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APRESENTACAO

A falta de planejamento no processo de ocupagdo territorial do
Brasil levou a destruico dos recursos naturais, particularmente das
florestas. A cobertura nativa dos diversos biomas do pais foi sendo
fragmentada, cedendo espago, principalmente, & monocultura e as cidades
(Martins, 2001).

As regides mais desenvolvidas, como o Sudeste e Sul, apresentam
intenso processo de fragmentacéio florestal, que avanga rapidamente para
o Centro-Oeste € o Norte. A vegetagdo arbdrea nativa fica representada
somente por florestas secunddrias em variado estado de degradagdo que
leva a extingdo de virias espécies da fauna e da flora e,
consequentemente, um conjunto de problemas ambientais, como
mudangas climaticas locais, eros@io dos solos e o assoreamento dos cursos
d'agua.

Nesse contexto, o Cerrado ¢ um dos biomas brasileiros mais
seriamente degradados. Segundo Ratter et al. (1997), nos ultimos 25 anos,
40% de sua extensdio original foram convertidas ao uso da agricultura
moderna, por intermédio das pastagens com espécies exéticas, ou arada
para o cultivo de espécies anuais (soja, milho, etc.). As matas ciliares
foram alvo de todo o tipo de degradagdo, pois sofreram pressdo antrépica
pela urbanizagdio, pela construgio de hidrelétricas, pela abertura de
estradas, pela implantag8io de culturas agricolas e pastagens, etc.

As matas ciliares sdo muito importantes para o ecossistema, pois
elas funcionam como barreiras, retendo sedimentos, defensivos agricolas

e poluentes que seriam transportados para os cursos d'dgua. Sio



importantes também como corredores ecologicos, ligando fragmentos
florestais e, portanto, facilitando o deslocamento da fauna e o fluxo
génico entre as populagGes de espécies animais e vegetais (Martins,
2001).

Dependendo da intensidade da degradagdo ambiental, fatores
essenciais para a manuten¢do da resiliéncia, ou seja, recuperagio da
ambiental, como banco de plantulas e de sementes no solo, capacidade Qe
rebrota das espécies, dentre outros, podem ser perdidos, dificultando o
processo de regeneragio natural ou tornando-o extremamente lento.

Assim, a escolha de espécies nativas regionais é importante no
reflorestamento porque tais espécies ja estio adaptadas as condicégs
ecologicas locais. Além disso, no planejamento da recuperagio deve-se
considerar também a relag@io da vegeta¢do com a fauna, que atuara como
dispersora de sementes, contribuindo com a propria regenera¢@o natural.
Espécies regionais, com frutos comestiveis pela fauna, ajudario a
recuperar as fung¢des ecologicas da floresta, inclusive na alimentacio de
peixes.

O Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D. Penn, pertencente a
familia Fabaceae, € uma espécie frutifera e medicinal nativa do cerrado,
conhecida popularmente como ingazeiro pytd, ingazeiro colorado,
ingazeiro, ingazeiro de quatro quinas. Apresenta frutos com 2 a 13
sementes por vagem, envoltas por uma polpa branca, levemente fibrosa,
doce e comestivel, rica em sais minerais (Lope, 2005). Em geral, ela é
consumida ao natural e também ¢ usada na medicina caseira, sendo util no

tratamento da bronquite e como cicatrizante (Geocities.com).



Essa espécie (Figura 1) também aparece em destaque na maioria
dos estudos fitossociologicos em matas ciliares e a experimentagdo

cientifica tem comprovado sua capacidade para recuperar estas areas.

affinis (DC.) T.D.
Penn. Frutos e folhas (a); Inflorescéncias (b); nectarios
extraflorais (c); plantula (d). UFLA, Lavras, 2006.



Segundo Oliveira-Filho et al. (1995), o salgueiro (Salix sp.) e
ingazeiro-doce (/nga vera Willd.) apresentam raizes que possuem nodulos
onde se alojam bactérias fixadoras do nitrogénio atmosférico (Figliolia,
1993; Lorenzi, 1992; Sanchotene, 1989), o que proporciona alta
adaptabilidade a solos freqiientemente inundados como os que margeiam
rios (Barbedo & Cicero, 1998). Estas caracteristicas conferem a espécie
um grande potencial de recuperacido de areas com risco de erosdo (pela
velocidade e amplitude de crescimento do sistema radicular) ou areas de
vegetagdo degradada.

