira (ISLAM; KHAN, 1960;
Nairan e Sing (1968), também usando a colchicina (0,3%), e verificaram que essas
plantas apresentavam florescimento tardio, sementes grandes, baixa produtividade e s6
produziam sementes quando polinizadas com pélen de plantas também tetrapldides. A
maioria das sementes de mamoneira de plantas diploides contém aproximadamente 50%
de éleo, o qual é composta de 80 a 90% de acido ricinoleico (ATSMON, 1989).

Como o nivel de ploidia determina, em alguma extensdo, o tamanho de folhas, o
tamanho de células, o numero de cloroplastos por célula e a quantidade de enzimas e
pigmentos fotossintéticos nas células de plantas polipldides (WARNER; EDWARDS,
1989), espera-se que duplicando o0 nimero de cromossomos da mamoneira, também
ocorra um aumento do teor de 6leo produzido pelas sementes.

Assim esse trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de diferentes concentracdes
do herbicida Trifluralina na inducgéo de poliploides de plantulas mamoneiras germinadas

in vitro e in vivo.
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2. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laborat6rio de Cultura de Tecidos e em
Casa de Vegetacdo do Centro de Ciéncias Agréarias (CCA) na Universidade Federal da
Paraiba (UFPB) — Campus Il na cidade de Areia — PB.

2.1. Material Vegetal

Foram utilizadas sementes de mamoneira da variedade E1P17 A/B cedidas pela
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria (EMBRAPA) — Centro Nacional de
Pesquisa do Algoddo (CNPA), em Campina Grande — PB.

2.2. Experimento 1. Avaliacéo da resposta morfogénica de plantulas de mamoneira
(Ricinus communis L.) germinadas in vitro e submetidos a solugéo de Trifluralina

em diferentes concentracgdes por 16 horas.

As plantulas germinadas em meio N5Ca, foram colocadas em solucdes de
Trifluralina filtro esterilizadas (0,2 pum tamanho do poro da Millipore) nas
concentragcdes de 0, 5, 10, 15, 20, 25 pM por 16h. Apds esse periodo, em que as
radiculas ficaram em contato com a solucdes de Trifluralina em temperatura ambiente,
as plantulas foram inoculadas em tubos de ensaio contendo 10 ml do meio N5Ca
suplementado com 3% de sacarose, 0,7% de &gar, 1 mg.L™ de TDZ e o pH foi ajustado
para 5,7+0,1, utilizando hidréxido de sodio (NaOH) ou acido cloridrico (HCI) antes da
autoclavagem a 120°C por 15 minutos. Em seguida os tubos de ensaio foram fechados
com tampa de polipropileno e levados para sala de cultura a 26 + 1°C e fotoperiodo de
16/8 horas (luz/escuro) por um periodo de 40 dias. Avaliou-se o numero de folhas,
namero de raizes e comprimento das plantulas.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualisado com seis
tratamentos e 10 repeti¢des. Os resultados foram interpretados estatisticamente por meio

da andlise de variancia e de regressao.



58

2.3 Experimento 2. Avaliacdo de plantulas de mamoneira (Ricinus communis L.)
germinadas in vivo e submetidos a solugdo de Trifluralina a 10uM, aplicada sobre

0 meristema apical do caule.

As sementes de mamona foram colocadas para germinar em tubetes contendo
170 mm?® de substrato PlantMax, sob irrigacdo por nebulizacdo em casa de vegetacao.
15 dias apo6s a semeadura, quando as plantulas mediam aproximadamente 7 cm de
altura, foi aplicado a solucdo de Trifluralina. Foram adicionados 5 g.L™ de Agar a
solucéo de Trifluralina na concentracdo de 10 uM, a qual foi aquecida em microondas,
por 3 minutos, para dissolver o &gar e, apds descanso, a mesma apresentava consisténcia
pastosa a 40°C. Em seguida foi pipetado 15 ul dessa solucdo sobre o meristema apical
do caule de cada uma das plantulas. Apds a aplicacdo, as plantas foram cobertas com
sacos plasticos e presos com ligas ao tubete para manter a alta umidade. Os tratamentos
consistiram de controle (TO, sem trifluralina), T1 (Unica aplicacdo), T2 (duas
aplicacdes) e T3 (trés aplicacdes). Nos tratamentos com mais de uma aplicacdo, T2 e
T3, essas foram realizadas com um intervalo de 24 horas. Sete dias ap0s a aplicacdo dos
tratamentos, foram retirados os sacos plasticos e as plantas foram mantidas na casa de
vegetacao.

