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RESUMO 

A mamoneirazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (Ricinus communis L.) tem grande importancia para a economia do semi-arido nordestino que e 

responsavel por 80% da producao nacional, mas, entre a decada de 70 e o ano 2000, a producao liquida dessa 

oleaginosa foi reduzida de 80%. Registrou-se tamb^m a existencia de uns 90 tipos diferentes de sementes 

empregadas no cultivo desta Euforbiaceae. Devido a este problema, o trabalho objetivou desenvolver tecnica de 

crioarmazenagem e de micropropagacao visando manter a estabilidade genetica de duas variedades de Ricinus 

communis ou ao menos reduzir o risco de instabilidade no tempo. Em toda a pesquisa o delineamento 

experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, sendo que, na desinfestacao das sementes os dados foram 

tornados no 14° dia da inoculacao, com arranjo fatorial 2 x 2 x 2 x 2 (2 variedades x 2 m&odos de quebra de 

dormencia x 2 concentracoes de cloro ativo x 2 periodos de descontaminacao) com dez repeticSes contendo tres 

sementes por frasco; na inducao a calogenese os dados foram tornados no 28° dia da inoculacao dos explantes, 

com arranjo fatorial 2 x 12 (2 variedades x 12 concentracoes de reguladores de crescimento) com dez repeticSes 

contendo tres explantes por frasco e na crioarmazenagem os dados foram tornados no 7° e 14° dia depois da 

semeadura, com arranjo fatorial 2 x 3 x 2 x 2 (2 variedades x 3 periodos de crioarmazenagem x 2 temperaturas de 

crioarmazenagem x 2 tipos de acondicionamento) com oito repeticoes de vinte e cinco sementes cada. Os dados 

obtidos foram submetidos a analise de variancia e as medias dos fatores qualitativos comparados pelo teste de 

Tukey, a 5% de probabilidade. Com os resultados obtidos concluiu-se que: o nfvel critico de umidade para a 

crioarmazenagem das sementes das duas variedades de Ricinus communis (nordestina e pernambucana) encontra-

se entre 4 e 10% base umida; as sementes das variedades de Ricinus communis estudadas obtiveram uma melhor 

performance na sua qualidade fisiologica aos trinta dias de sua crioarmazenagem e podem ser crioarmazenadas 

tanto no vapor (-176 °C) como na imersab (-196 °C) em nitrogenio liquido; o canister de aluminio utilizado para 

acondicionar as sementes mostrou-se superior ao de PVC; a melhor metodologia para a desinfestacao de 

sementes das duas variedades de Ricinus communis estudadas e a que utiliza sementes sem tegumento 

esterilizadas em solucao com 2,0% de cloro ativo durante 10 minutos; a melhor producSo de calos friavel foi 

obtida com explante do hipocotilo em meio composto por 1,0 mg.l'
1

 de ANA com 2,0 mg.l"
1

 de 2iP (MS 10) para 

a variedade nordestina e o meio composto por 1,0 mg.l"
1

 de ANA com 2,0 mg.l"
1

 de BAP (MS6) para a variedade 

pernambucana. 
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SUMMARY 

The castorzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (Ricinus communis L.) has great importance for the economy of the half-barren northeastern that is 

responsible for 80% of the national production, but between the decade of 70 and the year 2000, the liquid 

production of this oleaginous was reduced at 80%. The existence of about 90 different types of seeds used in the 

culture of this Euphorbiaceous was also registered. According to this problem the objective of this was work to 

develop a technique of cryoconservation and micropropagation aiming during to keep the genetic stability of two 

varieties of Ricunus communis or at least reducing the risk of instability during the time. In all the research the 

used experimental delineation was entirely casually, being that in the sterilized of the seeds the data was taken at 

the 14
th

 day of the inculcator, with a factorial array of 2 x 2 x 2 x 2 (2 varieties x 2 methods of dormancy in 

addition x 2 active chlorine concentrations x 2 periods of decontamination) with ten replications containing three 

seeds for bottle; in the induction callus the data had been taken in 28° day of the inoculation of the explants, with 

factorial array 2 x 12 (2 varieties x 12 concentrations of regulators of growth) with ten replications containing 

three explants for each bottle and in the crioconservation the data was taken at the 7
t h

 and 14 day after the 

sowing, with a factorial array of 2 x 3 x 2 x 2 (2 varieties x 3 periods of crioconservation x 2 temperatures of 

crioconservacion x 2 types of preservation) with eight replications of twenty and five seeds each. The obtained 

data were submitted to analysis of variance and their averages of the qualitative factors compared by the test of 

Tukey, 5% of probability. With the obtain results it can be concluded that: the critical level of moisture for the 

crioconservation of the seeds of the two varieties of Ricinus communis (northeastern and pernambucana) was 

between 4 and 10% wet base; the seeds of the studied varieties of Ricinus communis had a better performance in 

its physiological quality at its thirty days of crioconservation and can either be cryostoraged in the vapor (-176 

°C) or by immersion (-196 °C) in liquid nitrogen; canister of aluminum to condition the seeds revealed to be 

betterthan the one of PVC; the best methodology for the decontamination of seeds of the two studied varieties of 

Ricinus communis. Is the one that uses seeds without sterilized tegument in a solution with 2,0% of active 

chlorine during 10 minutes; the best production of friables calluses was obtained by with explained of hypocotyls 

with half composition of 1,0 mg.1-1 of ANA and 2,0 mg.1-1 of 2iP (MS10) for the variety northeastern and the 

half composition of 1,0 mg.1-1 of ANA and 2,0 mg.1-1 of BAP (MS6) for the pernambucana variety. 
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1. EVTRODUCAO zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

A cultura da mamona tern grande importancia para a economia do semi-arido 

nordestino, por sua resistencia a seca, como fator fixador de mao-de-obra, gerador de emprego 

e de materia-prima indispensaveis ao desenvolvimento da regiao e do Pais (Azevedo et al., 

1997). 

O Brasil figurou, durante algumas decadas, como maior produtor mundial de 

mamona e maior exportador de seu principal subproduto, o oleo. Na safra de 1974 foram 

produzidas aproximadamente 573.000 t de mamona; ja em 2000, a producao nacional foi de 

apenas 115.0001, o que representa uma reducao liquida de 80% (Levantamento Sistematico da 

Producao Agricola, 1975 e 2001). 

A Associacao Nacional das Industrias de Mamona (ANIMA, 1991) relata que a 

situacao da ricinocultura brasileira e de descaso quase total. No Nordeste, onde se concentra a 

maior produ9ao nacional (80%) ialta semente melhorada e ha degenerescencia dos materiais 

cultivados, alem da ausencia de sistemas de cultivo mais produtivos, racionais e adaptados as 

condi9oes do semi-arido. 

No nosso pais ha uma heterogeneidade muito grande da cultura de mamona, 

cerca de 90 tipos diferentes de sementes, necessitando estudos para conservar este patrimonio 

e defini9ao das melhores para as diferentes regioes. 

Na atualidade, a agricultura do mundo depende fundamentalmente das 

sementes, logo, a manuten9ao de sua viabilidade durante o seu armazenamento e de particular 

importancia. Para Chin (1988), a maioria das sementes se mantem viaveis por mais tempo 

quando secas e armazenadas a baixas temperaturas, em recipientes fechados. 

18 
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Os termos sementeszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA ortodoxas e recalcitrantes, introduzidos por Roberts 

(1973) descrevem o comportamento das sementes durante o seu armazenamento. As sementes 

ortodoxas podem ser secas e conservadas a baixas temperaturas durante longos periodos de 

tempo, no entanto as recalcitrantes perdem sua viabilidade quando secas abaixo de um, 

relativamente elevado, nivel critico de umidade (12 - 13% b.u.). 

As tecnicas de conservacao de recursos fitogeneticos serao tanto mais efetivas 

quanto maior for o conhecimento que se adquira da fisiologia do material a conservar, seja 

este semente, propagulo vegetativo ou polen. Concretamente, os estudos sobre fisiologia da 

semente estao adquirindo nos dias atuais uma importancia que encontra suajustificacao muito 

maior no interesse de suazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA conserva9ao que na sua multiplica9ao em escala comercial. 

A conserva9ao ex situ surge como alternativa aos problemas que planeia a 

conserva9ao in situ, ja que o estudo da especie no proprio ecossistema resulta num trabalho 

moroso e caro, e as vezes inviavel. 

Entre as alternativas a conserva9ao de sementes fora de seu ambiente se 

apresenta a crioconserva9ao que utiliza o congelamento rapido a baixas temperaturas como 

metodo de conserva9ao do material vivo, por meio da redu9ao ou inibi9ao total do seu 

metabolismo, sem causar danos ao material vegetal, pois se obtem a vitrifica9ao das celulas, 

isto e, os componentes celulares solidificam, formando um vidro, sem haver forma9ao de gelo. 

Sendo a conserva9ao em mtrogenio liquido (-196 °C) apontado como o metodo mais seguro 

para manter por periodos teoricamente ilimitados os recursos fitogeneticos (Gonzalez-Amao, 

2000). 

A expressao "cultivo in vitro de plantas" e utilizada para denominar de forma 

generica um conjunto de tecnicas nas quais, ao menos em algum momento do seu 

desenvolvimento, recorre-se ao cultivo do material em condi9oes assepticas dentro de um 

recipiente, mais ou menos hermetico contendo um meio nutritivo sintetico, sobre condi9oes 

ambientais controladas. 

Por meio da multiplica9ao vegetativa in vitro se dirige o crescimento e o 

desenvolvimento do explante, permitindo a obten9ao, em um curto periodo de tempo, a um 

grande mimero de individuos geneticamente identicos entre si e ao material vegetal de partida, 

independentemente da epoca do ano e em um espa90  fisico reduzido. 

19 
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As tecnicas de cultivozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA in vitro sao utilizadas para a conservacao de 

germoplasma, tanto a medio quanto a longo prazo, sendo necessario, paratal fim, muitas vezes 

recorrer a micropropaga9ao da especie ou variedade que se deseja conservar. 

Desta forma pode-se enumerar como os principals objetivos da conservafao in 

vitro: (a) manter a estabilidade genetica do material conservado ou ao menos reduzir os riscos 

de instabilidade no tempo; (b) evitar os subcultivos regulares, pelos riscos da varia9ao 

somaclonal e custo; (c) permitir a propaga9ao em grande escala; (d) obter aplicabilidade a um 

grande numero de especies e genotipos; (e) permitir o intercambio de material vegetal de 

forma rapida e eficiente; (f) desenvolver uma tecnologia economica e simples que diminua o 

trabalho. 

Entretanto, de acordo com o objetivo e o tipo de cultura, existem tres fatores os 

quais estao relacionados entre si e que devem estar sempre em mente das pessoas envolvidas 

com a cultura de tecidos: a metodologia de obten9§o de prepare e de desinfesta9ao do material 

vegetal, a composi^ao do meio nutritivo e as condi9oes do ambiente fisico da sala de 

crescimento e do recipiente de cultivo (Aitken-Christie et al., 1995). 

Em razao da importancia da cultura da mamona para o Nordeste do Brasil e dos 

problemas em que se encontra a ricinocultura brasileira, realizou-se o presente trabalho 

visando desenvolver tecnicas de conserva9ao ex situ para duas variedades de mamona com o 

objetivo geral de manter a estabilidade genetica do material conservado ou ao menos reduzir o 

risco de instabilidade no tempo, com uma tecnologia simples e economica e, como 

especificos: 

V determinar o Nivel Critico de Umidade para a Crioarmazenagem 

(NCUC) de sementes de duas variedades de Ricinus communis (nordestina e pernambucana). 

S avaliar a qualidade fisiologica das sementes de duas variedades de 

Ricinus communis (nordestina e pernambucana) submetidas a crioconserva9ao no vapor (-176 

°C) e na imersao (-196 °C) em nitrogenio liquido, acondicionadas em canister de PVC e de 

aluminio, durante 3, 30 e 60 dias de Crioarmazenagem; 
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SzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA estabelecer metodologia para a desinfestacao de sementes de duas 

variedades de Ricinus communis, utilizando hipoclorito de sodio (NaOCl) e como substrato 

para a germinacao o meio MS; 

S comparer o Incremento de Peso Unitario (IPU) de calos produzidos a 

partir de segmentos do hipocotilo de duas variedades de Ricinus communis, cultivadas in vitro 

em meios MS modificados e suplementadas com auxina (ANA) e citocinina (BAP, C1N e 

2iP). 
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

2.1. Descricao Geral, Importancia e Origem da Especie 

A mamoneira pertence a classe Dicotiledoneae, serie Geraniales, femilia 

Euforbiaceae e especiezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Ricinus Communis L. Entre os seus parentes mais proximos estao a 

mandioca, a seringueira e o pinhao. Apresenta grande variacao quanto ao porte, a colorafao 

da folhagem e do caule, ao tamanho da semente a cor e ao conteudo de oleo; sua semente e 

carunculada de forma e tamanho variado, podendo apresentar varias cores; sendo basicamente 

constituida por canincula, radicula, hipocotilo, cotiledone, endosperma, tegumento externo e 

pelicula (Weiss, 1983). 

Segundo Azevedo et al. (1997) a cultura da mamona reveste-se de grande 

importancia para a economia do semi-arido nordestino, tanto como cultura alternativa de 

reconhecida resistencia a seca, como fetor fixador de mao-de-obra, gerador de emprego e de 

materia-prima indispensavel ao desenvolvimento da regiao e do pais. Seus restos culturais 

podem devolver ao solo 20 tha"
1 de biomassa e as folhas podem servir de alimento para o 

bicho da seda. Sua haste, alem da celulose para a febricacao de papel, pode fomecer materia-

prima para tecidos grosseiros e, das sementes, sao extraidos a torta e o oleo, que e tido como 

um dos mais versateis da natureza, de qualidade so comparavel a do petroleo, com a vantagem 

de ser um produto renovavel e barato. 

Os botanicos nao chegaram a uma conclusao quanto a origem da mamoneira, 

visto que, ela tern uma ampla disseminacao, uma otima adapta9ao e se estabelece como planta zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

-zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA -
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nativa nas diferentes partes do mundo. O Leste africano, particularmente a Etiopia, parece ser 

o seu centro de origem (Weiss, 1971 e 1983). Azevedo et al. (1997) cita que para melhoristas 

sovieticos ha quatro principals centros de origem: a regiao iraniana-afega-sovietica, a 

Palestina/Oeste asiatico, India/China e Peninsula arabica. 

