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INTRODUCAO

A mamona (Ricinus communis L.), também chamada carrapateira, baforeira e baga é
uma dicotiledénea pertencente a familia Euphorbiaceae, que inclui um grande nuamero de
espécies nativas da regido tropical. E possivelmente originaria da antiga Abissinia, hoje Etiopia,
no continente africano (Moreira et al., 1996).

Planta oleaginosa de destacada importancia socioeconémica, explorada industrialmente
em funcdo do 6leo contido em suas sementes, é considerada, atualmente, uma das principais
alternativas a producéo de Biodiesel no Brasil.

A formacdo de calos em um explante, denominada calogénese, € uma etapa béasica para
0 desenvolvimento de sistemas de propagacdo massiva de plantas por organogénese ou
embriogénese somatica. E Gtil também quando se deseja produzir células para manipula¢tes
genéticas, como hibridagcdes somaticas, poliploidizacdes e transformagfes (Venturieri et al.,
2004).

Segundo Ammirato (1983), na embriogénese soméatica, uma Unica célula ou um grupo
de células sométicas s@o precursores de embrides somaticos, sendo esse processo similar ao
da embriogénese zigética. Os embribes somaticos in vitro podem ser formados a partir de dois
padrBes basicos de embriogénese, direto ou indireto, este Ultimo com a etapa de formacéo de
calos.

Embora ndo se conhecga, ainda, de forma satisfatéria, por que certos eventos
regenerativos, in vitro, sdo mais facilmente induzidos em alguns tecidos do que em outros,
admite-se que as diferentes expressdes morfogenéticas reflitam na natureza e no grau de
diferenciacéo destes tecidos.

Portanto, a compreensdo da organogénese de plantas nos estadios iniciais de
desenvolvimento das células meristematicas requer a observacdo das mudancas subcelulares e
as suas correlacdbes com as alteragbes bioquimicas (Pihakashi-Maunsbach et al., 1993). A
grande aplicacdo desta metodologia € fornecer informacdes associadas aos parametros
morfolégicos e bioquimicos das células competentes (Santiago, 2003).

As células embriogénicas, de maneira geral, apresentam caracteristicas comuns ao
comportamento de células embriogénicas ativas, incluindo rapida divisdo mitética, pequeno
tamanho, citoplasma denso, ndcleo grande com nucléolo proeminente, vacuolo pequeno e
abundancia de grdos de amido. Essas caracteristicas sugerem uma intensa sintese de RNA e
ampla atividade metabdlica.

Assim, alguns autores tentam relacionar as caracteristicas ultra-estruturais ao potencial
embriogénico (Radojevic et al., 1975). No entanto, a caracterizacdo citolégica de calos durante
o desenvolvimento ndo tem sido realizada com frequiéncia na cultura de tecidos. O estudo das
alteracdes ultra-estruturais durante a organogénese in vitro para caracterizar as células
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meristemoides e a formagéo dos brotos é escasso (Pihakashi-Maunsbach et al., 1993; Arai et
al., 1997).

Dessa forma, a falta de conhecimento dos fatores que regulam a embriogénese
somatica e a assincronia no desenvolvimento de embrides somaticos. S&o o0s principais
responsaveis por sua reduzida aplicacdo comercial (Pihakashi-Maunsbach, 1993). Uma das
estratégias que podem aumentar a eficiéncia do processo embriogénico seria uma analise ultra-
estrutural ainda nos estadios de calos.

O objetivo desse trabalho foi caracterizar as diferencas ultra-estruturais relacionadas a
calogénese de anteras de Ricinus communis L. cv IAC-80.

MATERIAL E METODOS

Para a calogénese de anteras, botbes florais de mamoneiro foram coletados de
populacdes em area experimental, localizadas na Universidade Federal de Lavras, no periodo
de dezembro de 2007 e armazenados a temperatura de 10°C por 24 horas dia.

Para desinfestacao, os botbes florais com diametro de 3,0 a 3,9 mm foram lavados em
agua corrente por 20 minutos e, em camera de fluxo laminar, foram imersos em alcool 70%, por
60 segundos e hipoclorito de sodio a 2,5% de cloro ativo por 10 minutos. Posteriormente, foi
realizada a triplice lavagem em agua destilada e autoclavada. Apés a desinfestacdo, os botdes
florais seccionados longitudinalmente com bisturi, para o isolamento das anteras, em solucéo
de acido ascérbico 100mg L™.