Para determinar a densidade de estdomatos nas folhas das plantas, foram
coletadas folhas definitivas e sobre a superficie abaxial das mesmas, aplicou-se solucéo
de acetato de celulose/acetona (1:1). Apds 5 minutos, a solucdo secou, formando um
filme de acetato de celulose, o qual foi cuidadosamente retirado com auxilio de pinca e
montado em lamina com 100 pl de agua destilada, espalhando-o e cobrindo-o com
laminula. A lamina montada foi observada ao microscopio 6ptico huma magnitude de
400x, onde foi tomada a densidade estomatal por campo observado.

Para comparar sementes de plantas sabidamente dipléide e daquelas possiveis
tetrapldides, foram colhidos 5 frutos de cada cacho por planta e tomadas as medidas de
comprimento e diametro com auxilio de paquimetro.

A comparacao entre os grdos de polen foi realizada a partir de botbes florais
masculinos com anteras recém-abertas (deiscentes), foram coletados e acondicionados
em placa de Petri estéril e apds etiquetagem, foram levadas ao laborat6rio para coleta do
polen. Com o auxilio de pinga estéril, coletou-se o polen sobre lamina de microscopio

livre de impurezas, as quais eram analisadas ao microscopio, sob uma magnitude de
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400x. Nesta magnitude, com auxilio de ocular com escala de 100 um, foram tomas as
medidas de comprimento e didmetro dos grdos de pdlen das plantas diploides e dos

possiveis poliploide.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Experimento 1: Avaliacdo da resposta morfogénica de plantulas de mamoneira
(Ricinus communis L.) germinadas in vitro e submetidos a solugéo de Trifluralina

em diferentes concentragdes por 16 horas.

Para induzir a poliploidizacdo em plantas de mamoneira, plantulas germinadas in
vitro foram tratadas com diferentes concentragdes do herbicida trifluralina (0, 5, 10, 15,
20 e 25 uM) por 16 horas, conforme descrito no material e métodos. Os resultados deste
experimento (Figura 1) indicam quando os explantes s&o tratados com o herbicida
trifluralina na concentracdo a partir de 5 uM, ocorre uma reducdo no namero de folhas
das plantulas tratadas. Foi observado, ao nivel de raiz, que apds o periodo de 16 horas
na solucéo de trifluralina, em qualquer concentracao, a formacao de um bulbo na ponta
da raiz, que aumenta em volume a medida que aumenta a concentracao da trifluralina no
meio. A reducdo no nimero de folhas (Figura 1) e comprimento de plantula (Figura 2)
foi maxima na concentracdo de 10 uM, indicando que a partir dessa concentracao, pelo
periodo de 16 horas de exposi¢cdo ao herbicida, comecam a ocorrer danos mais severos
aos explantes. Dhooghe et al, (2009), trabalhando com espécies do género Helleborus
na inducdo da poliploidizacdo in vitro, relataram os efeitos causados pelos agentes
antimitotico: colchicina, orizalina e trifluralina, sobre a viabilidade de ramos e
observaram que com orizalina ndo houve nenhum efeito, exceto para H. orientales.
Nesta espécie a taxa de sobrevivéncia diminui significativemente quando 10 uM de
orizalina foi adicionado ao meio. Similarmente, trifluralina também causou uma
diminuicdo significativa na multiplicacdo de ramos H. niger e H. orientales. Embora
tenham conseguido, de modo geral, os melhores resultados com os tratamentos de

trifluralina.
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Figura 1. Efeito das concentracfes de Trifluralina sob o nimero de folhas nas plantulas
de mamoneira (Ricinus communis L.) germinadas in vitro.