2.2. Qualidade Fisiologica das Sementes 

A qualidade de semente e o somatorio de todos os atributos geneticos, fisicos, 

fisiologicos e sanitarios que afetam a sua capacidade em originar plantas de alta 

produtividade. 

Para Puzzi (2000) a qualidade fisiologica esta relacionada com a capacidade da 

semente desempenhar funfoes vitais, como germinafao, vigor e longevidade e que os efeitos 

sobre a qualidade fisiologica, geralmente sao traduzidos pelo decrescimo na porcentagem de 

germina?ao, no aumento de plantulas anormais e pela redu9ao do vigor das plantulas. 

Almeida et al. (1999) revisando sobre sementes re lata que o primeiro atributo 

da qualidade fisiologica a ser considerado em um lote de sementes e a percentagem de 

germina9ao, que representa a capacidade da semente em dar origem a uma plantula normal. 

Assim, toda semente destinada ao plantio devera ser cuidadosamente beneficiada e 

conservada durante o periodo de armazenamento, ate o momento de sua utiliza9ao, para 

garantir a preserva9ao de sua qualidade fisiologica. 

Almeida et al. (1999) adverte que a qualidade da semente nao melhora durante 

o armazenamento e, por isso, ao ser armazenada, a qualidade inicial da semente e o fetor 

fundamental na conserva9ao da germina9ao e do vigor. 

Pesquisas realizadas por Lima et al. (1999); Cavalcanti Mata et al. (1999) e 

Sousa et al. (1999) revelaram que a germina9ao e o vigor sao influenciados pelo 

armazenamento, ocorrendo perdas mais acentuadas ao longo do periodo de armazenagem. 
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Vieira e Carvalho (1994) afirmam que a altura ou comprimento da planta visa 

determinar o vigor relativo de um lote de sementes, avaliando-se a altura media das plantas, 

baseado no principio de que sementes que produzem plantas com maiores valores de 

comprimentos medios da parte aerea sao consideradas mais vigorosas, e que o peso da materia 

seca da planta visa determinar o valor relativo de um lote de sementes, avaliando-se o peso 

medio da materia seca da parte aerea das plantas, baseado no principio de que sementes que 

produzem plantas com o maior peso medio de materia seca da parte aerea da planta, em sua 

fase inicial de desenvolvimento, sob condicoes de campo, sao consideradas mais vigorosas. 

Ainda os mesmos autores relatam que as principais associacoes que congregam 

tecnologistas de sementes (ISTA e AOSA) tern, cada uma, a sua definicao de vigor. 

Para a ISTA (1981): "Vigor de sementes e a soma daquelas propriedades que 

determinam o nivel potencial de atividade e desempenho de uma semente ou de um lote de 

sementes durante a germinacao e a emergencia da plantula" e para a AOSA (1983): "Vigor de 

sementes compreende aquelas propriedades que determinam o potencial para uma emergencia 

rapida e uniforme e para o desenvolvimento de plantulas normais sob uma ampla faixa de 

condicoes ambientais". 

A longevidade natural das sementes pode variar de poucos dias a centenas de 

anos, existindo relatos de sementes que se mantiveram viaveis por mais de 3.000 anos (Roos, 

1986 e Chin, 1988). 

2.3. Crioarmazenagem 

A tecnica da criopreservacao, isto e, o armazenamento em nitrogenio liquido 

(NL, -196 °C), proporciona o potencial para uma preservacao sem limites de tempo, com a 

reducao do metabolismo a niveis tao baixos que todos os processos bioquimicos sao 

significativamente reduzidos e a deterioracao biologica e virtualmente paralisada (Kartha, 
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1985). Os outros metodos de conservacao somente adiam a deterioracao por um periodo de 

tempo determinado e especifico de acordo com o material a especie em questao. 

Para Vieira (2000) a criopreservacao e uma tecnica que permite manter o 

germoplasma por varios anoszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (long term storage) sob temperatura ultra-reduzida, em geral, -

196 °C. Nessa temperatura, a movimentacao de moleculas e super reduzida e nao ha fase 

liquida na celula. A maioria das sementes tolerantes a desidratacao sobrevive a tratamentos 

criogenicos, isto e, a temperaturas abaixo de -130 °C; no entanto nesse estado, muitas das 

reacoes celulares que levam a deteriorafao sao minimizadas e se obtem longevidade 

extremamente alta, isto e, por dezenas de anos. Na pratica, devido ao seu custo relativamente 

baixo, utiliza-se nitrogenio liquido (NL -196 °C) ou o seu vapor (-150 a -180 °C) para a 

conservacao de sementes. Ja as sementes sensiveis a desseca9ao, ditas recalcitrantes, comuns 

em especies aquaticas, plantas de sementes grandes, certas especies tropicais e algumas 

arboreas nativas de areas temperadas. O coco, o cacau, a manga e a seringueira sao alguns 

exemplos de plantas com sementes recalcitrantes, que sob baixa temperatura e relativa 

umidade, sua viabilidade pode se manter por poucas semanas ou ate por alguns meses, o que 

representa muito pouco em termos de conservacao. 

Ainda Vieira (2000) relata que todos os procedimentos de criopreserva9ao tern 

uma etapa em comum, que e a de preparar a estrutura vegetal a ser conservada para a imersao 

em NL. E uma etapa de desidrata9ao para evitar a fbrma9ao de cristais de gelo no interior da 

celula, o que e fatal. A desidrata9ao pode ser induzida por cristaliza9ao do meio externo 

durante uma fase lenta de resfriamento ate atingir -30 a -40 °C. Transferindo-se rapidamente 

o material vegetal para o NL, obtem-se a vitrificaqao da celula, isto e, os componentes 

celulares solidificam, formando um vidro, sem haver forma9ao de gelo. 

Henshaw et al. (1980) alertam que embora seja possivel criopreservar varias 

partes da planta, os sistemas organizados como sementes e embrioes sao os mais adequados 

para a conserva9ao de recursos geneticos. 

A utiliza9ao do NL como um meio de armazenamento pressupoe que as 

sementes sobrevivam a exposi9ao do NL sem softer danos a sua viabilidade. 

Para Stanwood (1985) as sementes podem ser classificadas em tres grupos de 

acordo com sua sensibilidade ao dessecamento e sua tolerancia ao NL: (a) sementes tolerantes 

ao dessecamento e ao congelamento em NL, (b) sementes tolerantes ao dessecamento, mas zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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sensiveis ao congelamento em NL e (c) sementes sensiveis ao dessecamento e ao 

congelamento em NL. 

Cunha (1996) descreve que o teor de umidade da semente e, provavelmente, o 

mais critico fator para o sucesso da criopreservacao e se a umidade da semente e muito alta, 

observa-se a sua morte instantanea durante o processo de congelamento e, ou, 

descongelamento. 

Existe um limite maximo de umidade para o congelamento (High Moisture 

Freezing Limit - HMFL), acima do qual a viabilidade da semente e reduzida durante o 

congelamento (Stanwood, 1985). Este limite critico e normalmente uma faixa relativamente 

estreita de umidade dentro da especie, mas pode variar entre especies. O autor relaciona no 

quadro a seguir teores de umidade critico que vai de 9,3 por cento para sementes de gergelim 

ate 27,2 por cento para feijao (Quadro 1). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Quadro 1. Limite Maximo de Umidade para Congelamento (HMFL) de sementes de algumas 

especies 

Especie Germinacao Especie 

HMFL Umidade abaixo Umidade acima de 

de HMFL HMFL zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Hordeum vulgare 20.8 98 18 

Phaseolus vulgare 27,2 99 84 

Brassica oleraceae 13,8 90 0 

Cucumis sativus 16,4 98 1 

Festuca sp 23,0 98 2 

Allium cepa 24,7 70 0 

Raphanus sativus 16,8 99 4 

Sesamum indicum 9,3 97 0 

Lycopersicon esculentum 18,5 93 0 

Triticum aestivum 26,8 96 25 

FONTE: Stanwood, 1985 

Ramos e Seijo (1999) verificaram aquisicao de tolerancia ao congelamento 

durante o desenvolvimento de sementes de ervilha (Pisum sativum L.) cv. Akabana no qual 

foi estudada em relacao as alteracoes de crescimento, acumulacao de materia seca e conteudo 

de agua. Mediante o resfriamento na imersao em nitrogenio liquido dos tecidos das sementes 
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abaixo de um determinado conteudo de agua, vitrificaram-se e em conseqiiencia as sementes 

sobreviveram ao congelamento. No entanto, as sementes colhidas depois de 35 dias do 

florescimento nao germinaram quando imersos no nitrogenio liquido, porem as colhidas 

depois de 50 dias do florescimento germinaram em 90%. 

Pence (1991) verificando a viabilidade das sementes de 237 plantas em 

processo de extincao em Ohio (USA), observou que pelo menos 25% das especies podem ser 

crioarmazenadas em nitrogenio liquido. 

Gonzalez-Benito et al. (1998) estudaram a viabilidade de sementes 

criopreservadas de algodaozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Gossypium hirsutum L. (CNPA 4M, CNPA 5M, CNPAPrecoce 1, 

CNPA precoce 2 e Coker 312), como um metodo de conservacao do patrimonio genetico, na 

qual as sementes foram submetidas a dessecacao e, ou, imersao em nitrogenio liquido. A 

germinacao nao foi afetada por nenhum dos tratamentos nas cultivares CNPA 4M, CNPA 

Precoce 1 e Coker 312 e a viabilidade das sementes das cultivares CNPA 5M e CNPA 

Precoce 2 foi reduzida quando estas sementes foram dessecadas e o teor de umidade baixou 

de 9,8 e 15,6% para 2,8 e 3%, respectivamente. Entretanto, a germinacao das sementes 

dessecadas foi aumentada depois da imersao em nitrogenio liquido. 

Almeida et al. (2000) estudaram o efeito da crioconservacao sobre 10 especies 

de leguminosas de interesse economico para a Espanha e Brasil, tendo concluido que antes de 

se generalizar o uso da crioconservacao em sementes de leguminosas, deve-se avaliar nas 

diferentes especies e cultivares, o efeito de possiveis alteracoes anatomicas sobre a viabilidade 

e vigor das sementes e, que a crioconservacao se apresentam como uma boa alternativa para a 

conservacao das sementes de Lathyrus cicera, L . sativus, Lens culinaris, Lupinus albus, 

Phaseolus vulgaris, Pisum sativum, Vica articulata, V.faba, V. monanthos e V. sativa. 

Medeiros e Cavallari (1992) relatam que Stanwood e Roos submetendo 

sementes de hortalicas e de flores a imersao em nitrogenio liquido por 7, 30 e 180 dias, 

verificaram que nao ocorreu efeito prejudicial a germinacao e ao vigor das sementes e 

apontaram o nitrogenio liquido como meio promissor a conservacao de sementes a longo 

prazo. 

Pesquisas realizadas por Chandel et al. (1995) revelaram que sementes 

recalcitrantes de cha (Camellis senensis L . O. Kuntze), Cacau (Theobroma cacoa L.) e 

Jackfruit (Artocarpus heterophyllus larmk) apresentaram mudancas nas caracteristicas zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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fisiologicas quando submetidos a dissecacao e ao congelamento/descongelamento em 

nitrogenio liquido. 

Touchell e Dixon (1993) crioarmazenaram 90 especies representando 84 

generos e 33 familias de especies nativas da regiao ocidental da Australia, na qual so 

mantiveram a germinacao 68 especies depois de duas semanas armazenadas em nitrogenio 

liquido. 

Wiesner et al. (1994) observaram quebra de cotiledones em sementes de alfafa 

apos serem submetidas ao armazenamento no vapor (-160 °C) e na imersao (-196 °C) no 

nitrogenio liquido por 24 horas, no entanto, a germinacao nao foi afetada. 

Bhat et al. (1994) relatam que as sementes de Musa balbisianazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (Ofusa 

balbisiand) com um conteudo de umidade entre 13 e 18%, apresentaram condicoes para 

sobreviver em exposicao ao nitrogenio liquido. Apos o processo, cerca de 90% dos embrioes 

germinaram originando as mudas. No entanto, o tegumento da semente foi a principal 

barreira, evitando a penetracao de agua e prevenindo a germinacao de sementes inteiras. 

A germinacao de Elettaria cordamomun maton melhorou significativamente, 

depois de tratadas as sementes com acido e lavadas em agua; tendo as sementes comteores de 

umidade compreendido entre 7,7 e 14,3% germinadas cerca de 80% depois de um ano do 

armazenamento no vapor do nitrogenio liquido (Chaudhury e Chandel, 1995). 

Iriondo et al. (1992) analizaram a influencia da conservacao em nitrogenio 

liquido em diversas especies de plantas silvestres, com teores de umidade e tempo de 

exposic5es diferentes. Os resultados nao indicaram diferencas significativas na maioria das 

especies em relacao ao percentual de germinacao, seja nas amostras de sementes com teores 

de umidade diferentes, seja nas amostras de sementes com diferentes tempos de exposicao ao 

nitrogenio liquido. 

Touchell e Dixon (1994) armazenaram, em nitrogenio liquido, especies de 

sementes nativas australianas, em que 40% se compunham de especies raras ameacadas de 

extincao no Oeste da Australia e verificaram que, apos a crioconservacao, as propriedades 

fisicas e quimicas das sementes sao preservadas. Eles avaliaram, tambem, as regras para os 

metodos in vitro de determinacao da viabilidade/recuperacao de especies de sementes 

danificadas pelo nitrogenio e com dificuldades para germinacao. 
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Gonzalez-Benito et al. (1995) nao observaram reducao da germinacao em sete 

cultivares de aipozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (Apium graveolens L.) armazenadas em nitrogenio liquido, a 

crioconservacao tambem foi aplicada em sementes sem casca de primeira qualidade. 

Zewdie e Ellis (1991) crioarmazenaram sementes de tef(Eragrostis tefzucc T.) 

e niger (Guizotia abyssinica L.) com o teor de umidade variando entre 4,4 a 14,6% e 2,7 a 

14,0% respectivamente, por 693 dias, observaram um declinio na germinacao das sementes 

crioconservadas com alto teor de umidade. 

Para se fazer da crioconservacao de sementes uma tecnica rotineira em 

laboratorio, deve-se avaliar a susceptividade dos danos que podem vir a causar as sementes 

quando exposta ao NL (Dussert et al., 2000; Lu et al., 2000; Normah et al., 2000; Quat Ng e 

Daniel, 2000; Niino e Murayama, 2000). 