Outras espécies deste género também s#o consideradas Uteis em
varios outros aspectos, como sombreamento em cultivos de café e caca | R
lenha, composi¢do de formagdes florestais heterogéneas com producéo de
fitomassa voltada para a geragiio de energia, fonte alimentar e fitoterapia
(Correa et al.,, 1995; Paula & Silva Jr., 1994; Polhill & Ravep,JQS%
Pritchard et al., 1995). ' o

A germinagdo das sementes desta espécie é favorecida tanto et}n
ambiente controlado como. em nio-controlado, sendo comum o fendmeno
da viviparidade (Oliveira & Beltrati, 1992). Barbedo & Cicero (1998)
afirmam que a viabilidadejda;s_ sementes é extremamente curta, ndo
ultrapassando 15 dias em condigﬁéies naturais. Desse modo, a propagacéo
via sementes é inviavel -paré. a obtengdo de mudas destinadas a
implantagdo dé pomares comerciais e reflorestamento de éreas
degradadas.. | '

A propagacdo e a conservagdo /n vifro sio indicadas, de modo

especial, para plantas que ndo produzem sementes, que produzam em



pequenas quantidades ou aquelas em que as sementes sejam recalcitranes
(Barbieri, 2003), como é o caso do ingazeiro.

A cultura in vitro de plantas é uma técnica que n3o apenas
apresenta importancia pratica na area florestal e agricola, mas também na
cientifica basica.

Em uma das aplicagies, a embriogénese somatica pode fornecer
grandes quantidades de plantulas que podem servir de base para plantios
no campo, tanto na area florestal quanto na agronémica. No campo da
aplicagdo basica, a cultura de tecidos da suporte técnico também a
bioquimica, a fisiologia vegetal, a fitopatologia e a citogenética, na
bioquimica, para o estudo e o entendimento de rotas metabolicas; na
fisiologia, para os estudos de crescimento e de desenvolvimento, na
citogenética, para os estudos de cromossomos ou aberragdes
cromossOmicas (Cid, 2002).

No entanto, Pescador et al. (2000) relatam que a possibilidade de
manipular sistemas in vitro para a clonagem de genotipos vegetais
superiores depende de varios fatores, desde as condi¢des de indugdo da
calogénese até parametros morfologicos, genéticos, bioquimicos e
citologicos, como o conhecimento da fisiologia do desenvolvimento
celular, que ¢ de fundamental importincia para se obter respostas
morfogenéticas nos sistemas de cultura in vitro.

Assim, os objetivos deste trabalho foram: avaliar a germinagdo in
vitro e ex vilro; otimizar os protocolos de organogénese; avaliar a curva
de crescimento e o indice de mitotico de calos; induzir a calogénese em
anteras e ovarios e observar caracteristicas ultraestruturais embriogénicas

em calos de anteras, ovarios, segmentos nodais e folhas de ingazeiro.
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ARTIGO 1

Germinacéo in vitro e ex vitro de ingazeiro (Inga vera Willd. subsp.
affinis (DC.) T.D. Penn.)



RESUMO

Stein. Vanessa Cristina. Germinagdio in vitro e ex vitro de ingazeiro (Inga vera
Willd. Subsp. affinis (DC.) T.D. Penn.). In: . Micropropagacao, indice
mitotico e anilise ultra-estrutural de calos de ingazeiro (Inga vera Willd.
subsp. affinis (DC.) T.D. Penn.) 2006. 100 p. Dissertacio (Mestrado em
Agronomia/Fisiologia Vegetal) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.~

