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RESUMO

Objetivou-se, com o presente trabalho, avaliar a crioconservagéo de eixos embrionarios de mamona
(Ricinus communis L) como método alternativo de conservagdo do patriménio genético da espécie.
Sementes das cvs. BRS188 Paraguacu e BRS 149 Nordestina foram desinfectadas superficialmente e
postas para embeber em agua bidestilada esterilizada durante 24 horas. Eixos embrionarios foram
isolados das sementes em camara de fluxo laminar, onde permaneceram em dessecacao por 0, 30, 60
e 90 minutos e entdo imersos diretamente no nitrogénio liquido, durante 0, 5, 30 e 60 dias de
armazenamento. A viabilidade dos eixos embrionarios cultivados in vitro variou em fungao do tempo em
que 0s mesmos permaneceram dessecando. Eixos embrionarios de ambas as cultivares, dessecados
durante 90 minutos, regeneraram apds a crioconservagao, independente do tempo de permanéncia no
nitrogénio liquido, originando pléntulas normais. Eixos embrionarios com teor de agua superior a 10%,
menos de 30 minutos de dessecagéo, ndo resistiram a temperatura de nitrogénio liquido, resultando em
morte das células ou ma formacgéo de plantulas. O método empregado apresenta-se pratico e eficiente

na conservagao de germoplasma de mamona.

INTRODUCAO

A mamona é uma planta euforbiacea com ampla distribuicdo no Pais, ocorrendo em todas as
regides. Considerando-se suas caracteristicas de planta rustica e que produz bem em situagbes de
clima semi-arido, como as ocorrentes no Nordeste brasileiro, poderia ser melhor explorada, porém,
incentivos por parte do governo e disponibilidade de cultivares com caracteristicas adequadas, sao
ainda necessarios.

Segundo Leite (2004), a partir de 1999 se desenvolveu grande esforco para enriquecer a
variabilidade do banco de germoplasma de oleaginosas, em geral, e de mamona, em particular,
conservadas no Pais. O armazenamento a longo prazo de sementes de oleaginosas € dificultado em
fungéo de inlmeros mecanismos importantes estarem associados ao processo de deterioragdo como,

peroxidacdo de lipidios, acumulo de substancias, reducao na atividade enzimatica, na sintese protéica
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e na atividade respiratéria (BRACCINI et al., 2001). A crioconservagao apresenta-se como alternativa
promissora para a conservagao a longo prazo dos recursos genéticos vegetais, em virtude de paralisar
qualquer atividade metabodlica do material crioconservado. Pelo exposto, objetivou-se, com o presente

trabalho, avaliar a crioconservagéo de eixos embrionarios de mamona.

MATERIAL E METODOS

Empregaram-se sementes de mamona das cvs. BRS188 Paraguacu e BRS 149 Nordestina, as
quais, antes dos procedimentos de crioconservacado, foram padronizadas quanto ao seu teor de agua
utilizando-se a férmula proposta por Almeida et al. (1997) para promover a perda ou o0 ganho de &gua
pelas sementes, até o teor permitido para a crioconservacéo, que é de 4 a 10%, de acordo com
Almeida et al. (2002). Sementes foram esterilizadas em solugdo de 100% de &gua sanitaria, na
concentragdo de 2,5% de cloro ativo, acrescida com uma gota de Tween-20 sob agitagdo por 20
minutos, seguida de triplice lavagem em agua bidestilada esterilizada e mantidas em embebigao
durante 24 horas, para posterior extragao dos eixos embrionarios em camara de fluxo laminar.

Os eixos embrionarios obtidos foram submetidos a dessecagéo em ar estéril, pelo periodo de
0, 30, 60 e 90 minutos, na camara de fluxo laminar e, em seguida, colocados em recipientes estéreis de
polipropileno de 4,5 mL (10 eixos por frasco) e imersos diretamente no nitrogénio liquido (NL) a -196°C,
ai permanecendo 0, 5, 30 e 60 dias. A umidade dos eixos embrionarios foi determinada depois de cada
periodo de dessecagdo, pela pesagem do tecido e secagem em estufa a 103+2°C por 17 horas,
conforme recomendado pela International Seed Testing Association (ISTA, 1985), empregando-se trés
repeticdes de 30 eixos. O conteudo de umidade foi expresso em porcentagem, com base no peso
fresco.