Todos estes trabalhos referenciados indicam que a crioconservacao pode ser 

utilizada com sementes de inumeras plantas cultivadas desde que seja observada e avaliada a 

influencia de numerosos fetores antes da crioconservacao: conteudo de umidade das 

sementes, anatomia e as velocidades de congelamento e descongelamento (Stanwood e Bass, 

1981; Vertucci, 1989; Engelmann, 2000; Almeida, 2000). 

2.4. Cultivo In vitro 

2.4.1. Assepsia das Sementes 

O elevado grau de contaminacao e a localizacao sistemica de microorganismos 

sao responsaveis, em alguns casos, pelo insucesso da implantacao de cultura in vitro. A 

contaminacao tern prejudicado inclusive a conducao de experimentos em iuncao do reduzido 

numero de explantes obtidos. No entanto, a contaminacao em laboratorio de cultura de tecidos 
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e dependente da especie de planta a ser trabalhada, das condicoes ambientais locais, do 

treinamento dos tecnicos e das medidas de assepsias seguidas narotina laboratoriais (Pasqual 

et al., 1997). 

Por falta de literatura que descreva a metodologia de desinfestacao de sementes 

usadas na obtencao de plantas matrizes, utiliza-se a metodologia usada para fazer a 

desinfestafao dos explantes. Contudo varios compostos com acao germicida (Quadro 2) 

podem ser utilizados; os mais comuns sao o etanol e os compostos a base de cloro como o 

hipoclorito de sodio (0,5 a 2,0%) e de calcio. Algumas gotas de detergente sao comumente 

adicionadas as solucoes a base de cloro para melhorar o contato desta com os tecidos. Um 

espalhante adesivo e tambem utilizado, a exemplo do Tween 20 (1 a 2 gotas por 100 ml) o 

qual aumenta a penetracao da solucao no tecido. O uso de vacuo a solucao aumenta a 

dilatacao dos poros do propagulo, facilitando a penetracao da solucao desinfestante (Pasqual 

etal., 1997). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Quadro 2. Caracteristicas de alguns desinfestantes 

Desinfestacao ( 'oncentracao Facilidade Tempo Eficiencia 

(%) de remocao (minutos) 

Hipoclorito Ca 9 - 1 0 +++ 5-30 Alta 

Hipoclorito Na 0,5 - 2,0 +++ 5-30 Alia 

H 2 0 2 
10-12 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAl l l l l 5-15 Boa 

Br 2 H 2 0 1 - 2 +++ 2 - 1 0 Alta 

Nitrato Ag 1 + 5-30 Boa 

HgCl 2 
1 + 2 - 3 0 satisfatoria 

FONTE: Pasqual et al., 1997. 

Outros agentes usados incluem o cloreto de merciirio, o acido cloridrico, o 

cloreto de benzalconio e o peroxido de hidrogenio (agua oxigenada). Tambem sao citados 

acidos ou bases concentradas, o mertiolate, outros tipos de alcool como o isopropanol e 

algumas substancias do grupo das bases quartenarias, como os triquartenarios de amonio. No 

entanto, algumas gotas de detergente sao comumente adicionadas as solucoes a base de cloro 

para melhorar o contato desta com os tecidos. O Tween 20 e o mais utilizado em 

concentracoes de 0,01 a 0,05% (v/v), porem, detergentes normais de cozinha sao bons 

substitutes. Contudo, as concentracoes das solucoes desinfestantes assim como as 
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combinacoes dos principios ativos desinfestantes e os tempos de exposicao podem variar 

muito. Considerando a sensibilidade do tecido a ser desinfestado, manipula-se a concentracao 

da solucao e tempo de exposicao de maneira inversamente proporcional. O etanol geralmente 

e utilizado a 70% e 80% (v/v), pois acima dessa concentracao e menos eficiente e pode 

desidratar rapidamente os tecidos. Alem da acao germicida, o etanol e surfactante, e, aplicado 

inicialmente, fecilita a acao dos outros produtos. 

Carvalho et al. (2000) avaliaram a capacidade de germinacaozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA in vitro de tres 

variedades de Ricinus communis (BRS 149, BRS 188 e SIPEAL 28) apos serem desinfectadas 

em duas concentracoes de NaOCl (hipoclorito de sodio) a 2,0 e 2,5% de cloro ativo por um 

periodo de 5 e 10 minutos, no qual concluiram que o maior numero de sementes de Ricinus 

communis germinadas in vitro foram as sementes que tiveram seu tegumento removido e 

esterilizadas numa solucao de hipoclorito de sodio a 2,0% por um periodo de 10 minutos. 

Batista (2000) analisando a assepsia de sementes de gergelim em cinco 

concentracoes de hipoclorito de sodio (0; 10; 20; 30 e 40%) durante 10 minutos, concluiu que 

as melhores concentracoes de hipoclorito de sodio para desinfestacao das sementes de 

gergelim encontram-se variando entre 10 e 20%. 

Carvalho (1996) desinfestou sementes deslintadas de algodao (Gossypium 

hirsutum L.) em solucao de agua sanitaria comercial (5% de hipoclorito de sodio) a 20%, 

adicionada com uma gota de Tween 20 por cada 100ml de solucao, durante quinze minutos 

em um agitador magnetico. 

Salazar citado por Batista (2000) cultivou in vitro segmentos de plantas de 

gergelim (Sesamum indicum L.) variedades Inamar e Arawaca, proviniente de campo e de 

laboratorio. Avaliando o efeito da concentracao de hipoclorito de sodio (0; 1; 2; 4 e 8% p/v 

i.a.) ao tempo de exposicao a solucao desinfectante (0; 3; 5 e 10 min) na prevencao e 

aparecimento de microrganismos contaminantes, obtendo-se maiores porcentagens de 

sobrevivencia dos explantes em concentracao de hipoclorito de sodio a 1% de cloro ativo, 

durante 5 minutos de exposicao. 

Sementes de Vaccinium cylindraccum foram desinfectadas superficialmente 

com sucesso numa solucao de benomyl (Benlate) a 1% por 30 minutos, seguindo-se uma 

tripla lavagem com agua destilada e esterilizada, uma agitacao numa solucao de agua sanitaria 
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comercial a 10% com algumas gotas de Tween 20 (Sigma) durante 10 minutos e finalmente 

uma lavagem com seis mudancas de agua destilada esterilizada (Pereira, 1999). 

Leifert et al. (1994) referem que a utilizacao de alcool como pre-tratamento de 

uma desinfeccao com hipoclorito de sodio tem-se mostrado eficaz, por facilitar a penetracao 

desinfectando o material vegetal. 

Arello et al. (1991) esterelizaram capitulos jovens dezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Gerbera jamesonii com 

alcool a 70% por dois minutos e solucao de hipoclorito de sodio a 1,5% por vinte minutos. 

Vianna et al. (1997) observaram que o uso de desinfestantes superficiais, como 

o alcool e hipoclorito de sodio, na descontaminacao de explantes de mamoeiro, garantiram 

niveis aceitaveis de controle apenas para fungos, nao para bacterias e que a rifampicina, por 

tratamento de imersao ou introducao em meio de cultura, controlou satisfatoriamente as 

contaminacoes de carater endofitico, obtendo-se 7% de explantes sadios, sem sinais de 

fitotoxidade. 

2.4.1. Inducao a Calogenese 

Calo e um aglomerado de celulas nao organizadas, irregularmente 

diferenciadas, que se multiplicam desordenadamente e se desenvolvem a partir de tecidos 

vegetais, normalmente em respostas a injurias quimicas ou fisicas (Pasqual et al., 1997). 

Surge geralmente sobre lesao de orgaos e tecidos diferenciados, chama-se de 

inducao de calos o inicio de sua fbrmacao. E possivel a fbrmacao de calos em muitas especies 

diferentes e posteriormente estes calos podem ser cultivados em meios diferentes, no qual 

chama-se de subcultivos de calo. Em condicoes excepcionais e as vezes de forma espontanea, 

pode-se produzir a regeneracao de orgao adventicio e ou embrioes a partir de calos, em meio 

liquido, um calo pode formar massas celulares, ou celulas individuals, contudo e possivel 

regenerar plantas completas inclusive a partir de celulas individuals (Pierik, 1990). 
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Este mesmo autor descreve que qualquer tipo de tecido de orgao (raiz, talo, 

folha, flor, etc.) pode ser utilizado como material inicial para a inducao de calo. Se estes 

orgaos nao servirem ou se precisa de um calo jovem, utilizam-se embrioes (imaturos) ou 

fragmentos de plantulas. No entanto, para iniciar a formacao de calos a partir de um explante, 

recomenda-se frequentemente o fornecimento de reguladores exogenos. As exigencias de 

reguladores exogenos (tipo de regulador, concentracao, proporcao auxina/citocinina), 

dependem em grande parte do genotipo e de seu conteudo de hormonios endogenos. 

O continuo aprimoramento da tecnica de cultivo de tecidos tern permitido a 

obtencao de calos radiculares de muitas especies, tanto em monocotiledoneas quanto em 

dicotiledoneas (Klein e Edsall, 1968; Kuneida e Kerbaury, 1986; Mathur, 1992). 

Kerbaury (1999) cita que a exemplo das respostas morfogeneticas dos calos 

oriundos de orgaos da parte aerea, os calos radiculares apresentam, basicamente, o mesmo 

comportamento e expressao morfogenetica diante do sinergismo auxina/citocinina. 

Barrueto Cid (1998) descreve que em geral, calos friaveis sao induzidos a 

partir de calos compactos, obtidos inicialmente em meio solido, entretanto varias formulacoes 

minerals, tais como o MS, WH, LS e SH, acrescidas de substantias reguladoras de 

crescimento, podem ser usadas na sua inducao. 

Athama e Reddy (1983) utilizaram na regeneracao dos explantes (raiz, broto e 

folha) dezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Ricinus communis o meio MS suplementado com 2 mg.l"
1 de 2,4-D, 0,5 - 2,0 mg.l"

1 

de ANA, sendo subcultivado em meio MS suplementado somente com o 2,4-D; no entanto a 

obtencao de calos atraves de brotos foi maior (90 - 98%) seguida pela raiz (88 - 91%) e pela 

folha (73 - 83%). 

Reddy et al. (1987) obtiveram calos em Ricinus communis a partir de 

segmentos do apice do hipocotilo e de broto. Contudo, o fitohormonio CIN provou ser 

superior ao BAP na inducao de brotos, enquanto o ANA foi superior ao ALA na emissao das 

raizes dos calos provenientes dos apices dos brotos. 

Matsumoto et al. (1991) obtiveram calos embriogenicos friaveis a partir de 

folhas imaturas de mandioca (Manihat esculenta Cranz) cultivadas em meio MS modificado e 

suplementado com altas concentracoes de acido 2,4 - diclorofenociacetico (2,4-D). No 

entanto observaram que a inducao dos embrioes somaticos foi mais eficiente no meio de 

cultura suplementado com 0,1 mg.l"1 de 2,4-D + 1 mg.l"1 acido giberelico (GA3), apos duas zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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semanas de pre-cultivo num meio com 10 mg.l" de 2,4-D. Ainda verificaxam que o numero 

dos embrioes somaticos aumentou, ao ser suplementado com 1 mg.l"
1

 de GA3 ao meio, o que 

sugere que o acido giberelico tern uma importante funcao na inducao e crescimento de 

embrioes somaticos de mandioca. 

Quoirim et al. (1998) utilizaram varias combinacoes de reguladores de 

crescimento na inducao da organogenese indireta em tecidos jovens de hipocotilos e 

cotiledones dezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Acacia mearnsii cultivados in vitro, e observaram a fbrmacao de calos em 

varios meios, no entanto, gemas e raizes se desenvolveram na presenca de diferentes 

combinacoes de CIN ou TDZ e ANA quando os calos permaneceram dois a tres meses nos 

mesmos meios e as melhores taxas de regeneracao de gemas foram obtidas a partir de 

cotiledones cultivados na presenca de 2,33 a 9,30 uM de CIN ou 1,82 uM de TDZ e 2,69 uM 

deANA. 

As celulas do calo podem apresentar morfologia, tamanho, coloracao e ploidia 

variada, dependendo da especie, periodo de cultura e composicao do meio nutritivo 

(Narayanaswany, 1977). 

Bespalhok e Hattori (1997) obtiveram embriogenese somatica em Stevia 

rebaudiana usando-se floretes cultivados em meio MS adicionado de 2,4-D (9,05 e 18,10 

uM) e cinetina (0 a 9,29 uM). Quando a concentracao de 2,4-D era 9,05 uM o melhor 

tratamento foi obtido em meio sem cinetina. Quando a concentracao de 2,4-D era 18,10 uM o 

melhor tratamento foi obtido em meio adicionado de 2,32 uM de cinetina. Os calos 

embriogenicos comecaram na base da corola e ovario. 

Mendes e Goes (1996) revisando sobre meios de cultura descrevem que no 

initio dos estudos de meios nutritivos para cultura de tecidos in vitro tinha por objetivo a 

identificacao dos compostos essenciais para o cultivo de celulas e orgaos isolados das plantas. 