Khosravi et al., (2008) também induziram a duplicacdo cromossdmica in vitro
em espécies do género Rosa, e relataram que as maiores taxas de duplicacédo (62,5% e
66,7%), foram conseguidas quando os explantes foram tratados com 24 uM de
trifluralina e amiprofosmetil (AMP) por 48 horas, respectivamente, as quais estdo
associadas com as menores taxas de sobrevivéncia dos explantes (40% e 30% para
trifluralina e AMP, respectivamente). Resultados similares também foram obtidos
recentemente por Dhooghe et al., (2009), que induziram a formacéo de tetraploides in
vitro em Ranunculus ornamental , e verificaram que a trifluralina na concentrgdo de 2
uM resultou em altissima porcentagem de poliploidizacdo (27,5%). Por outro lado,
também relataram que o herbicida trifluralina na concentracdo de 10 uM afetou a
drasticamente viabilidade dos explantes in vitro.  Baixa taxa de sobrevivéncia pode
ser devida a distarbios fisiolégicos causados por inibidores do fuso, resultando em uma
taxa de divisdo celular reduzida (SWANSON 1957). Em adicéo, a teoria nucleotipica
proposta por Bennett (1972), sugere que o conteido de DNA celular e as taxas de
desenvolvimento sdo inversamente relacionados.

Neste experimento observou-se também a dose de 5 puM de trifluralina
aparentemente tem um efeito estimulador do crescimento (Figuras 2 e 3). Como

acontece com herbicidas como 2,4-D (2,4 é&cido diclorofenoxiacético) (MONQUERO,
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2005), uma auxina fortissima, que também é usado como regulador de crescimento na
cultura in vitro (CIDADE et al., 2006).
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Figura 2. Efeito das concentracdes de Trifluralina sob o tamanho das plantulas de
mamoneira (Ricinus communis L.) in vitro
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Figura 3. Plantulas de mamoneira (Ricinus communis L.) submetidas as concentracGes
de Trifluralina por 16 h, 30 dias apds os tratamentos.

Embora tenha-se conseguido regenerar plantas nos tratamento com 5 e 10 uM de
trifluralina, elas ndo resistiram ao processo de aclimatacéo, possivelmente, pelos efeitos
deletérios causados pelo herbicida, como relatado por Dhooghe et al., (2009)
trabalhando com tetraploidizacdo de Ranunculus. Esses autores observaram que para as

espécies desse género trifluralina na concentrgdo de 2 pM resultou em altissima
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porcentagem de poliploidizacdo (27,5%), enquanto que a 10 uM causa a morte dos
explantes. Portanto, sugerimos que em trabalhos futuros de indugéo de poliploidizacéo
in vitro, sejam avaliados outras concentragcbes menores de trifluralina, visto que as
concentracdes e tempo de exposicdo sao gendtipos dependente como preconizado por
Khosravi et al., (2008).

3.2 Experimento 2: Avaliagdo de plantulas de mamoneira (Ricinus communis L.)
germinadas ex vitro e submetidos a solucéo de Trifluralina a 10uM, aplicada sobre

0 meristema apical do caule.

Neste estudo, os polipldides foram induzidos por aplicar solugdo semi-sélida de
agar e trifluralina a 10 uM sobre o meristema apical do caule de plantas de mamoneira
(Ricinus communis L.) com 20 dias de idade e 7 cm de altura, da cultivar E1P17 A/B da
Embrapa/CNPa. A gota da solucdo de agar e trifluralina (15 pL) semi-solida foi
colocada sobre 0 meristema em crescimento, facilitando o contato entre o meristema e a
trifluralina. Na figura 4, é possivel observar que uma Unica aplicacdo da solucdo sobre
0s meristemas das plantas causou uma reducdo drastica no nimero de estbmatos da
superficie abaxial das folhas das plantas tratadas, quando comparada a plantas do