O Inga vera Will subsp affinis (DC). T.D. Penn. ¢ uma espécie frutifera
nativa do Cerrado, importante na recuperagdo de matas ciliares
degradadas. Entretanto, apresenta sua propagacdo dificultada pelo fato de
suas sementes serem recalcitrantes, ou seja, ndo tolerarem a perda de
agua. O objetivo deste trabalho foi estudar aspectos da germinagdo ex
vitro e in vitro de ingazeiro. Para tanto, foram avaliados os efeitos de
diferentes substratos: areia, Plantmax® e Arecia+ Plantmax®:; diferentes
concentragoes de sais: WPM, WPM/2, MS e MS/2, e diferentes
concentragdes de GAj3 (0, 5, 10, 17 ¢ 20 uM) no meio de cultura.
Observou-se que, na germinagdo ex vifro, o substrato Plantmax®
proporcionou maior porcentagem de germinagdo (82%). Com relagdo a
germinagdo in vifro, a maior percentagem de germinacdo foi obtida
utilizando-se meio de cultura WPM/2 (96%). A adi¢do de GA3 no meio de
cultura ndo foi estatisticamente significativa, no entanto, a concentragdo
de 20 pM de GAj; proporcionou um aumento na germinabilidade de
sementes de ingazeiro.

Palavras-chaves: frutiferas, cerrado, Plantmax®, areia, WPM, MS, GA;.

" Comité Orientador: Renato Paiva — UFLA (Orientador)



ABSTRACT

Stein, Vanessa Cristina. Germrination In vitro and ex vitro of Inga vera
Willd. Subsp. affinis (DC.) T.D. Penn. In: Micropropagation,
mitotic index and ultrastructural analasis of Inga vera Will s“'?s!’
affinis (DC). T.D. Penn. 2006. 100 p. Dissertation (Master of Science in
Am‘onomy / Plant Physiology) - Universidade Federal de Lavras, Lavras,
MG.

The Inga vera Will subsp affinis (DC). T.D. Penn. is fruit specie native
from the cerrado, important for recovering devastated areas. However, its
propagation is complicated due to the fact that the seeds are recalcitrant
and does not support water loss. The objective of this work was to study
Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D. Penn. ex vitro and in vitro
germination aspects. For this purpose, different substrates: sand,
Plantmax® and sand+ Plantmax®; different salt concentrations: WPM,
WPM/2, MS and MS/2, and different GA3 concentrations (0, 5, 10, 17 and
20 uM) were evaluated. The results showed that, in the ex vitro
germination, the use of Plantmax® provided the highest germination
percentage (82%) Regarding the in vitro germination, highest percentage
was observed using WPM/2 (96%). Addition of GA; was not statisticalty
significant although the concentration of 20 uM promoted the highest
germination of Inga vera seeds.

Key words: fruit tree, cerrado, Plantmax, sand, WPM, MS, GA;.

* Guidance Committee: Renato Paiva — UFLA (Adviser); Patricia Duarte de
Oliveira Paiva (Co-Adviser)
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INTRODUCAO

O Inga vera Will subsp affinis (DC). T.D. Penn. é uma espécie
frutifera nativa do Cerrado, importante na recuperagio de matas ciliares
degradadas. No entanto, apresenta sua propagacao dificultada pelo fato de
suas sementes serem recalcitrantes, ou seja, ndo tolerarem a perda de
agua.

Segundo Miniz-Meléndez (1978), as sementes de ingazeiro sdo
viviparas, a radicula comega seu crescimento antes da abertura do fruto,
quando esse ainda esta ligado a planta-mide e, ao cair sobre o solo, o fruto
se decompde e as sementes continuam seus processos germinativos. A
viviparidade pode estar relacionada com o elevado teor de agua apos a
maturagdo das sementes e ou com a baixa concentragio de substincias
inibidoras presentes no fruto e ou na propria semente (Chin et al., 1989).

O ingazeiro floresce durante os meses de agosto e novembro e a
maturacgdo dos frutos se da de dezembro a fevereiro (Lorenzi, 2000).
Assim, a curta longevidade das sementes de ingazeiro restringe sua
utilizag3o, pois a semeadura deve ser realizada logo apos a extragio dos
frutos (Stubsgaard, 1990). Conseqiientemente, inviabiliza-se a instalagdo
de viveiros sob condigdes climaticas favoraveis a germinagio e ao
desenvolvimento das mudas, causando desuniformidade na producio e,
além disso, limita a oferta de mudas em determinadas épocas do ano ou,
ainda, torna-as disponiveis em épocas inadequadas ao plantio. A
ocorréncia de adversidades ambientais entre a formagio e a colheita dos

frutos, tais como geadas, estiagens e problemas fitossanitarios, pode
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provocar a diminuig¢do na oferta de mudas, em virtude das dificuldades de
manutengio de estoques de sementes (Fonseca & Freire, 2003).