Por muito tempo, o meio de cultura, desenvolvido por White para o cultivo de raizes de 

tomate, foi muito utilizado. Com base no meio de White (1963) e por teste de suplementacao 

com extrato de folha de fumo, Murashige e Skoog definiram em 1962 um meio basico, para 

cultura de tecidos vegetais (conhecido como meio MS em homenagem a eles). Gamborg, 

Miller e Ojima, trabalhando com suspensao de celulas de raizes de soja, definiram em 1968 o 

denominado meio basico B5. Atualmente, os meios basicos MS e B5, com algumas 
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adaptacoes, sao os mais utilizados em laboratories de cultura de tecidos para a maioria das 

especies. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Quadro 3. Alguns meios recomendados e usados em cultura de tecidos vegetais 

Componentes B5(l) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAH(2) LS(3) MS(4) White(5) WPM(6) 

mg-r 1 Mg-r
1 

mg.r 1 mg.r 1 mg.r' mg.l
1 

MACRONUTRIENTES 

CaCl2 - 166 - - - -
Cacl2.2H20 150 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA- 440 440 - 96 

Ca(NO,)2.4H20 - - - - 300 556 

KC1 - -zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA- - 65 -
KH 2P0 4 - 68 170 170 - 170 

KN0 3 
2.500 950 1.900 1.900 80 -

K 2S0 4 - - - - - 990 

MgS04.7H20 250 185 370 370 720 370 

NaH2P04.H20 150 - - - 19 -
Na2S04 - - - - 200 -
NH.N03 - 720 1.650 1.650 - 400 
(NH4)2S04 134 - - - - -

MICRONIJTRIENTES 
CoCl2.6H20 0,025 - 0,025 0,025 - -
CuS04.5H20 0,025 0,025 0,025 0,025 0,001 0,25 

Fe(S04)3 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA- - - - 2,5 -
H3BO3 3 10 6,2 6,2 1,5 6,2 
Kl 0,75 - 0,85 0,83 0,75 -
MnS04.H20 10 - - - - -
MnS04.4H2O - 25 22,3 22,3 7 22,3 

M 0 O 3 - - - - 0,0001 -
Na2Mo04.2H20 0,25 0,25 0,25 0,25 - 0,25 

ZnS04.7H20 2 10 8,6 8,6 3 8,6 

FeEDTA 
FeS04.7H20 27,8 27,8 27,8 27,8 - 27,8 

Na2EDTA.2H20 37,2 37,2 37,2 37,2 - 37,2 

ORGANICOS 
Acido folico - 0,5 - -zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA- 2,0 
Acido indol acetico - 0 ,1 - - - -
Acido nicotinico 1,0 5,0 - 0,5 0,5 0,5 

Biotina - 0,05 - - - -
Glicina - 2,0 - 2,0 3,0 -
Mio-inositol 100 100 100 100 100 100 
Piridoxina.HCl 1,0 0,5 - 0,5 0 ,1 0,5 

TiaminaHCl 10,0 0,5 0,4 0,5 0,1 1,0 

Sacarose (g/1) 20 20 30 30 30 20 

(1) Gan*or et al., 1968; (2) Nhsch, 1969; (3) Liremaier & Skoog, 1965; (4) Murasfeige & Skoog, 1962; (5) White, 1963; (6) Wood, 1982. 



Material e Metodos zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

3. M A T E R I A L E METODOS 



Material e Metodos zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

3. M A T E R I A L E METODOS zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

3.1. Inducao a Calogenese 

3.1.1. Material Vegetal 

No desenvolvimento do presente trabalho foram utilizadas as variedades: 

nordestina e pernambucana de mamonazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (Ricinus communis), procedentes de campos 

experimentais da Embrapa Algodao, Campina Grande, PB. 

Como material de partida de Ricinus communis foi empregado sementes 

colhidas no ano agricola 1999/2000. Em laboratorio as sementes foram limpas e 

selecionadas, ficando para o trabalho as que apresentavam genrdnacao entre 70 e 90% 

(Fotografia 1). 

A germinacao das sementes foi feita, apos a retirada do tegumento e sua 

esterilizacao, em recipiente de vidro contendo o meio basico de cultivo de Murashige e 

Skoog (1962). Os ditos recipientes foram mantidos em uma camara de germinacao, com 

termoperiodo de 25°±1 °C e com um fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas de escuro. 

A fonte de iluminacao utilizada foi tubos fluorescentes de luz fria (General 

Electric), com uma intensidade de 30 umol m s , sendo que nos primeiros tres dias de 

germinacao as sementes foram mantidas no escuro. As plantulas obtidas foram utilizadas 

na producao dos explantes prirnarios. 
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FotografiazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 1.zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Variedades dezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Ricinus communis: nordestina (N) e pernambucana (P). 

Para os ensaios de inducao a calogenese das duas variedades de Ricinus 

communis, partiu-se de parte do hipocotilo (pedacos) seccionado de plantulas procedentes 

de sementes multiplicadas in vitro no Laboratorio de Biotecnologia da Embrapa - Algodao, 

em Campina Grande, PB, apos 10 dias do inicio da sua incubacao. O meio de cultivo 

utilizado para este ensaio foi o de Murashige e Skoog (1962), modificado e suplementado 

com fitohormonios: auxina e citocinina. 

3.2. Crioarmazenagem 

Para o estudo da influencia das condicoes da Crioarmazenagem em 

nitrogenio (-176 °C e -196 °C) sobre a capacidade germinativa das duas variedades de 

semente de Ricinus communis, foi realizado ensaios de germinacao e vigor, com as 

sementes contendo os seus tegumentos. Depois da determinacao do Nivel Critico de 

Umidade para a Crioarmazenagem (NCUC), realizado no Setor de Criogenia do 

Laboratorio de Armazenamento e Processamento de Produtos Agricolas do Departamento 

de Engenharia Agricola da Universidade Federal da Paraiba - UFPB, Campus I I , Campina 
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Grande, PB. Nestes ensaios estudou-se tambem o efeito da crioarmazenagem mediante a 

viabilidade das sementes acondicionadas em canister de aluminio e de PVC, durante 3, 30 

e 60 dias. O congelamento e o descongelamento foram feitos em intervalos regulares de 

tres horas para cada temperatura (+25, - 30, - 176 e - 196 °C). 

3.3. Procedimento Geral do CultivozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA In vitro 

3.3.1. Explantes Primarios 

Foram utilizadas partes do hipocotilo de plantulas obtidas depois do 10° dia 

da inoculacao das sementes das duas variedades de Ricinus communis que germinaram in 

vitro (Fotografia 2). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Fotografia 2. Plantulas de Ricinus communis germinadas in vitro. 

40 



Material e Metodos zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

3.3.2. Assepsia do Material Vegetal 

Para a assepsia do material vegetal das duas variedades dezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Ricinus 

communis estabeleceu-se a metodologia para desinfestacao das sementes utilizando-se nos 

tratamentos duas concentracoes de cloro ativo (2,0 e 2,5%), dois periodos de exposicao as 

solucoes (5 e 10 min) e dois metodos de quebra de dormencia (sementes sem caruncula e 

sementes sem tegumento); elegendo-se a desinfestacao em solucao contendo 2,0% de cloro 

ativo, durante 10 minutos em sementes sem tegumento, conforme os procedimentos que se 

segue: 

1. selecionou-se as sementes das duas variedades (nordestina e 

pernambucana) de Ricinus communis e cuidadosamente se removeu o tegumento destas 

sementes; 

2. os lotes de sementes, sem tegumentos, foram envolvidos em atadura de 

gaze e esterilizadas em uma solucao composta por 80% de agua sanitaria e 20% de agua 

destilada e desmineralizada (PbO), ou seja, foram esterilizadas a 2% de cloro ativo, 

adicionada de um espalhante adesivo Tween 20 (Polyoxythylene-sorbitan monolaurate) na 

proporcao de uma gota para cada 100 ml da solucao, em um agitador-aquecedor durante 5 

minutos; 

3. posteriormente as sementes foram lavadas por tres vezes consecutivas 

com agua destilada e esterilizada, para eliminar possiveis residuos do hipoclorito. Era 

seguida, na camara de fluxo laminar onde as sementes foram lavadas, procedeu-se a 

semeadura, distribuindo-se as sementes nos respectivos meios. 

3.3.3. Esterilizacao dos Instrumentos 
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Todo o material utilizado (Becker, erlenmeyers, fiascos de vidro, placa de 

petri com papel de filtro, etc.) foram esterilizados em estufa a ±160 °C por 

aproximadamente 3 horas. 

Os instrumentos utilizados na extracao e manipulacao dos explantes 

(bisturis, pincas, etc.), dentro da camara de fluxo laminar, foram submergidos em alcool 

(95%) e flambados antes de cada utilizacao. 

3.3.4. Recipientes de Cultivo 

Utilizou-se nos ensaios de genmnacao recipientes de vidro medindo 5 cm de 

diametro e 9 cm de altura; igualmente na inducao de calo, utilizou-se os mesmos 

recipientes, diferenciando apenas a altura do vidro que foi de 6 cm Todos os recipientes 

cultivados receberam tampa transparente de polipropileno e foram selados com parafilme. 

3.3.5. Meios de Cultivo 

O meio base utilizado em todos os ensaios de geminacao foi o MS 

(Murashige e Skoog, 1962), amplamente utilizado em cultivo de especies lenhosas, cuja 

composicao encontra-se no Quadro 4. 

No preparo das solucoes concentradas, procedeu-se como se descreve a 

seguir: 

1. pesagem dos diferentes compostos e dissolucao em agua destilada e 

desmineralizada com auxilio de um agitador-aquecedor adicionando-se agua ate o volume 

final; 
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2.zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA para o preparo da fonte de ferro os compostoszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Na2EDTA*2H20 e 

FeS04*7H20 foram pesados e dissolvidos separadamente em agua destilada e 

desrnineralizada; aquecendo-se as solucoes com o auxilio de um agitador-aquecedor. A 

estas se adicionou agua ate o volume final. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Quadro 4. Composicao das solucoes concentradas utilizadas na preparacao do meio de 

cultivo MS 

Solucao A (Macronutrientes): mg.1
1 

NH 4NO3 16.500 

KNO3 19.000 

CaCL 2*2H 20 4.400 

MgS0 4 *7H 2 0 3.700 

KH 2 P0 4 
1.700 

Solucao B (Micronutrientes): 

H3BO3 6.200 

MnS0 4*4H 20 16.900 

ZnS0 4*7H 20 8.600 

K I 830 

Na 2 Mo0 4 *2H 2 0 250 

CuS0 4*5H 20 25 

CoCl 2*6H 20 25 

Solucao C (Fonte de ferro): 

Na 2EDTA*2H 20 3.725 

FeS0 4*7H 20 2.785 

Solucao D (Vitaminas e outros suplementos organicos): 

Mioinositol 10.000 

Tiamina-HCI 10 

Piridoxina-HCI 50 

Acido Nicotinico 50 

Glicina 200 

O meio MS foi preparado a partir das solucoes contidas no Quadro 4, 

conforme procedimentos: 

1. em um Becker de 1.000 ml de capacidade, foi adicionado um volume de 

aproximadamente sua metade com agua destilada; 

2. depois, adicionou-se a solucao concentrada A, B, C e D juntamente com a 

fonte de carbono (Quadro 5); 

3. levou-se a um agitador-aquecedor, para uma boa mistura dos 

componentes, e adicionou-se agua destilada ate 0  volume final desejado; 
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4. ajustou-se o pH entre os valores 5,7 - 5,8 usando solucoes de NaOH e 

HC1 (0.01N, 0,1N, e IN) conforme o caso; 

5. transferiu-se o meio para um erlenmeyers de 1.500 ml de capacidade e 

adicionou-se 5,5 mg.l"
1

 de solidificante (Quadro 5); 

6. posteriormente o erlenmeyers contento o meio com o solidificante, era 

tampado com dupla folha de aluminio e levado ao autoclave por um tempo de 10 minutos a 

120 °C e 1 Kgf.cm
2para a dissolucao do solidificante; 

7. passados este tempo, o erlenmeyers foi retirado do autoclave e colocado 

em um agitador-aquecedor para homogeneizacao do meio; depois se distribuia 20 ml do 

mesmo porzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA frasco de vidro que eram tampados com tampas de polipropileno, selados com 

parafilme para impedir a contaminacao do meio por patogenos (anexo: Ficha 1) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Quadro 5. Quantidade de solucoes concentradas, fonte de carbono e solidificante 

necessarias para preparacao de 1 1 do meio MS 

Solucoes mg.1
1 

A 100 

B 1 

C 10 

D 10 

Fonte de carbono 

Sacarose 30 

Solidificante 

Difco bacto agar 5,5 

Para os ensaios de inducao da calogenese foram adicionados ao meio basico 

MS, descrito anteriormente, solucoes concentradas de auxina e citocinina nas combinacoes 

apresentadas no Quadro 6. 

3.3.6. Reguladores de Crescimento 
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Para os ensaios em que foram utilizados reguladores de crescimento 

(Quadro 6), adicionou-se nas diferentes combinacoes e concentracoes segundo o ensaio, 

antes de adicionar agua ate o volume final desejado, os reguladores utilizados pertencem 

aos dois grupos: 

S Auxina: 

acido naftalenoacetico (ANA) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

5 Citocininas: 

6 - benzUaminopurina (BAP) 

6 - iuriurUammopurina ou cinetina (CIN) 

6 - (y, y - dimetilalamino) purina ou isopenteniladenina (2iP). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Quadro 6. Combinacoes de auxina e citocinina adicionadas ao meio basico MS 

Meios Auxina Citocininas Meios 

ANAfmg.r
1

) BAPCmg.!
1

) CINCmg.!
1

) 2iP(mg.l
1

) 

MSI 0,5 2.0 

MS2 1,0 2,0 

MS3 0,5 4,0 

MS4 1,0 4,0 

MS5 0,5 2,0 

MS6 1,0 2,0 

MS7 0,5 4,0 

MS 8 1,0 4,0 

MS9 0,5 2,0 

MS10 1,0 2,0 

MS11 0,5 4,0 

MS12 1,0 4,0 

3.3.7. Preparacao dos Reguladores de Crescimento 

As solucoes combinadas de auxina (ANA) e citocininas (BAP, CIN e 2iP), 

foram preparadas pesando-se as quantidades desejadas de cada uma e em seguida 
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adicionado-se gotas de NaOH (Hidroxido de sodio) ou HC1 (Acido cloridrico) I N , 

respectivamente, por se tratar a primeira de um acido (ANA) e as demais (BAP, CIN e 2iP) 

de uma base. Depois eram levadas a uma agitador-aquecedor e aquecidos ate completar a 

dissolucao. Por ultimo, adicionou-se agua destilada e desmineralizada ate o volume final 

desejado. Depois de sua preparacao foram armazenadas a 4 °C ate o momento do seu uso. 

Na fase de obtencao dos explantes (germinacao) foi utilizado o meio basico 

MS (Quadro 5) semzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA adicao de fitohormonios. 

Na fase de inducao de calos foi utilizado o meio basico MS (Quadro 5) 

adicionando-se a auxina (ANA) e as citocininas (BAP, CIN e 2iP) referenciadas no item 

3.3.5 nas quantidades apresentadas na Quadro 6. Nesta fase, cada tratamento foi composto 

por dez repeticoes com tres explantes por recipiente. Posteriormente a distribuicao dos 

explantes nos recipientes, os mesmos eram pesados e levados para a sala de crescimento, 

nas mesmas condicoes de luz e temperatura descrita anteriormente, durante um periodo de 

28 dias. 