controle.
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Figura 4. Efeito da frequéncia de aplicacdo de Trifluralina em mamoneira (Ricinus
communis L.) sob 0 nimero de estdmatos por campo microscopico.
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Esse efeito permaneceu inalterado a medida que aumentou a freqiiéncia de
aplicacdo (uma ou duas vezes). Segundo Jones et al.,(2008), trabalhando com inducéo
de polipléide em plantulas de Rhododendron germinadas ex vitro e usando a mesma
metodologia empregada neste trabalho, observaram que houve uma variagdo na classe
de polipléides induzidos em funcdo do nimero de aplicagdes, € que 0 maior nimero de
plantas tetraploides (41%) foram obtidas com duas aplicacdes. Plantas com nivel
superior de ploidia, incluindo octapléides e mixoploides, foram também obtidos quando
0 numero de aplicagbes continuou aumentando. O meristema apical do caule €
composto de zonas. A zona central inclui um grupo de células na posi¢do terminal do
meristema. Essas células funcionam como células iniciais que originam outros células,
outras regides meristematicas e finalmente, os ramos (FRANCIS, 1997; KERSTTER,;
HAKE, 1997; TAX; DURBANK, 2006). Dentro da zona central existem camadas
histogénicas multiplas: LI, LIl e LI, que sdo distintas e ddo origem a linhagens
celulares e tecidos diferentes (HUDSON; GOODRICH, 1997). O desenvolvimento de
polipléides homogéneos requer o sucesso da duplicacdo cromossdmica das células
iniciais, em todas as camadas histogénicas, dentro da zona central do meristema apical.
Do contrario, mixoploides aparecerdo como um conglomerado de células variando no
nivel de ploidia, entre ou dentro das camadas histogénicas, resultante da duplicacdo
incompleta das células iniciais dentro do meristema (EISELEIN, 1994). Seguindo esse
principio, Zlesak et al., (2005). Afirmaram que é possivel produzir quimeras polipldides
a partir da aplicacdo de agentes poliploidizantes e a caracteriza-los. Inclusive afirmando
que este método é mais sensivel do que o macerado de ponta de ramos e citometria de
fluxo. Zlesak et al., (2005) também sugeriu que o nivel de ploidia na camada LI, pode
ser determinado usando o comprimento das células-guardas, o da camada meristematica
LI, pelo diametro do pélen e, por fim, o da camada LIII, pela contagem do nimero de
cromossomos de células da ponta de raiz.

As 15 plantas obtidas neste trabalho também mostraram diferencas significativas
para comprimento de estbmatos, largura de estdmatos e didametro de pdlen (Tabela 1).
Quando realizou-se o teste de Tukey para comparar o namero de aplica¢fes da solucao
de trifluralina (Tabela 2), verificou-se que o tratamento com duas aplica¢fes apresentou
melhor resposta em relacdo a comprimento de estdmato, largura de estdmato e didmetro
de pdlen. Plantas tetrapldoides de mamoneira foram obtidas pela primeira vez por
Sidorov e Sokolov (1939) apud (MOSHKIN, 1986) usando a colchicina. Essas plantas
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tetraploides, apresentavam folhas espessas, pouco palmadas, coloracdo verde-escuro, e
células muito maiores no tecido foliar. Os estdmatos das folhas e os grdos de pdlen
eram maiores do que os da planta matriz e as sementes eram 1,5 vezes maiores do que
os das plantas dipléides correspondentes (MOSHKIN, 1986). Neste experimento, as
plantas submetidas aos tratamentos com solugéo de trifluralina s&o maiores que aquelas
sabidamente dipldides (Figura 6). Os poliploides também apresentam maior
comprimento e largura de folhas, tamanho das células-guarda, significativamente
maiores, quando comparados com o controle dipldide, mas com densidade estomatal
significativamente reduzida (Figura 5a,b). Os gréos de pdlen (Figura 5c, d), tamanho da
capsula e das sementes das plantas poliploides, também sdo maiores quando
comparados as plantas dipl6ides correspondentes (Figura 5e, f). As sementes da plantas
dipldides possuem em média 12 mm de comprimento, enquanto que as possiveis
poliploides possuem um comprimento médio de 17.22 mm. Em geral, poliploides sdo
superiores aos diploides em termos de adaptabilidade genética e mais resistente ou
tolerante a estresse ambiental (SHAO et al., 2003). A poliploidia tem sido também
relacionada com a tolerancia ao frio em plantas ornamentais e a alta producdo de

biomassa ou teores de principios ativos em plantas medicinais (GAO et al., 1996).

