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RESUMO

Considerando-se o elevado indice de contaminagdo de sementes no processo de sua multiplicagéo e a
necessidade da manuten¢éo da qualidade fisiologica das sementes de Banco de Germoplasma, objetivou-
se estudar métodos de regeneragdo da mamoneira a partir de diferentes tipos de explantes e sua
contaminagao in vitro, através dos seguintes explantes: sementes inteiras, quebradas e sem tegumento e
eixos embrionarios obtidos a partir de sementes embebidas e ndo embebidas em agua estéril. As
sementes foram desinfectadas em solugdo de hipoclorito de sédio a 2,5% de cloro ativo, durante 20
minutos. O delineamento estatistico foi o inteiramente casualizado em esquema fatorial (5 X 5) cinco tipos
de explantes, Sl (semente inteira), SQ (semente sem tegumento), EENEA (eixo embrionario obtido de
semente ndo embebida em agua esteéril) e EEEA (eixo embrionario obtido de semente embebido em agua
estéril por 24 horas) e cinco periodos de avaliagdo (5, 10, 15, 20 e 25 dias apds a inoculagdo), com 15
repeticdes e trés explantes por repeticdo. Os resultados evidenciaram correlagéo, r = -0,76 entre 0 numero
de explantes regenerados e contaminados enquanto o melhor desempenho no processo regenerativo foi

conseguido a partir da utilizagdo de eixo embrionario como explante.

INTRODUGAO
A cultura da mamona se apresenta como alternativa de relevante importancia econdémica e
social pois, dadas as suas caracteristicas, € capaz de produzir satisfatoriamente bem até sob condigdes de
baixa precipitacdo pluvial, sobressaindo-se também como alternativa para o semi-arido nordestino, onde a

cultura, mesmo tendo sua produtividade afetada, tem-se mostrado resistente ao clima adverso quando se
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verificam perdas totais em outras culturas, e serve, desta forma, como uma das poucas alternativas de
trabalho e de renda para o agricultor da regiéo (VIERA e LIMA, 2003).

Thomas (1953) afirma que a mamoneira é suscetivel a mais de 150 diferentes
microrganismos, alguns transmitidos pela propria semente. Como a manutengao da qualidade fisiolégica
da semente de um Banco de Germoplasma implica na regeneragéo de pequenas amostras de sementes, a
perda de acessos decorrente de sementes contaminadas se verifica mais intensamente no processo
convencional de multiplicagdo. Assim sendo, este trabalho objetivou avaliar métodos de regeneragéo da

mamoneira a partir de diferentes tipos de explantes e sua contaminagao in vitro .

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Biotecnologia do Centro Nacional de Pesquisa do
Algodao (Embrapa Algodéo), em Campina Grande, PB, em cujo estudo foram utilizados os seguintes tipos
de explantes: Sl (semente inteira), SQ (semente quebrada), SST (semente sem tegumento), EENEA (eixo
embrionario obtido de semente ndo embebida em agua estéril) e EEEA (eixo embrionario obtido de
semente embebida em agua estéril por 24 hora), provenientes de sementes da cultivar Nordestina, as
quais foram desinfectadas em solugao de hipoclorito de sédio com 2,5% de cloro ativo, adicionando-se
uma gota de Tween 20 para cada 100 mL de solugéo, durante 20 minutos, seguida de trés lavagens em
agua esterilizada. A inoculagéo dos explantes se deu em meio basico MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962)
sem reguladores de crescimento, acrescido de 30g/L de sacarose e 8,25 g/L de agar. O pH do meio foi
ajustado para 5,7 antes da autoclavagem, a 120°C por 20 minutos. Em todos os casos, a incubagao foi
mantida a 25+2°C com fotoperiodo de 16h luz/8h escuro e intensidade luminosa de 30umolm-2s-1. Foram
utilizados 15 recipientes por tratamento, com trés explantes cada um, e as observagdes realizadas nos
periodos de 5, 10, 15, 20 e 25 dias apds a inoculagéo, avaliando-se o numero de explantes regenerados e
contaminados. Ap6s o periodo de germinagéo foi verificada a contaminagdo por fungos nos frascos
utilizados para o cultivo in vitro, sendo incubado, durante 10 dias a temperatura de 30°C e submetido a luz
florescente e posteriormente identificados. A identificagao fitolégica foi realizada em colénia de fungos por
frasco contaminado. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em esquema

fatorial 5 x 5 (cinco tipos de explantes e cinco periodos de avaliagdo) com quinze repetigdes. Os dados

referentes ao numero de explantes regenerados e contaminados foram transformados em ~x+1 e
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analisados mediante o procedimento “General Linear Model SAS/STAT... 2000, versdo 8.2 e as médias

comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Na Tabela 1 encontra-se 0 resumo da analise a variancia referente as variaveis numero de
explantes contaminados e regenerados. Observa-se efeito significativo para tratamentos e periodos de

avaliagdo em relagdo ao nimero de explantes regenerados e contaminados, com interagao significativa
para numero de explantes contaminados.