Pela impossibilidade de formagdo de mudas em épocas distintas
das que sio produzidas as sementes em seu habitat, também fica
inviabilizada a sua inclusdo nos programas voltados a recuperagio de
areas nativas degradadas (Barbedo, 1997). Neste contexto, a
multiplicagdo assexual é a melhor op¢do para superar os problemas com a
propagacio por meio de sementes (Hartmamn & Kester, 1976).

A conservagdo in vitro, seja em condi¢des de crescimento lento ou
criopreservagdo de eixos embrionarios isolados, ou de suas partes, é o
método mais promissor para a conservagio a médio e longo prazo,
respectivamente (Faiad et al., 1998). Desse modo, Gomes (2003) afirma
que condigGes ambientais apropriadas para o processo de germinagio
podem ser fornecidas em laboratorios por meio da multiplicag#o in vitro.

Assim, estudos de meios de cultura que favoregam a germinagio in
vitro de espécie recalcitrantes sio importantes, tanto para maximizar a
taxa de germinag@o como para obter plantulas uniformes com qualidade
genética e fitossanitaria adequada.

O suprimento adequado em agua, composi¢io de gases e
temperatura convenientes, assim como a luz, sdo requisitos fundamentais
para a germinagdo. Por outro lado, Mayer & Poljakoff-Mayber (1989)
afirmam que fatores como composi¢io quimica e balango hormonal
influenciam no processo germinativo. Melo et al. (1979) apontam que o
tratamento de sementes com giberelinas pode promover a germinaggo.

O efeito de giberelinas como regulador de crescimento

desencadeador do processo de germina¢do vem sendo comprovado em
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diversas espécies. Sua atuagdo como indutor da transcrigdo de diversas
hidrolases permite a mobilizagio de reservas a serem utilizadas pelo
embrido (Taiz & Zeiger, 2004). Sendo assim, sementes que possuem uma
concentragdo relativa de giberelina baixa, quando tratadas com acido
giberélico (GA3) na concentragdo adequada, teriam uma germinagdo mais
homogénea e em maior quantidade. Segundo Kochba et al. (1974), a
presencga de acido giberélico no meio de cultura proporciona a iniciagido
de uma zona meristematica radicular ou estimula o desenvolvimento de
uma zona radicular existente.

A presenga de uma concentragdo maior ou menor de sais, ou
outros compostos osmoticamente ativos, no meio de germinagdo, de
acordo com a espécie e com o potencial osmotico de suas sementes,
podera ser o fator responsavel pela adequada hidratagio destas.
Conseqiientemente, podera viabilizar ou inviabilizar a ocorréncia do
processo germinativo, a partir de uma embebi¢io adequada ou nio (Dodd
& Donovan, 1999).

Portanto, o objetivo deste trabalho foi estudar aspectos da
germinagdo in vitro e ex vitro de Inga vera Will subsp Affinis (DC). T.D.

Penn.
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MATERIAL E METODOS

Material vegetal
Frutos maduros de ingazeiro foram coletados de populagdes
naturais da localidade denominada cachoeira da Fumaga (21°29'15"S /

44°38'33” Q), pertencente a0 municipio de Carrancas, MG.

Germinacio ex vitro
Efeito de diferentes substratos

Apds a retirada manual do tegumento, as sementes foram
acondicionadas em gerbox, contendo trés diferentes tipos de substratos:
areia, Plantmax”™ e areia + Plantmax® na proporgdo de 1:1 (v/v). Cada
tratamento constou de cinco repeticdes, com dez sementes, mantidas em
germinador tipo BOD (sigla em inglés para demanda bioquimica de
oxigénio) a temperatura de 25°C e fotoperiodo 16 horas. Em intervalos de
dois dias, foram acrescentados 5 ml de agua por gerbox.

A emergéncia foi avaliada aos sete e quatorze dias (BARBEDO &
CICERO, 1998), apds a semeadura, sendo considerada germinada quando
houve a emergéncia do epicétilo. Aos quatorze dias, foram avaliados o
nimero médio de folhas e a altura média da plantulas.