As anteras foram inoculadas em tubos de ensaio contendo meio MS (Murashige &
Skoog, 1962), com 3 % de sacarose, contendo diferentes reguladores de crescimento: T1: MS
acrescido de 0,5 mg L-1 de 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacético), T2: MS contendo 2,0 mg L-1 de
2,4-D; e T3 com MS acrescido de 1,0 mg L-12,4-D e 0,5 mg.L -1 CIN (cinetina); todos com a adicdo
de 1% de carvao ativado em cada tratamentos.

Todos os meios de cultura utilizados foram solidificados com agar 0,7% e o pH ajustado
para 5,8, antes da autoclavagem a 120°C, por 20 minutos. Os explantes foram mantidos no
escuro a temperatura de 25 + 2°C por 30 dias.

Para a microscopia eletrénica de varredura (MEV) apds 45 dias em meio de cultura, os
calos de anteras (coletados conforme a coloragéo apresentada nos diferentes tratamentos: T1-
calo marrom, T2- calo amarelo e T3- calo branco) foram fixados em Karnovsky [glutaraldeido
(2,5%) e paraformaldeido (2,5%) em tampé&o cacodilato, pH 7,0, por, no minimo, uma hora, em
temperatura ambiente.

Posteriormente, os calos foram lavados trés vezes (10 minutos) em tampao cacodilato
0,05M e poés-fixados em tetroxido de 6smio 1% e tampédo cacodilato 0,05 M por 1-2 horas. Em
seguida, foi realizada a desidratacdo em gradiente de acetona (30%, 50%, 70% e 90%) por 10
minutos.

Apés a desidratacdo, foi realizada secagem ao ponto critico, por meio de CO, liquido e
as amostras metalizados com ouro. As observacdes foram realizadas em microscopio eletrénico
(LEO Evo 40), operando entre 10 e 20 kV.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram observadas diferencas ultra-estruturais entre as células dos calos de diferentes
cores provenientes de anteras inoculadas em diferentes tratamentos. O rompimento de calos e
a liberacdo de grdos de podlen foi observada no tratamento com MS com 0,5 mg L™* 2,4-D
conforme verificado na Figura 1a. Na MEV, fverificou-se a proliferacdo de células com formato
isodiamétrico em calos de coloracdo marrom e branca (Figura 1b e 1d).

Algumas células apresentam formato alongado quando as anteras foram cultivadas em
meio MS acrescido de 2,0 mg L™ 2,4-D que produziram calos de coloracéo amarela (Figura 1c).

De acordo com Skoog & Miller (1957) as células ndo embriogénicas possuem potencial,
para desenvolver células meristematicas e quando em condi¢cbes satisfatorias, podem dar
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origem a uma nova planta. Como observado por Canhoto et al. (1996), usualmente, as células
dos pré-embrides apresentam algumas caracteristicas observadas em células meristematicas.
Segundo Tomes (1985), os calos embriogénicos sdo compostos por células com dimensdes
relativamente pequenas e citoplasma denso.

Figura 1. Eletromicrografias de varredura de calos obtidos a partir de anteras de Ricinus
communis L. cv. IAC-80. Aspectos da superficie do calo (A, B, C e D); Calo de
coloragdo marrom com rompimento e liberacdo de polens maduros (A). Células
isodiamétricas na superficie do calo marrom (B). Células alongadas de calo
amarelo (C).Visao geral de calo de coloracdo branca com células isodiamétricas
em divisdo células (D). Br=20um (A, B e C), 20 um (c), 200 pm (D).

CONCLUSOES

Ha diferencas ultra-estruturais entre as células dos calos provenientes de anteras.

Os calos de anteras ndo apresentaram evidéncias de formacéo de embrides somaticos,
apesar de suas células apresentarem algumas caracteristicas embriogénicas.

Anteras de botdes florais com tamanhos de 3 a 3,9 mm apresentam pélens maduros.
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