TABELA 1. Resumo da anélise de varidncia para nimero de explantes contaminados e

regenerados
Fonte de Variagao GL Quad[ados meédios() .
Contaminagao Regeneragao
Tipos de explantes (T) 4 15,78 ** 13,41
Periodos (PA) 4 0,46 * 0,22
(TxPA) 16 0,39 0,05ns
Erro 350 0,03 0,04
CV (%) 12,861 13,104
ns ndo significativo
** Significativo (P< 0,01)

(1) Dados transformados emy = +/x+1

O resultado do desdobramento da interacdo tipos de explantes x periodos de avaliagao
relativo ao numero de explantes contaminados € apresentado na Tabela 2, na qual se verifica que as
médias de contaminagdo dos tipos de explantes S| (semente inteira) e SQ (semente quebrada) nao
diferiram estatisticamente entre si; entretanto, o tipo de explante Sl apresentou, aos 10 dias, 100% de
contaminagéo. Os tipos de explantes EENEA e EEEA indicaram os menores valores de contaminag&o.
Este alto valor de contaminagdo em sementes de mamona com tegumento também foi constado por

Carvalho et al. (2002), o que, pode ser atribuido a ineficiéncia do tratamento de desinfestagao utilizado.

TABELA 2. Valores médios do nimero de explantes contaminados nos periodos de avaliagéo
Tipos de explantes Periodos (dias)
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5 10 15 20 25
S 2,33A 3,00A 3,00A 3,00A 3,00A
SQ 240 A 240 A 2,40 A 240 A 2,40 A
SST 0,20B 0,20B 0,20B 0,40B 2,60 A
EENEA 0,00B 0,00B 0,00B 0,00B 0,00B
EEEA 0,00B 0,00B 0,00B 0,00B 0,00B

CV (%) 12,861
Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de

Tukey, a 5% de probabilidade

Sl (semente inteira), SQ (semente quebrada), SST (semente sem tegumento), EENEA (eixo embrionério

a partir de sementes ndo embebidas em agua estéril), EEEA (eixo embrionario a partir de sementes

embebidas em agua estéril por 24 horas)

Na Figura 1, encontram-se os valores médios de regeneracdo em funcéo do tipo de explante
utilizado, na qual se observa, que 0 maior numero de explantes regenerados ocorreu quando se utilizaram
os tipos de explantes SST, EENEA e EEEA, com média de 2 explantes. Os tipos de explantes Sl e SQ,
mostraram valores médios menores de regeneragéo, observando-se correlacdo negativa entre 0 nimero
de explantes regenerados e contaminados, estimado em r = -0,76. Nesta Figura, também se pode observar
que as sementes sem tegumento apresentaram valores superiores em relagdo as sementes inteiras e
quebradas devido, provavelmente, a maior facilidade de regeneracdo pela extracdo do tegumento e a
menor interferéncia de microrganismos. Para os tipos de explantes eixo embrionario obtido de semente
nao embebida em agua estéril e eixo embrionario obtido de semente embebida em agua estéril, ndo se
verificou efeito dos periodos de avaliagéo sobre a contaminagéo dos mesmos.

Na Figura 2 encontra-se 0 numero de sementes inteiras contaminadas em fungéo dos
periodos de avaliagéo, na qual se constata crescimento do nimero de explantes contaminados até 10 dias
apbs a inoculagdo. Apo6s este periodo, houve estabilidade no nimero de sementes contaminadas, cujo
valor estimado foi de 2,86 caracterizando uma resposta linear em Plateau. Verifica-se também que 92% da

variabilidade se explicam através do modelo considerado.
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Numero médio de
explantes regenerados

SI | SQ | SST | EENEA | EEEA
Tipos de explantes

Fig 1.. Valores médios do numero de explantes regenerados em fungdo do tipo de explante. Si
(semente inteira), SQ (semente quebrada) SST (semente sem tegumento), EENEA (eixo
embrionario ndo embebido em agua estéril) e EEEA (eixo embrionario embebido em agua

esteéril).
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Fig 2. NUmero de sementes inteiras contaminadas em fungéo dos periodos de avaliagéo

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

Os fungos encontrados induzem a formagao de vérias doengas, no entanto, provocam danos
as sementes, por exemplo, Aspergillus e Penicililum s&o fungos caracteristicos ao processo de
armazenamento e provocam: a) decréscimo de germinagéo; b) descoloragéo bioquimicas; €) produgao de

toxinas; f) modificagdes celulares entre outros.(SOAVE,1987) .

CONCLUSOES
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e Os tipos de explantes EENEA (eixo embrionario obtido de semente ndo embebida em agua estéril)
e EEEA (eixo embrionario obtido de semente embebida em agua estéril), sdo os mais indicados
para o processo de regeneragdo in vitro da mamoneira.

e (s tipos de explantes Sl (sementes inteira) e SQ (sementes quebra), ndo sdo indicados para o
processo de regeneragdo in vitfro da mamoneira por apresentar alto nivel de contaminagao por
fungo género (Aspergillus flavus sp).
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