3.3.8. Obtencao e Analise dos Dados 

Na desinfestacao das sementes os dados foram tornados no 14° dia da 

inoculac&o e o delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com 

arranjo fatorial 2 x 2 x 2 x 2 (2 variedades x 2 metodos de quebra de dormencia x 2 

concentracoes de cloro ativo x 2 periodo de descontarninacao) com dez repeticoes 

contendo tres sementes por frasco (Fotografia 3). 
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Fotografia 3.zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Sementes inoculadas em meio MS 

Ja na inducao a calogenese o incremento de peso unitario dos calos foi 

calculado mediante a formula: zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Pi 

em que: 

IPU — incremento em peso unitario (grama); 

Pi = peso initial: peso recipiente com explante - peso recipiente sem 

explante (grama); 

Pf = peso final: peso recipiente com explante desenvolvido - peso 

recipiente sem explante desenvolvido (grama). 

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com 

arranjo fatorial 2 x 12 (2 variedades x 12 concentracoes de fitohormonios), com dez 

repeticoes contendo tres explantes por recipientes ao 28° dia da inoculacao. 

Contudo, tanto na desinfestacao como na calogenese os dados obtidos foram 

submetidas a analise de variancia pelo programa computacional ASSISTAT Versao 6.2 

beta (1996) e as medias dos fatores qualitativos comparados pelo teste de Tukey, a 5% de 

probabilidade. 
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3.4. Procedimento Geral de Crioarmazenagem 

3.4.1. Obtencao do Nivel Critico de Umidade para Crioarmazenagem 

Previamente aos ensaios foi estudado o Nivel Critico de Umidade para 

Crioarmazenagem (NCUC) que as sementes de cada variedade dezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Ricinus communis 

poderia suportar ao ser imersa em nitrogenio liquido e apresentar viabilidade, avaliada pela 

percentagem de germinacao e vigor das sementes crioarmazenadas. 

A obtencao da umidade initial das duas variedades de Ricinus communis foi 

feita pelo metodo padrao da estufa, conforme recomenda as Regras para Analise de 

Sementes (Brasil, 1992); calculando-se a porcentagem de umidade em base de peso umido, 

mediante a formula seguinte: 

Pi - Pf 
%U=- ^-xlOO 

Pi-t 

em que: 

U = teor de umidade, em percentagem de base umida (b.u.); 

Pi - peso inicial da subamostra (grama); 

Pf = peso final da subamostra (grama); 

t = tara do recipiente (grama). 

Para a caracterizacao do material quanto ao teor da umidade, os lotes das 

duas variedades de Ricinus Communis eram submetidas aos processos de hidratacao ou 

secagem ate estas alcancarem os teores de umidades estabelecidos para a instalacao dos 

diferentes ensaios de determinacao do NCUC (4; 6; 8; 10 e 12%, b.u.). A perda ou ganho zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

___ _ 
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de agua pelas sementes foi determinado por meio da formula recomendada por Almeida et 

al. (1997). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

100 -Ui 
Pf = Pix 

100-Uf 

em que: 

Pf = peso final da amostra (grama); 

Pi = peso inicial da amostra (grama). 

Ui = umidade inicial das sementes (% b.u.); 

Uf = umidade desejada das sementes (% b.u.); 

Para o umedecimento das sementes, tres subamostra de 200 g de cada 

variedades de Ricinus communis, foram distribuidas entre seis folhas de papel toalha 

medindo cada uma 100 x 22 cm. Em seguida estas foram umedecidas com agua destilada 

dentro de uma bandeja plastica ate a sua saturacao, deixando escorrer o excesso de 

umidade. 

Posteriormente, formaram-se rolos os quais foram colocadas em gerrninador 

a uma temperatura constante de 20+3 °C e umidade relativa de 95+2%, onde 

permaneceram ate alcancar as umidades de 8, 10 e 12% b.u., em seguida as sementes eram 

secas em papel toalha e pesadas em balanca eletronica com precisao de 0,01 g, depois 

armazenadas a 4 ±1 °C ate alcancarem a umidade de equilibrio. 

Para a secagem das sementes, duas subamostra de 200 g de cada variedade 

de Ricinus communis, foram colocadas em estufa com circulacao de ar e temperatura 

constante de 33 +2 °C ate atingirem as umidades desejadas (4 e 6% b.u.). 

O tempo de permanencia das sementes na estufa variou em funcao da 

umidade inicial dos lotes de sementes e da umidade pretendida para a crioarmazenagem. 

Todos os demais procedimentos foram os adotados no processo de umedecimento. 

Formado os lotes (200 g cada) das duas variedades de Ricinus communis 

com os teores de umidades de 4, 6, 8, 10 e 12% b.u. estabelecidas para os ensaios, estes 

eram acondicionados em tubos cilindricos de aluminio (canister), os quais, com as 

sementes, eram resfriadas em camara a -30 °C, -176 °C por um periodo de 3 horas para 
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depois serem imersos em nitrogenio liquido (NL a -196 °C), onde permaneceram por 3 

dias. 

Decorridos os 3 dias de crioarmazenamento, retirava-se os canister dos 

botijoes criogenicos e submetia as sementes a um descongelamento gradativo (-196; -170; 

-30 e ±25 °C), com intervalo de 3 horas para cada temperatura. 

Em seguida foram feitos os testes de qualidade fisiologica das sementes 

(germinacao e vigor) descritos no item 3.4.2. 

Determinado o NCUC, foi separado um lote de 2.500 sementes das duas 

variedades dezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Ricinus communis e ajustado seu teor de umidade para 6% b. u., em seguida 

foram acondicionadas em tubos cilindricos de PVC e de aluminio para posterior 

congelamento, sendo que um lote de sementes foi imerso no nitrogenio liquido (NL -196 

°C) e o outro no vapor do nitrogenio (NL -176 °C) durante 3, 30 e 60 dias de 

crioarmazenagem, depois deste periodo as sementes foram submetidas ao descongelamento 

e avaliada a sua qualidade fisiologica mediante teste de germinacao e vigor. 

3.4.2. Teste Padrao de Germinacao - TPG 

O teste de germinacao foi realizado obedecendo-se os procedimentos 

prescritos nas Regras para Analise de Sementes (Brasil, 1992), exceto o numero de 

sementes que foi de 200, em 8 repeticoes de 25 sementes (Fotografia 4). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Fotografia 4. Sementes de Ricinus communis germinadas em papel germitest 
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As sementes foram semeadas sobre papel toalha (germitest) em recipientes 

plastico de 12 x 12 x 14 cm, contendo duas folhas na base, umedecidas com agua destilada, 

e em seguida, postas dentro de um germinador a temperatura alternada de 20 e 30 °C e 

umidade relativa do ar entre 90 e 95%. 

Foram consideradas plantulas normais, aquelas que desenvolveram radicula 

e hipocotilo acima de 3 cm de comprimento, com leituras no 7° e 14° dia apos a semeadura. 

3.4.3. Testes de Vigor 

Os testes de vigor foram realizados atraves da primeira contagem do teste 

padrao de germinacao e do peso da materia seca. 

A primeira contagem de TPG foi feita de acordo com os procedimentos 

descritos em 3.4.2, conforme recomenda as Regras para Analise de Sementes (Brasil, 

1992). 

A determinacao do peso seco das plantulas consideradas normais de cada 

repeticao foi feita retirando-as do substrato e colocando-as em sacos de papel, que 

separadas por tratamento e repeticoes, eram postas para secar em estufa a 80 ±3 °C, durante 

24 horas (Vieira et al.,1994). Depois deste periodo, estas eram retiradas da estufa e 

colocadas para resfriar em dessecador por 30 minutos e em seguida pesadas em balanca 

eletronica Mettler modelo PC 440, com precisao de 0,01 g (Fotografia 5). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Fotografia 5. Peso seco das plantulas consideradas normais: nordestina (N) e 

pernambucana (P) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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3.4.4. Analise dos Dados Estatisticos 

Os dados analisados foram tornados no 7° e 14° dia depois da semeadura. 

O delineamento estatistico utilizado, neste experimento, foi o inteiramente 

casualizado em um arranjo fatorial 2 x 3 x 2 x 2 (2 variedades x 3 periodos de 

crioarmazenagem x 2 temperaturas de crioarmazenagem x 2 tipos acondicionamento) com 

oito repeticoes de vinte e cinco sementes cada. 

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia pelo programa 

computacional ASSISTAT Versao 6.2 beta (1996) e as medias dos fatores qualitativos 

comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO 
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

4.1. Nfvel Critico de Umidade para Crioarmazenagem (NCUC) 

Pela a analise de variancia, observou-se diferen9a estatistica para as variaveis zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

variedade e umidade e para a interacao dessas variaveis com a materia seca (Tabela 1). A nao 

significacao da interacao variedade versus umidade para a germinacao e sua prime ira 

contagem, descreve que as variaveis atuam isoladamente, isto e, o comportamento de uma nao 

interfere no desempenho da outra. 

Tabela 1. Analise de variancia da viabilidade das sementes de duas variedades de Ricirtus 

communis, apos a Crioarmazenagem em nitrogenio liqmdo a -196 °C, durante tnls 

dias 

Fonte de Grau de Germinacao F 1* contagem F Mat. Seca F 

variacao liberdade 

Variedade (V) 1 33,33 ** 33,33 ** 576,07 ** 
Umidade (U) 5 1138,13 ** 1138,13 ** 406,55 ** 

V x U 5 0,53 ns 0,53 ns 10,13 ** 
Residue 36 

Total 47 

** F significative ao nivel de 1 % de probabilidade 

ns F n3o sigmficativo zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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A viabilidade das variedades nordestina e pernambucana dezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Ricinus communis 

depois da crioarmazenagem por tres dias em nitrogenio liquido fbi de 71,33 e 68,00% 

respectivamente com diferenea estatistica entre elas (Tabelas 2 e 3). No entanto, quando se 

compara o valor absoluto individuais dessas medias, constata-se que nao ha diferenca marcante 

entre elas, o que se conclui que a diferenca deva-se provavelmente ao patrimonio genetko de 

cada variedade, nao tendo em vatores absolutos havido efeito da crioarmazenagem sobre a 

viabilidade das variedades estudadas (Tabela 16). Este comportamento foi observado em 

Sesamum indicum por Batista (2000) depois de submeter tres variedades de sementes desta 

oleaginosa por urn periodo de cinco dias a crioarmazenagem zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Tabela 2. Valores medios da viabilidade das sementes de duas variedades de Ricinus 

communis, apos a crioarmazenagem em nitrogenio liquido a -196 °C, durante tres 

dias 

Fatores Germinacao (%) 1" contagem (%) Mat. Seca (g) 

Variedade 

nordestina 71,33 a 71,33 a 25,51 a 

pernambucana 68,00 b 68,00 b 18,27 b 

DMS 1,17 1,17 0,61 

Teor de umidade(%) 

Testemunha 79,00 a 79,00 a 24,55 a 

4 80,00 a 80,00 a 25,43 a 

6 80,00 a 80,00 a 25,01 a 

8 78,00 a 78,00 a 24,67 a 

10 80,00 a 80,00 a 25,00 a 

12 21,00 b 21,00 b 6,70 b 

DMS 3,01 3,01 1,57 

As medias seguidas pela mesma letra nao diferem estatistkamente entre si, pelo teste de Tukey, ao nfvel de 5 % de probabilidade. 

Testemunha com 6% b.u. 

Ainda nas Tabelas 2 e 3, pode-se constatar para os niveis de umidade em que as 

sementes foram crioarmazenadas por tres dias com o objetivo de se conhecer o nivel critico de 

umidade acima do qual a semente perde sua viabilidade (NCUC), que este se encontra na feixa 

de 4 a 10 % b.u., visto que neste intervalo as medias dos fatores utilizados para deterrninar o zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

55 



Resultados e Discussao zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

NCUC nao diferiram do ponto de vista da estatistica. Porem por se tratar de uma especie rica 

em oleo, os teores menores de umidade (4 - 8%) devem ser os preferidos para a 

crioarmazenagem. Esta indicacao encontra apoio em trabalhos desenvolvidos comzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Sesamum 

indicum por Batista (2000) e por Almeida et aL (2000) que trabalharam com 10 leguminosas 

crioarmazenadas com 6 - 7% de umidade. Em conjunto estes resultados indicam para esta faixa 

de umidade que a crioarmazenagem pode ser um metodo adequado para a preservacao das 

sementes das variedades de Ricinus communis estudadas. 

Estes resultados condizem com os que estao contidos na Tabela 3, onde o efeito 

da interacao variedade versus teor de umidade deu-se apenas para a crioarmazenagem da 

semente com umidade de 12% b.u. 

Na mesma Tabela tem-se para germinacao e sua primeira contagem das 

sementes crioarmazenadas igualdade estatistica para 12% de umidade b.u., frente a testemunha, 

mas com reducao de 73,4% da sua germinacao. 

No que se refere a colheita destas sementes nas regioes produtoras do Nordeste 

do BrasiL, sabe-se que as mesmas sao colhidas com umidade em torno de 6% (Tabela 16) e pelo 

que ibi discutido anteriormente, a faixa de umidade de 4 - 8% b.u. deve ser a preferida para a 

crioarmazenagem deste material. 

Em concreto tem-se que o conteudo de umidade das sementes e um dos 

principals fatores controlador da crioarmazenagem. Sementes de alface foram danificadas 

quando crioarmazenadas com mais de 18% de umidade em b.u. (Roos e Stanwood, 1981). 

Igualmente se passou com a crioarmazenagem de sementes de Sesamum 

indicum com 12% de umidade (Stanwood, 1987). A uma taxa de congelamento de 200 T.min" 

1 a danificacao das sementes de Sesamum se registra a conteudo de umidade inferior a 6% b.u., 

o que leva a concluir que a taxa de esfriamento pode interagir com o conteudo de umidade da 

semente afetando a sobrevivencia da mesma. Este fato poe de manifesto a importancia de se 

estabelecer o NCUC. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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Tabela 3.zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Valores roedios do desdobramento da interacaozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA variedade versus teor de umidade 

para a variavel viabilidade das sementes de duas variedades de Ricinus communis 

crioarmazenadas por tres dias 

Germinacao e sua 1'contagem (%) 

Variedade Teor de umidade (% b.u.) media 
(Test.) (4) (6) (8) (10) (12) 

Nordestina 

pernambucana 

Media 

80,00 aA 

78,00 aA 

79,00 

82,00 aA 82,00 aA 80,00 aA 82,00 aA 

78,00 bA 78,00 bA 76,00 bA 78,00 bA 

80,00 80,00 78,00 80,00 

22,00 aB 

20,00 aB 

21,00 

71,33 

68,00 

69,66 

DMS/colunas = 2,87 (letras minusculas) DMS/linhaszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA = 4,26 (letras maiusculas) 

Materia seca (g) 

Variedade Teor de umidade (% b.u.) media 

(Test.) (4) (6) (8) (10) (12) 

Nordestina 

pernambucana 

Media 

28,60 aA 

20,50 bA 

24,55 

29,62 aA 29,00 aA 28,75 aA 29,20 aA 

21,25 bA 21,02 bA 20,60 bA 20,80 bA 

25,43 25,01 24,67 25,00 

7,92 aB 

5,47 bB 

3,34 

25,51 

18,27 

21,89 

DMS/colunas 1,50 (letras minusculas) DMS/linhas = 2,22 (letras maiusculas) 

As medias seguidas das mesmas letras maiusculas nas linhas e minusculas nas colunas nao diferem estatistkamente pelo teste de Tukey, 

ao nivel de 5% de probabilidade. 