Tabela 1. Resumo da analise de variancia da freqiéncia de aplicacdo da solucdo de
trifluralina na concentragédo de 10 1M sobre o meristema apical do caule de plantulas de
mamoneira (Ricinus communis L.) germinadas ex vitro.

Quadrado Médio

Fonte de Variagéo Comprimento dos Largura dos Diametro do
Estématos estbmatos Pélen
Tratamentos 3,4156 2.55 35,964
Residuo 1,0416 0.59 0,601
CV (%) 11.054 11.464 11.402

Tabela 2. Teste de médias da frequéncia de aplicacdo da solucdo de trifluralina na
concentra¢do de 10 uM sobre o meristema apical do caule de plantulas de mamoneira
(Ricinus communis L.) germinadas ex vitro.

Frequéncia de Compriemento de Largura de Diametro do
Aplicacdo estbmatos Estbmatos Pélen
0 78D 6.0Db 7,5 bc
1 9.1ab 6.3b 8.66 ab

2 10.3 a 7.8a 90a
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3 93a 7.0ab 6.5¢C

Médias seguidas das mesmas letras na vertical pertencem a um mesmo grupo pelo critério de Tukey
Existem varias metodologias para a identificacdo de polipldides em plantas (LI;

ZHANG, 1991; PEI, 1985; TANDON e BALI, 1957; YANG et al., 2006). Estudos
anteriores sobre plantas tetrapldides espontaneas e induzidas tem frequentemente
observado que o tamanho e numero de estdmatos, e o nimero de cloroplastos nas
células-guardas dos cloroplastos, mudam significativamente, com a duplicacdo do
nimero de cromossomos, quando comparados com o estado dipldéide (BECK et al.,
2003; COHEN e YAO, 1996; NIGEL et al., 2007; SPECKMANN et al., 1965; TAN e
DUNN, 1973; TANDON e BALI, 1957). Neste estudo, esses marcadores morfoldgicos
foram usados como uma pré-varredura para possiveis polipldides de uma populacéo de
15 plantas tratadas. Subseqiientemente, a citometria de fluxo deve ser usada para

confirmar o nivel de ploidia dessas plantas.
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Figura 5. Densidade estomatal da parte abaxial das folhas de mamoneira (Ricinus
communis L.) polipléide (a) e diploide (b). Tamanho de grdo de polen em poliploide
(c) e dipléide (d). Sementes de plantas polipldide (e) e dipldide (f).
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Figura 6. Plantas de mamoneira (Ricinus communis L.). (a) comparagdo da
altura entre plantas, a esquerda diploides e a primeira a direita, possivel
poliploide. (b) Inflorescéncia de plantas diploides. (c) Possivel polipldide.
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6. CONCLUSAO:

Apos o desenvolvimento deste estudo € possivel concluir que:

1. Para a inducdo in vitro de polipléides de mamoneira deve-se testar
concentragdes inferiores a 10 uM ou diminuir o tempo de exposigéo de 16

horas;

2. A melhor concentracdo para inducdo de poliploides de mamoneira em
plantas germinadas ex vitro foi de 2 aplicacfes de 10 uM, aplicada sobre o

meristema apical;

3. As medidas de tamanho e de densidade de estdmatos como uma varredura
em estagio preliminar, e medir o comprimento do fruto ou tamanho da
semente, representa um método relativamente simples e disponivel para a
identificacdo de plantas polipldides de mamoneira, portanto variagdes
morfoldgicas tais como: folhas maiores e mais expessas, coloracdo verde
mais escura, estbmatos maiores, densidade estomatal menor na epiderme
foliar inferior, e maior diametro do polen, sdo importantes na identificacdo
de plantas polipléides em mamoneira. Estes resultados devem ser

confirmados com o auxilio da citometria de fluxo.
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