A crioconservacao foi realizada com 40 eixos embrionarios, em quatro réplicas de 10, que
depois do periodo, os mesmos foram retirados e postos para descongelar sob temperatura ambiente,
por 60 minutos e, posteriormente, cultivados em tubos de ensaio contendo meio MS e mantidos em
camara de crescimento regulada na temperatura de 28°C, fotoperiodo de 16/8h (claro/escuro) e
intensidade luminosa de 50 umol.m-2.s1. Realizaram-se avaliagdes no 30° dia apds cultivo, mediante a
porcentagem de regeneragao e mensuragao do comprimento de plantulas.

Os dados foram analisados segundo o delineamento inteiramente casualizado em esquema
fatorial 2 x 4 x 4, sendo duas cultivares (Paraguagu e Nordestina), quatro tempos de dessecagao (0, 30,
60 e 90 minutos) e quatro periodos de armazenamento dos eixos embrionarios (0, 5, 30 e 60 dias),

procedendo-se analise de regressdo polinomial, para cada cultivar, em funcdo do tempo de
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dessecacao e do periodo de armazenamento, utilizando-se dos modelos de superficies de resposta,

selecionando aquele em que todas as variaveis do modelo apresentaram contribui¢do significativa.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A dessecacdo realizada nos eixos embriondrios para dar inicio ao processo de
crioconservagéo, conduzido em camara de fluxo laminar pelos periodos de 30, 60, e 90 minutos,
resultou em um abaixamento da umidade inicial de 17% para 10,8%, 7,2% e 5,6%, respectivamente,
para as duas cultivares.

A regeneracdo de eixos embrionarios de mamona submetidos a crioconservagéo variou em
funcdo do tempo de sua dessecagdo em camara de fluxo laminar e do periodo de armazenamento
(Figura 1, A e B). Este fator estar diretamente relacionado com o teor de agua que os eixos continham
ao serem imersos no nitrogénio liquido. A crioconservagdo dos eixos embrionarios com 5,6% de agua
manteve a viabilidade dos mesmos em niveis elevados, superior a 80%, até o final do periodo de
armazenamento, sendo superior estatisticamente aos que foram crioconservados com umidade de
10,8%, em ambos os materiais estudados (Figura 1, A e B). A dessecagé@o por menos de 30 minutos
néo permitiu que os eixos atingissem o teor de agua limite para sua crioconservacao, ocorrendo morte
do tecido ou méa formagé&o de plantulas originadas de tais eixos. Segundo Santos (2001) isto se deve a
formagdo de cristais de gelo no meio intracelular, causando ruptura do sistema de membranas
celulares, resultando em perda da semipermeabilidade e da compartimentagdo celular; em
consequéncias disto, as células entram em colapso e morrem. Conforme se observa mediante
resultados a umidade dos eixos embrionarios no momento da crioconservacao € ponto de partida para
0 sucesso de tal pratica.

O comprimento de plantulas originadas dos eixos embrionarios de mamona teve
comportamento semelhante ao verificado para a regeneragao, havendo destaque para eixos que foram
dessecados durante 90 minutos em camara de fluxo laminar, os quais originaram maiores plantulas,
independente do tempo de armazenamento em nitrogénio liquido (Figura 2, A e B), enquanto eixos
dessecados por menos de 30 minutos néo toleraram a crioconservagdo. Gonzéales-Benito et al. (1998)
estudando a dessecagé@o e crioconservagao de eixos embrionarios de algodao, constataram maior
perda de agua durante os primeiros 30 minutos de dessecagdo em silica gel e, ainda, que eixos

embrionarios ndo-dessecados e congelados nao germinaram.
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Figura 1. Porcentagem de regeneragdo de eixos embrionarios de mamona em fungéo do tempo de
dessecagdo em camara de fluxo laminar e do periodo de armazenamento em nitrogénio liquido. (A)
cultivar BRS 188 Paraguagu e (B) BRS 149 Nordestina
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Figura 2. Comprimento de plantulas originadas de eixos embrionarios de mamona em fungéo do tempo
de dessecagdo em cadmara de fluxo laminar e do periodo de armazenamento em nitrogénio liquido. (A)
cultivar BRS 188 Paraguagu e (B) BRS 149 Nordestina

CONCLUSOES

Eixos embrionarios de Ricinus communis L., das cvs. BRS188 Paraguagu e BRS 149
Nordestina, dessecados para 5,6% do teor de agua por 90 minutos, em cdmara de fluxo laminar,

podem ser crioconservados e regenerar mais de 80% de plantulas normais in vitro.
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