Test = testemunha (6% b.u.). 

4.2. Crioarmazenagem 

A analise de variancia (Tabela 4) revelou valores significativos de F para todas 

as variaveis, com excecao da variavel temperatura, e que apenas as interacoes variedade versus 

periodo e periodo versus acondicionamento de segunda ordem nao foram significativas 

estatistkamente. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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Tabela 4.zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Analise de variancia da viabilidade das sementes de duas variedades dezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Ricinus 

communis, com teor de umidade de 6% b.u., acondicionadas em canister de PVC e 

de aluminio e crioarmazenadas durante 3, 30, e 60 dias 

Fonte de variacao Grau de 

liberdade 

Germinacao F 1* contagem F Mat. Seca F 

Variedades (V) 1 98,00 ** 98,00 ** 2729,43 ** 

Periodo (P) 2 8,66 ** 8,66 ** 3,89 * 

Temperatura (T) 1 0,22 ns 0,22 ns 0,00 ns 

Acondicionamento (A) 1 80,22 ** 80,22 ** 43,24 ** 

V x P 2 0,66 ns 0,66 ns 0,46 ns 
V x T 1 5,55 * 5,55 * 15,77 ** 

V x A 1 18,00 ** 18,00 ** 0,02 ns 

PxT 2 13,55 ** 13,55 ** 13,26 ** 

PxA 2 0,22 ns 0,22 ns 2,55 ns 

T x A 1 5,55 * 5,55 * 13,47 ** 

V x P x T 2 8,22 ** 8,22 ** 9,22 ** 

V x P x A 2 2,00 ns 2,00 ns 7,42 ** 

V x T x A 1 18,00 ** 18,00 ** 8,19** 

P x T x A 2 1,55 ns 1,55 ns 0,48 ns 

V x P x T x A 2 0,66 ns 0,66 ns 0,42 ns 

Residuo 72 

Total 95 

** F significative ao mvd de 1 % de probabilidade 

* F significative) ao mvd de 5 % de probabilidade 

ns F nao sigmfieativo. 

Nos ensaios de viabilidade das sementes crioarmazenadas por 3, 30 e 60 dias, 

revelado pelo teste de germinacao, vigor dado pela primeira contagem da gerrninacao e tambem 

pela determinacao da materia seca para as variaveis variedade, periodo, temperatura e 

acondicionamento (Tabela 5) e sua interacao de segunda ordem (Tabelas de 6 a 9), tem-se um 

comportamento similar para todos os fatores da Tabela 5, onde se verifica que a variedade 

nordestina foi superior a pernambucana e que em comparacao com os valores absolutos antes 

da crioarmazenagem estes fbram superiores em 3,0 e 1,5 pontos percentuais de viabflidade e 

2,92 e 0,33 de materia seca, respectivamente, para as variedades estudadas, na ordem 

apresentada. 

Estes resultados devem-se provavelmente as mudancas de temperatura e a 

expansao do nitrogenio liquido durante o reaquecimento que originaram uma quebra de zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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dormencia nestas sementes. A diferenca entre variedades que se observa pode ser devido a sua 

composicao quimica e, ou, a sensibilidade das sementes aos danos fisicos, conforme observado 

por Almeida et al. (2000) e por Vertucci (1989) ao afirmarem que as sementes com maior 

conteudo de oleo, parece ser mais susceptiveis a crioarmazenagem; se bem que segundo 

Iriondo et al. (1992) nao esta claro a existencia de uma correlacao entre a sensibilidade das 

sementes com a crioarmazenagem e seu conteudo de oleo. No entanto, Stanwood (1980) 

destaca que o efeito da crioarmazenagem pode variar entre cultivares da mesma especie; 

destacando sua atuacao em algumas sementes de leguminosas (Stanwood, 1985). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

TabelazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 5. Valores medios da crioarmazenagem sobre a viabilidade das sementes de duas 

variedades dezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Ricinus communis, com teor de umidade de 6% b.u., acondicionadas 

em canister de PVC e de aluminio, durante 3, 30 e 60 dias 

Fatores Germinacao (%) 1* cont. ger. (%) Mat. Seca (g) 

Variedade 

nordestina 81,00 a 81,00 a 29,32 a 

pernambucana 77,50 b 77,50 b 20,63 b 

DMS 0,70 0,70 0,33 

Periodo 

3 dias 78,50 b 78,50 b 24,70 b 

30 dias 80,25 a 80,25 a 25,27 a 

60 dias 79,00 b 79,00 b 24,94 a b 

DMS 1,03 1,03 0,48 

Temperatura 

vapor de NL 79,16 a 79,16 a 24,98 a 

imersao emNL 79,33 a 79,33 a 24,97 a 

DMS 0,70 0,70 0,33 

Acondicionamento 

canister de PVC 77,66 b 77,66 b 24,42 b 

canister de Aluminio 80,83 a 80,83 a 25,52 a 

DMS 0,70 0,70 0,33 

As medias seguidas das mesma letra nab diferem estatisticamente pelo teste de Tukey, ao nivel de 5 % de probabilidade. 

Dados da caracterizacao do material com 6 % b.u.: 

- nordestina: germinacao e primeira contagem da germinacao 78%; materia seca = 26,4g 

- pernambucana: germinacao e primeira contagem da germinacao 76 %: materia seca «• 20,3g. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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Para o fator periodo de crioarmazenagem, verifica-se uma maior germinacao aos 

30 dias, retomando esta ao ruVel initial aos 60 dias da crioarmazenagem Sobre o tema, Batista 

(2000) obteve para duas variedades dezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Sesamum indicum maior porcentagem de germinacao 

depois de 60 dias das sementes imersas em nitrogenio liquido, frente a germinacao calculada 

aos 5 e 30 dias de crioarmazenagem. Almeida et al. (2000) tambem encontraram para algumas 

sementes de leguminosas, depois de sua imersao em nitrogenio liquido, respostas heterogeneas; 

no entanto, em 6 destas amostras a viabilidade fbi menor. 

Para estes autores nem o conteudo de umidade, nem o tamanho das sementes, 

nem a velocidade de esfriamento ou de reaquecimento, parecem justificar as respostas 

observadas para a imersao em nitrogenio liquido das sementes avaliadas. 

No presente estudo o fato deveu-se provavelmente a adaptacao das sementes a 

crioarmazenagem, o que vem a concordar com Stanwood e Roos (1979) que obtiveram 91, 95 

e 93 % de germinacao para Capsicum frutescens depois de 7, 30 e 180 dias, respectivamente, 

apos a crioarmazenagem. 

A temperatura nao exerce influencia sobre a viabilidade e o acumulo de matena 

seca das duas variedades de Ricinus communis estudadas. Este comportamento se apresenta 

como uma vantagem deste material a crioarmazenagem pois o nitrogenio liquido e volatil e 

pode alterar a temperatura interna dos botijoes criobiologicos. 

Para o fator acondicionamento, o canister de PVC apresentou-se inferior 

estatisticamente ao de aluminio, provavelmente devido a velocidade de congelamento admitida 

por estes materials, sendo o canister de PVC dotado de uma menor condutividade termica que 

o de aluminio deve ter provocado um maior choque termico a semente, favorecendo a uma 

velocidade de emergencia mediante a quebra de dormeneia (Tabela 5). 

O estudo dos resultados da germinacao, sua primeira contagem e a materia seca 

deixa claros os efeitos imediatos da interacao variedade versus temperatura de 

crioarmazenagem (Tabela 6), mostrando que a variedade pernambucana comportou-se de 

forma inferior quando submetida ao vapor do nitrogenio liquido (-176 °C) e que a viabilidade 

da variedade nordestina teve o mesmo comportamento tanto na crioarmazenagem a -176 °C, 

quanto a -196 °C. Porem o comportamento da materia seca foi variavel, tendo sido maior para zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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a variedade nordestina crioarmazenada no vapor do nitrogenio liquido (-176 °C) e a 

pernambucana imersa diretamente no nitrogenio liquido. 

Resultados que em parte diferem dos obtidos por Diniz (1999) que trabalhou 

comzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Zect mays e constatou melhor viabilidade para a crioarmazenagem das sementes 

submetidas ao vapor do nitrogenio liquido (-176 °C). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Tabela 6. Valores medios do desdobramento da interacao variedade versus temperatura de 

crioarmazenagem para a variavel viabilidade das sementes com teor de umidade de 

6% b.u., submetida a crioarmazenagem em dois tipos de acondicionamento por tres 

periodos 

Germinacao e sua l
a

 contagem (%) 

Variedade Temperatura de crioarmazenagem (°C) media 

(-176) (-196) 

nordestina 

pernambucana 

media 

81,33 aA 

77,00 bB 

79,16 

80,66 aA 80,99 

78,00 bA 77,50 

79,33 79,24 

DMS/colunas = 0,99 (letras minusculas) DMS/linhas = 0,99 (letras maiusculas) 

Materia seca (g) 

Variedade (Temperatura de crioarmazenagem ("O) media 

(-176) (-196) 

nordestina 

pernambucana 

media 

29,65 aA 

20,30 bB 

24,97 

28,98 aB 29,31 

20.95 bA 20,62 

24.96 24,96 

DMS/colunas = 0,46 (letras minusculas) DMS/linhas = 0,46 (letras maiusculas) 

Medias seguidas das mesmas letras maiusculas nas Imhas e minusculas nas colunas nao diferem estatisticamente pelo teste de Tukey. ao ni\ el de 

5% de probabilidade. 

As medias estatisticamente significativas para a interacao variedades versus 

acondicionamento das sementes, de acordo com a Tabela 7, confirmam discussao apresentada 

anteriormente da superioridade da variedade nordestina sobre a pernambucana com respeho a 

sua viabilidade revelada pela germinacao, sua primeira contagem e a materia seca. Entretanto, 

tem-se mediante esta Tabela que as sementes crioarmazenadas em canister de aluminio 

mantiveram uma maior media de viabilidade que as crioarmazenadas em canister de PVC, o que 

indica efeito do material usado para acondicionar as sementes sobre o comportamento da 

geiminacao e da materia seca das variedades de mamona estudadas. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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Tabela 7. Valores medios do desdobramento da interacaozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA variedade versus acondicionamento 

das sementes para a variavel viabilidade das sementes com teor de umidade de 6% 

b.u., submetida a crioarmazenagem em dois tipos de acondicionamento por tres 

periodos 

Germinacao e sua 1" contagem (%) 

Variedade Acondicionamento das sementes em canister media 

(PVC) (aluminio) 

nordestina 

pernambucana 

media 

78,66 aB 

76,66 bB 

77,66 

83,33 aA 81,00 

78,33 bA 77,49 

80,83 79,24 

DMS/colunas = 0,99 (letras minusculas) DMS/linhas = 0,99 (letras maiusculas) 

Materia seca (g) 

Variedade Acondicionamento das sementes em canister media 

(PVC) (aluminio) 

nordestina 

pernambucana 

media 

28,78 aB 

20,07 bB 

24,42 

29,85 aA 29,31 

21,18 bA 20,62 

25,51 24,96 

DMS/colunas = 0,46 (letras minusculas) DMS/linhas = 0,46 (letras maiusculas) 

Medias seguidas das mesmas letras maiusculas nas linhas e minusculas nas colunas nab diferem estatisticamente pelo teste de Tukey, ao nivel de 

5%deprobabaidade. 

Os dados da interacao periodo versus temperatura de crioarmazenagem 

apresentados na Tabela 8 indicam que nao houve efeito estatistico do tempo (periodo de 

crioarmazenagem) sobre a viabilidade das sementes no vapor do nitrogenio liquido (-176 °C) e 

que a imersao das sementes no nitrogenio liquido (-196 °C) apresentou comportamento de 

viabilidade diferente, tendo a viabilidade aos 30 dias sida superior a de 60 dias para a 

germinacao e sua primeira contagem; no entanto, para a materia seca, tem-se igualdade 

estatistica do seu acumulo para estes dois periodos (3 e 60 dias). Com relacao as temperaturas 

da crioarmazenagem (-176 e -196 °C), as variedades tiveram o mesmo comportamento do 

ponto de vista da estatistica, com diferenca que confere superioridade para as sementes 

crioarmazenadas a -196 °C aos trinta dias frente as submetidas a -176 °C (vapor do 

nitrogenio); e de destaque que o comportamento das sementes crioarmazenadas no vapor do 

nitrogenio e diretamente no nitrogenio liquido e diferente ao longo dos tres periodos, mas com 

igualdade matematica no terceiro periodo (60 dias). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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Tabela 8.zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Valores medios do desdobramento da irrteracaozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA periodo versus temperatura de 

crioarmazenagem para a variavel viabilidade das sementes com teor de umidade de 
6% b.u., submetida a crioarmazenagem em dois tipos de acondicionamento por tres 
periodos 

Germinacao e sua 1* contagem (%) 

Periodo de Temperatura de crioarmazenagem (°C) media 
crioarmazenagem (-176) (-196) 

(dias) 

(3) 79,50 aA 77,50 cB 78,50 

(30) 79,00 aB 81,50 aA 80,25 
(60) 79,00 aA 79,00 bA 79,00 
media 79,17 79,33 79,25 

DMS/colunas = 1,46 (letras minusculas) DMS/linhas = 1,22 (letras maiusculas) 

Materia seca (g) 

Periodo de Temperatura de crioarmazenagem (°C) media 
crioarmazenagem (-176) (-196) 

(dias) 

(3) 25,19 aA 24,22 bB 24,70 

(30) 24,71 aB 25,83 aA 25,27 

(60) 25,02 aA 24,86 bA 24,94 

media 24,97 24,97 24,97 

DMS/colunas = 0,69 (letras minusculas) DMS/linhas =° 0,57 (letras maiusculas) 

As medias seguidas das mesmas letras maiusculas nas linhas e minusculas nas colunas nao diferem estatisticamente pelo teste de Tukey, ao nivel 

de 5% de probabdidade. 

Mediante a exposicao dos dados da interacao temperatura versus 

acondicionamento (Tabela 9), verifica-se igualdade estatistica para as temperaturas estudadas 

ao analisar a germinacao das sementes e sua primeira contagem quando acondicionadas em 

canister de PVC. Com a materia seca o comportamento foi diferente, as sementes 

acondicionadas em canister de PVC se comportaram com superioridade estatistica quando 

crioarmazenadas no vapor do nitrogenio liquido (-176 °C) frente as imersas diretamente no 

nitrogenio liquido (-196 °C). Para o acondicionamento em canister de aluminio, a germinacao, 

sua primeira contagem e a materia seca tiveram o mesmo comportamento do ponto de vista 

estatistico com respeito as temperaturas estudadas, tendo a temperatura de -196 °C favorecido 

a viabilidade das sementes verificadas por esses fatores. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

63 



ResultadoszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA e Discussao zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Observa-se, ainda, na referida Tabela, que entre os materials utilizados no 

acondicionamento das sementes a superioridade do canister de aluminio em relacao ao de PVC. 

Tabela 9. Valores medios do desdobramento da interacaozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA temperatura versus 

acondicionamento das sementes para a variavel viabilidade das sementes com 

teor de umidade de 6% b.u., submetida a crioarmazenagem em dois tipos de 

acondicionamento por tres periodos 

Germinacao e sua 1" contagem (%) 

Temperatura de Acondicionamento das sementes em canister media 

crioarmazenagem (PVC) (Aluminio) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

CO 
(-176) 78,00 aB 80,33 bA 79,16 

(-196) 77,33 aB 81,33 aA 79,33 

media 77,66 80,83 79,24 

DMS/colunas = 0.99 (letras minusculas) DMS/linhas = 0,99 (letras maiusculas) 

Materia seca (g) 

Temperatura de Acondicionamento das sementes em canister media 

crioarmazenagem (PVC) (Aluminio) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

CO 
(-176) 24,73 aB 25,22 bA 24,97 

(-196) 24,12 bB 25,82 aA 24,97 

media 24,42 25,52 24,97 

DMS/colunas = 0,46 (letras minusculas) DMS/linhas - 0,46 (letras maiusculas) 

As medias seguidas das mesmas letras maiusculas nas Ha has e minusculas nas colunas nao diferem estatisticamente pelo teste de Tukey, 

ao nivel de 5% de probabilidade. 

4.3. Cultivo In vitro 

4.3.1. Assepsia das Sementes zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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Atraves da analise de variancia (Tabela 10) verifica-se diferen9a estatistica para 

o fatorzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA quebra de dormencia revelada pelas variaveis pldntulas sadias e sementes 

contaminadas e que apenas a interacao quebra de dormencia versus concentracao de 

hipoclorito de sodio para a variavel pldntulas sadias apresenta diferenca estatistica. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Tabela 10. Analise de variancia de pldntulas sadias e sementes contaminadas de duas 

variedades de Ricinus communis, tratadas com hipoclorito de sodio a 2,0 e 2,5% 

durante 5 e 10 minutos, utilizando com substrato o meio MS 

Fonte de variacao Grau de liberdade Plantulas 

sadias F 
Sementes 

contaminadas F 

Variedade (V) 1 2,07 ns 0,46 ns 

Quebra de dormencia (D) 1 26,24 ** 9,72 ** 

Cone, de hipoclorito (C) 1 2,56 ns 0,90 ns 

Periodo de desinfesta9ao (P) 1 0,64 ns 0,29 ns 

V x D 1 0,23 ns 0,07 ns 
V x C 1 0,02 ns 0,07 ns 

V x P 1 0,10 ns 0,01 ns 

DxC 1 0,00 ** 0,07 ns 

DxP 1 0,02 ns 0,01 ns 

CxP 1 0,23 ns 0,16 ns 

V x D x C 1 0,02 ns 0,01 ns 

V x D x P 1 0,10 ns 0,00 ** 

V x C x P 1 0,00 ** 0,00** 

D x C x P 1 0,02 ns 0,00 ** 

V x D x C x P 1 0,00 ** 0,01 ns 

Residuo 144 

Total 159 

** F significative ao ntvel de 1% de probabilidade 

ns F nao significative 

Segundo os resultados contidos na Tabela 11, pode-se apreciar que a 

porcentagem de pldntulas sadias apresentou-se muito baixa e a de sementes contaminadas 

muito alta em todos os fatores estudados. Para o fator quebra de dormencia, observa-se uma 

superioridade estatistica de 26,67 pontos percentuais, revelado pela porcentagem de pldntulas 

sadias, com as sementes cujos tegumentos foram removidos e, de 19,17 pontos percentuais zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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para as sementes sem caruncula, frente azyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA gera9ao dezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA sementes contaminadas; tendo o 

incremento de sementes contaminadas, sem caruncula sido superior em 22,92 pontos 

percentuais ao de pldntulas sadias. Comportamento contrario foi constatado com as sementes 

em que os tegumentos nao foram removidos. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Tabela 11. Efeito dos tratamentos de assepsia em sementes de duas variedades de Ricinus 

communis na producao de plantulas em meio MS 

Fatores Plantulas Sementes 
sadias (%) contaminadas (%) 

Variedades 

nordestina 37,92 a 32,08 a 

pernambucana 30,41 a 36,25 a 

DMS 10,29 12,15 

Quebra de dormencia 

sem caruncula 20,83 b 43,75 a 

sem tegumento 47,50 a 24,58 b 

DMS 10,29 12,15 

Concentracao de NaOCl (%) 

2,0 38,33 a 31,25 a 

2,5 30,00 a 37,08 a 

DMS 10,29 12,15 

Periodo de desinfesta9ao (min) 
5 32,08 a 35,83 a 

10 36,25 a 32,50 a 

DMS 10,29 12,15 

As medias seguidas das meanas letras nao diferem estatisticamente pelo teste de Tukey, aonivel de 5% de probabilidade. 

Dados da caracterizacao do material com 6 % b.u.: 

- nordestina: germinacao e primeira contagem da germinacao 78 %: materia seca = 26,4g 

- pernambucana: germinacao e primeira contagem da germinacao = 76 %; materia seca = 20,3g. 

Os dados dos outros fatores tiveram o mesmo desenvolvimento do ponto de 

vista da estatistica, indicando que tanto as concentra95es do NaOCl quanto o tempo em que as 

sementes das duas variedades permaneceram embebidas em sofu95es a 2,0 e 2,5% deste 

produto, nao exerceram influencia na produ9ao de plantulas sadias e sementes contaminadas. 

Aprecia-se claramente que tanto as concentra95es de NaOCl quanto os periodos 

de permanencia das sementes nas duas concentra96es, controla aproximadamente 50% a zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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gera?ao de sementes nao germinadas (contaminadas). Este resultado demonstra a necessidade 

de se continuar com o estudo desta tecnica com o fim de se obter protocolos e tratamentos 

otimos para a assepsia deste material, semeado em meio MS. 

Com respeito a remo9ao do tegumento tem-se que este procedimento favorece a 

germaKteao das sementeszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA in vitro, conduzindo a se concluir que o foco contaminante 

(patogenos) e o tegumento, onde os patogenos podem alojar-se tanto externamente quanto 

internamente, fato observado mediante a dinimvucjio do numero de sementes contaminadas e o 

aumento da porcentagem de plantulas sadias decorrentes da remo9ao do tegumento. 

Comportamento similar fbi tambem observado na intera9ao quebra de 

dormencia versus concentraqdo de NaOCl, para a variavel pldntulas sadias representado na 

Tabelas 12. 

Tabela 12. Valores medios do desdobramento da intera9ao quebra de dormencia versus 

concentraqdo de NaOCl para a variavel pldntulas sadias de duas variedades de 

Ricinus communis, tratadas com hipoclorito de sodio a 2,0 e 2,5%, durante 5 e 10 

minutos, utilizando como substrato meio MS 

Plantulas sadias (%) 

Quebra de Concentracao de NaOCl (%) media 

dormencia (2,0) (2,5) 

sem caruncula 25,00 bA 16,67 bA 20,83 

sem tegumento 51,67 aA 43,33 aA 47,50 

media 38,33 30,00 34,16 

DMS/colunas = 14,55 (letras minusculas) DMS/linhas =* 14,55 (letras maiusculas) 

As medias seguidas das mesmas letras maiusculas nas linhas e minusculas nas colunas nao diferem estatisticamente pelo teste de Tukey, ao nivel 

de 5%de probabilidade 

Verifica-se tambem a um aqueda acentuada na germinacao ao comparar os 

dados da caracteriza9ab das sementes, em que as variedades nordestina e pernambucana 

obtiveram uma porcentagem de germina9ao em papel germitest em torno de 78 e 76%, 

respectivamente, com as sementes germinadas in vitro que so atingiram a porcentagem de 

germina9ao de 37,92% para nordestina e 30,41% para pernambucana (Tabela 11), levando a 

dedu9ao que o tratamento com hipoclorito de sodio (NaOCl) e, ou substrato (meio MS) 

utilizado na germina9§o das sementes interfere no metabolismo das mesmas. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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Carvalho et aL (2000) obtiveram um maior numero de sementes germinadaszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA in 

vitro com as variedades de mamona BRS 149, BRS 188 e SIPEAL, que tiveram seu tegumento 

retirado e que foram desinfestadas numa solucab de hipoclorito de sodio a 2,0% por um 

periodo de 10 minutos. 

4.3.2. inducao a Calogenese 

De acordo com a analise da variancia, observou-se diferen9a estatistica para 

variedade, concentracao de reguladores de crescimento e sua interacao variedade versus 

concentracao de fitohormonio (Tabela 13). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Tabela 13. Analise de variancia da inducao de calos de duas variedades de Ricinus communis, 

cukivadas em meio MS suplementado com reguladores de crescimento 

Fonte de variacao Grau de liberdade F 

Variedade (V) 1 169,39 ** 

Cone. Reg. Crescimento (C) 11 4,71 ** 

V x C 11 4,09 ** 

Residuo 216 

Total 239 

** F significative ao mvd de 1 % de probabilidade. 

Provavelmente devido a caracteristica de plasticidade organogenetica do 

material juvenil, os explantes utilizados, segmentos do hipocotilo, mostrou satisfatoria atividade 

em relacao a inducao de calo observado aos 28 dias do cultivo, com os tratamentos MS4, MS9, 

MS 10 e MS 11 apreserrtando um Incremento de Peso Unitario (IPU) superior a 10,6 gramas 

(Tabela 14). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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Tabela 14.zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Valores medios da inducao de calos no vigesimo oitavo dia da moculacao de duas 

variedades dezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Ricinus communis, cultivadas em meio MS suplementado com 

reguladores de crescimento 

Fatores EPU - Incremento de peso unitario (g) 

Variedade 

nordestina 11,65 a 

pernambucana 6,79 b 

DMS 0/73 

Cone, de reg. de crescimento (mg.1"1) 

ANA CIN BAP 2iP 

MSI 0,5 2,0 6,97 c 

MS2 1,0 2,0 8,73 abc 

MS3 0,5 4,0 8,40 abc 

MS4 1,0 4,0 10,71 a 

MS5 0,5 2,0 8,07 abc 

MS6 1,0 2,0 9,35 abc 

MS7 0,5 4,0 8,39 abc 

MS 8 1,0 4,0 7,49 be 

MS9 0,5 2,0 10,69 a 

MS10 1,0 2,0 10,94 a 

MS11 0,5 4,0 10,86 a 

MS12 1,0 4,0 10,05 ab 

DMS 3,02 

As medias seguidas pela mesma letra nab diferem estatisticamente entre si. pelo teste de Tukey. ao ravel de 5% de probabilidade. 

ANA - acido naftalenoacetico 

CIN — 6 — tiirtiffilaininiipuriria ou cinetina 

BAP — 6 — ben/ilaminopuniia 

2 iP- IsopentenUadenina. 

Comparando os resultados dos tratamentos acima referenciados, tem-se que os 

tratamentos MS 10 e MSI 1, em valores absolutos, deram lugar a calos com niaximo incremento 

de peso unitario. Nao obstante, pode-se observar que, em geral, todas as melhores respostas 

sobre a inducao de calos ocorreram com os meios de cultivos suplementados com ANA + 2iP, 

exceto o MS4 que foi suplementado com 1,0 mgzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA.1"
1

 ANA + 4,0 mg.1"
1

 CIN, e ainda, a 

ocorrencia de calos em todas as combinacoes ensaiadas no meio MS com 30 mgzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA.r1 de sacarose 

e 5,5 mg.r1 de agar (Fotografias 6 e 7). 

Yeomon citado por Caldas et al. (1998) consideraram que o crescimento de calo 

em diferentes especies pode ser: (1) independente de auxina e citocinina; (2) dependente de zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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auxina; (3) dependente de citociriina ou (4) dependente de ambas, auxina e citocirrina. Assirn, 

certos tecidos mostram uma dependencia total da presenca de reguladores exogenos no meio, 

enquanto outros sinteti__m as quantidades que necessitam 

Comparando o resultado da primeira parte da Tabela 14, observa-se que a 

variedade nordestina (1 l,65g) produzhi calos com maior peso que a variedade pernambucana 

(6,79g), sendo estatisticamente esta inferior aquela. 

Considerando nao somente a significacao estatistica, mas tambem o maior valor 

medio absoluto, tem-se para os meios constituidos de 1,0 mg.1"1 de ANA + 2,0 mg.1'1 de 2iP 

(MS 10) e 0,5 mgzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA.r1 de ANA + 4,0 mg.r1 de 2iP (MS11), um Incremento de Peso Unitario 

(IPU) de 10,94 e 10,86g, respectivamente, como os tratamentos de melhores resultados, e o 

menor incremento de peso unrtario na combinacao 0,5 mg.1"1 de ANA + 2,0 mg.1"1 de CIN, 

conforme se pode observar tambem com os resultados da interacao da Tabela 15. 

Resultados similares aos apresentados e discutidos foi registrado por Pescador et 

al. (2000) ao afirrnarem que a caracteristica de friabilidade e favorecida por uma alta rela9ao 

auxina/crtocinina, bem como pela adi9§o de outros componentes ao meio nutritivo, e que o 

genotipo tambem tern a facilidade de formar massa celular (calos friaveis) cuja colora9ao pode 

variar do amareb ao bege. O mesmo, ainda, relata que a liberasao de celulas a partir de calos 

friaveis e mais rapida que os calos compactos, como tambem as celulas podem apresentar 

morfologia, tamanho, colora9iio e ploidia variada, dependendo do periodo de cukivo e 

composi9ao do meio nutritivo. 

Barrueto Cid (1998) revisando sobre calos friaveis, relata ser provavel que a 

caracteristica de friabilidade e favorecida por uma aha rela9ao auxina/crtocinina, bem como pela 

adi9&o de outros componentes ao meio nutritivo, como agua de coco, ureia e prolina, e que o 

genotipo influi na facilidade de formar calos friaveis cuja colora9ao pode variar do amarelo ao 

bege. 

A significacao da intera9ab dos fatoreszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA variedades versus concentragdes de 

reguladores de crescimento sobre a indu9ao de peso unitario de calo formado de Ricinus 

communis coloca-se de manifesto que as respostas frente a estes fatores sao diferentes. Estes 

resultados evidenciam a complexidade do controle sobre respostas morfbgeneticas, zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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aparentemente simples, como o desenvolvimento de calos e a dificuldade para realizar 

generalizacao sobre o efeito dos fatores que se consideram durante o cultivozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA in vitro. 

A capacidade do explante para sobreviver, desenvolver e regenerar e uma 

consequencia de uma ampla variedade de fatores como a origem dos cultivos, historia dos 

explantes, estado fisico dos mesmos, coneentracoes endogenas de reguladores e condicoes 

gerais de cultivo, por exemplo, sais minerais, carboidratos, luz, temperatura, etc. (Hu e Wang, 

1986). 

O comportamento do Incremento de Peso Unitario (IPU) do calo de explante 

das duas variedades de Ricinus communis, avaliado aos 28 dias de cultivo (Tabela 15), 

evidencia superioridade estatistica de calos com maior media de peso (1 l,65g) para a variedade 

nordestina frente a pernambucana ( 6,79g). 

Constatou-se, ainda, que os explantes da variedade nordestina cultivada nos 

meios MS9, MS 10, MS 11 e MS 12, tiveram um desempenho superior ao dobro (media de 

14,64g) do Incremento de Peso Unitario (IPU) na formacao de calos friaveis quando 

comparado ao peso dos calos da variedade pernambucana (media de 6,63g) e com excecao dos 

meios MS5 e MS6, cujo comportamento foi igual do ponto de vista da estatistica a variedade 

nordestina proporcionou um maior incremento de peso unitario em todos os demais meios de 

cultivo ensaiados. Merecendo destacar que em valores absolutos os calos da variedade 

nordestina foram de maior peso que os da pernambucana, excerto nos meios (MS5 e MS6) em 

que a estatistica nao encontrou diferenca (Tabela 15 e Grafko 1). 

Ainda em relacao a interacao variedades versus concentragdes de reguladores 

de crescimento (Tabela 15), observa-se flutuacao na media do Incremento de Peso Unitario 

(IPU) promovido pelos meios de cultivo, tendo para cada bloco no balanco de reguladores de 

crescimento (auxina: ANA [0,5 - 1,0 mgzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA.r1] com crtocinina: BAP, CIN e 2iP [2,0 - 4,0 mg.1" 

J]), proporcionando um incremento medio de peso unitario de calo quando se elevou a 

concentracao da auxina ou da crtocinina, por exemplo, os meios MSI, MS2 e MS3 frente ao 

MS4 excerto os meios MS7 e MS8 frente ao MS6 e MSI 1 e MS 12 frente ao MS 10. 

Em resumo os dados da Tabela 15 confrrma os resultados apresentados e 

discutidos anteriormente para a Tabela 14 e Graficos 1 e 2, em que se evidencia uma zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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determinacao das condicoes especificas dos meios de cultivo e o papel primordial dos 

reguladores de crescimento. Atualmente se reconhece que a maior parte da atividade fisiologica 

das plantas esta medida pelos reguladores de crescimento, que atuam como substantias 

mensageiras, a maioria das vezes em quantidades muito pequenas. 

Para determinar as necessidades de auxinas e citocininas e import ante saber que 

as citocininas promovem a formacao de brotos, enquanto as auxinas sao profundamente 

importantes para azyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA forma9ao de raizes. Freqiientemente seus efeitos sao antagonicos: uma 

substantia inibe a acao da outra. Quando a propor9ao de auxirWcitocinina e aka existem as 

diferencia9oes das celulas ate a formacao dos brotos, porem se a concentra9ao de auxina e 

citocinina e alta, causa a fonru-jao de primordios de raizes (Hustado e Merino, 1987). 

As concentra96es de reguladores mais apropriadas dependem de cada especie, 

mas em geral as auxinas se milizam em concentrasoes que varia de 0,01 a 10,0 mgzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA.r1 e a 

citocinina de 0,01 a 30,0 mg.r1 (Pierik, 1990). No presente trabalho foram empregadas 

concentra96es de reguladores de crescimento que variam entre 0,5 a 1,0 mg.r1 da auxina ANA 

e 2,0 a 4,0 mg.1"1 das citocininas BAP, CIN e 2iP, em doze meios de indu9ao a calogenese, 

empregando no caso o meio MS (Murashige e Skoog, 1962), como o meio base. 
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Tabela 15.zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Valores medios no vigesimo oitavo dia da inoculac_o do desdobramento da interacaozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA variedade versus concentracao de 

reguladores de crescimento, para a variavel incremento de peso unitario (IPU) 

Var MSI MS2 MS3 MS4 MS5 MS6 MS7 MS8 MS9 MS10 MS11 MS12 media 

NorzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 9,47aCD 10,29aCD 10.9UBCD H59aABCD 8J9_D 9,86aCD 10,04aCD 9,36aCD 14,96aAB 15,31aA !4,70aAB l3,59aABC | jzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 55 

Per 4,46bB 7,16bAB 5,89bAB 8,83bA 7,34aAB 8,85aA 6,75bAB 5,61bAB 6,43bAB 6,58bAB 7,01bAB 6,52bAB 6,79 

Media 6,96 8,72 8,40 10,71 8,06 9,35 8,39 7,48 10,69 10,94 10,85 10,05 9,22 

DMS/colunas - 2,55 (letras minusculas) DMS/linhas = 4,28 (letras maiusculas) 

As medias seguidas das mesmas letras minusculas nas colunas e maiusculas nas linhas nSo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey, ao nlvel dezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 5% de probabilidade. 

ANA - acido naftalenoac&ico 

CIN - 6 - furfurilaminopurina ou cinetina 

BAP - 6 - benzilaminopurina 

2iP - Isopenteniladenina. 

• Balan9o de reguladores de crescimento (mg.1"1): 

• Blocol: • BlocoII: • Bloco III: 
MSI = ANA (0,5) +CIN (2,0) 

MS2 = ANA(1,0) + CIN (2,0) 

MS3 = ANA (0,5) + CIN (4,0) 

MS4 = ANA (1,0) +CIN (4,0) 

MS5 = ANA (0,5) + BAP (2,0) 

MS6 = ANA (1,0) + BAP (2,0) 

MS7 = ANA (0,5) + BAP (4,0) 

MS8 = ANA (1,0) + BAP (4,0) 

MS9 - ANA (0,5) + 2iP (2,0) 

MS10 = ANA(l,0) + 2iP (2,0) 

MSI 1 = ANA (0,5) + 2iP (4,0) 

MS 12 = ANA (1,0) + 2iP (4,0) 
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Grafico 1. Efeito da adicao de reguladores de cre_cimento para a irtteracaozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA variedades versus 

concentragao de reguladores de crescimento ao meio MS sobre o iBcremento de 

peso unitario (IPU) duas variedades de Ricinus communis, em cada meio (a) e do 

efeito dos meios sobre as variedades (b) depois do vigesimo oitavo dia da 

moculacab zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

•  NOR DPERzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA I ~ 

NOR P E R zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Variedades zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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5. CONCLUSOES zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

S O nivel critico de umidade para a crioarmazenagem (NCUC) de 

sementes de duas variedades de Ricinus communis (nordestina e pernambucana) encontra-

se entre 4 e 10% base umida; 

•S As sementes de Ricinus communis estudadas podem ser 

crioarmazenadas com a umidade de colheita que gira em torno de 6% b.u. nas regioes 

produtoras do Nordeste do Brasil; 

S As sementes das variedades de Ricinus communis estudadas obtiveram 

uma melhor performance na sua qualidade fisiologica aos trinta dias de sua 

crioarmazenagem; 

•S As sementes das duas variedades de Ricinus communis estudadas podem 

ser crioarmazenadas tanto no vapor (-176°C) como na imersao (-196°C) em nitrogenio 

liquido; 

S O canister de aluminio utilizado para acondicionar as sementes mostrou-

se superior ao canister de PVC, quando imerso em nitrogenio liquido; 

S A melhor metodologia para a desinfestacao de sementes das duas 

variedades de Ricinus communis estudadas e a que utiliza sementes sem tegumento 

esterilizadas em solucao com 2,0% de cloro ativo durante 10 minutos; 

S Todos os tratamentos utihzados produziram calos friaveis nas duas 

variedades de Ricinus communis estudadas; 

S O meio de cultura suplementado com 1,0 mg.l"1 de ANA com 2,0 mg.l 1 

de 2iP (MS 10) para a variedade nordestina e o meio suplementado com 1,0 mg.l"1 de ANA 

78 



Conclusdes zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

com 2,0 mg.l"
1

 de BAP (MS6) para a variedade pernambucana apresentaram um maior 

incremento de peso unitario em calos friaveis frente aos demais meios estudados. 
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Tabela 16.zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Caracterizacao das sementes das duas variedades dezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Ricinus communis em 

diferentes teores de umidade 

Variedade nordestina com 6,6% de umidade b.u 

Germinacao (%) l
a

 Contagem (%) 

80 80 

Mateira seca (g) 

28,6 

Variedade pernambucana com 6,8 % de umidade b.u. 

Germinacao (%) l
a

 Contagem (%) 

78 78 

Mateira seca (g) 

20,5 

Variedade nordestina com 6,0% de umidade b.u 

Germinacao (%) l
a

 Contagem (%) 

78 78 

Mateira seca (g) 

26,4 

Variedade pernambucana com 6,0 % de umidade b.u. 

Germinacao (%) l a Contagem (%) 

76 76 

Mateira seca (g) 

20,3 

Peso medio de 100 sementes da variedade nordestina = 81,0g 

Peso medio de 100 sementes da variedade pernambucana = 64,3g zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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Ficha:zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 01 

Data: 15.12.99 

Especie:zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Ricinus communis L. 

Fxperimento: Germinacao de sementes 

Meio: MS 

Volume final: 2000 ml 

Etapas: 

1" 

Solucao A B C D Fonte de carbono 

(g) 

MgCfe zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA-

(ml) 200 2,0 20 20 60 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA-zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA-

- - - - - - - -
2

a 

Reguladores de crescimento: 

Nome e conc.desejada Cone. SoL Madre. Ml Meio zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

-zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA- - -
- - -

-

- - - -
- - -

-

- - - -
- - -

-

- - - -
- -zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA-

-

- - - -
- - -

-

- - - -
- - -

-

- - - -
- - -

-

3" 

Acrescentar agua ate o volume final: 2000 ml 

4
a 

pH: 5,7 

5
a 

Sohdificante: (5,5 g/1), (11,0 g/3.200ml) 

6
a 

Dissolucao do solidificante: 10 minutos no autoclave (120°C/1 atm.) 

Distribuir nos frascos: ± 20 ml/fiasco 

8" 

Esterilizacao: 30 minutos no autoclave (120°C/1 atm.) 
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Ficha:zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 02 

Data: 28.12.99 

Especie:zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Ricinus communis L . 

Experiments: InducSo a calogenese 

Meio: MS 

Volume final: 3000 ml 

Etapas: 

1" 

Solucao A B C D Fonte de carbono 

(g) 

MgCfc zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA-

(ml) 300 3,0 30 30 90 - -zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

- - - - - - - -
2' 

Reguladores de crescimento: 

Nome e concdesejada Cone Sol. Madre. Ml Meio 

ANA(0,5 ml/1) 0,1 mg/ml 1,25 MS 1/250 

CIN (2,0 ml/1) 1,0 mg/ml 0,50 

MS 1/250 

ANA (1,0 ml/1) 1,0 mg/ml 0,25 MS2/250 

CIN (2,0 ml/1) 1,0 mg/ml 0,50 

MS2/250 

ANA (0,5 ml/1) 0,1 mg/ml 1,25 MS3/250 

CIN (4,0 ml/1) 1,0 mg/ml 1,00 

MS3/250 

ANA (1,0 ml/1) 1,0 mg/ml 0,25 MS4/250 

CIN (4,0 ml/1) 1,0 mg/ml 1,00 

MS4/250 

ANA (0,5 ml/1) 0,1 mg/ml 1,25 MS5/250 

BAP (2,0 mm) 1,0 mg/ml 0,50 

MS5/250 

ANA (1,0 ml/1) 1,0 mg/ml 0,25 MS6/250 

BAP (2,0 ml/1) 1,0 mg/ml 0,50 

MS6/250 

ANA (0,5 ml/1) 0,1 mg/ml 1,25 MS7/250 

BAP (4,0 ml/1) 1,0 mg/ml 1,00 

MS7/250 

ANA (1,0 ml/1) 1,0 mg/ml 0,25 MS8/250 

BAP (4,0 ml/1) 1,0 mg/ml 1,00 

MS8/250 

ANA (0,5 ml/1) 0,1 mg/ml 1,25 MS9/250 

2iP (2,0 ml/1) 1,0 mg/ml 0,50 

MS9/250 

ANA (1,0 ml/1) 1,0 mg/ml 0,25 MS10/250 

2iP (2,0 ml/1) 1,0 mg/ml 0,50 

MS10/250 

ANA (0,5 ml/1) 0,1 mg/ml 1,25 MSI 1/250 

2iP (4,0 ml/1) 1,0 mg/ml 1,00 

MSI 1/250 

ANA (1,0 ml/1) 1,0 mg/ml 0,25 MS 12/250 

2iP (4,0 ml/1) 1,0 mg/ml 1,00 

MS 12/250 

3* = Acrescentar agua ate o volume final: 2000 ml; 4* = pH: 5,7; 5* = Solidificante: (5,5 g/1), 

(11,0 g/3.200ml); 6" = Dissolucao do solidificante: 10 minutos no autoclave (120°C/1 atm.); 7* 

= Distribuir nos fiascos: + 20 ml/frasco; 8* = Esterilizacao: 30 minutos no autoclave (120°C/1 

atm.). 
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