O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente
casualizado e os resultados foram submetidos 4 analise de varidncia
utilizando-se o Software Statistical Analisys System (SAS®). As médias

foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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Germinacio in vitro
Efeito de diferentes meios de cultura

Os frutos foram lavados em agua corrente por 20 minutos e
transferidos para cdmara de fluxo laminar, no qual foram imersos em
alcool 70% (v/v) por 60 segundos e em solugdo de hipoclorito de sodio
(NaOCl) com 1% de cloro ativo por 20 minutos. Posteriormente, foram
lavados em agua destilada e autoclavada e abertos por corte longitudinal,
isolando-se as sementes, que foram inoculadas em diferentes meios de
cultura.

Foram testados os meios de cultura WPM (Lloyd & Mc Cown,
1980), WPM/2, MS (Murashige & Skoog, 1962) e MS/2, suplementados
com 3% de sacarose e solidificados com agar 0,7%. O pH foi corrigido
para 5,8 antes da autoclavagem a 120°C, durante 20 minutos.

Apos a inoculagdo, as sementes foram mantidas em sala de
crescimento sob irradidncia de fotons de 36 pmol m? s, fotoperiodo de
16 horas e temperatura de 25+2°C. A avaliagdo foi realizada aos sete e
quatorze dias de incubagdo (Barbedo & Cicero, 1998), sendo observada a
percentagem de sementes germinadas em cada tratamento. Foi
considerada germinada a semente que apresentava a radicula protrundida.

O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado,
com 8 repeti¢des por tratamento, cada uma composta por um frasco com
3 sementes. Os resultados foram submetidos & analise de varidncia
(SAS®), sendo as médias comparadas pelos Modelos Lineares ndo

Generalizados.
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Efeito do GA;

O processo de assepsia das sementes foi idéntico ao descrito
anteriormente. Foram testados trés niveis de GA3 (0, 5, 10, 17 e 20 uM)
no meio de cultura MS suplementado com 3% de sacarose e solidificado
com agar 0,7%. O pH foi corrigido para 5.8 antes da autoclavagem.

Apos a inoculagdo, as sementes foram mantidas em sala de
crescimento sob irradidncia de fotons de 36 pmol m™ s, fotoperiodo de
16 horas e temperatura de 25+2°C. A avaliag@o foi realizada aos sete ¢
quatorze dias de incubagio (Barbedo & Cicero, 1998), sendo observada a

percentagem de sementes germinadas em cada tratamento. Foi

considerada germinada a semente que apresentava a radicula protrundida
(Figura 1).

FIGURA. 1. Aspecto visual da germinagdo in vitro de ingazeiro. Nio
germinada (a); germinada com protusdo da radicula (b). UFLA,
Lavras, 2006. Br = 0,3cm
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Foram utilizadas 10 repeti¢Ges por tratamento, sendo cada uma

composta por um tubo de ensaio e cada tubo contendo uma semente.

O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado,
sendo as médias dos tratamentos comparadas pelo Teste de Tukey, com

significancia fixada em 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Germinacio ex vitro

Houve diferengas estatisticas (Anexo 1), entre as percentagens de
sementes de ingazeiro germinadas nos substratos areia, areia + Plantmax®
e Plantmax®. Os maiores percentuais de emergéncia aos sete e aos
quatorze dias foram obtidos no substrato Plantmax® com 50% e 82%
respectivamente, sendo esse bem superior ao substrato areia (26% e 58
%) e ao substrato areia + Plantmax® (34% e 66%) (Figura 2). Segundo
Smiderle (2001), o Plantmax®, possui composi¢dio quimica bem
balanceada, contendo, principalmente, os nutrientes N, P, K, Ca e Mg.

Os resultados encontrados para a germinagio, corroboram com
aqueles obtidos por Barbedo & Cicero (1998), que obtiveram 83% de
germinagio em substrato de papel, para a espécie Inga uruguensis Hook.
& Am., porém divergem de Varela et al. (2005), que obtiveram menor
germinabilidade em sementes de Acosmium nitens (Vog.) Yakolev
(Legunimosae) no substrato areia, comparado ao substrato vermiculita.

Portanto, quanto aos substratos, deve-se considerar que a

capacidade de retengdo de agua de cada um deles, aliada as caracteristicas
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intrinsecas que regulam o fluxo de agua para as sementes, pode
influenciar os resultados (Castro, 2002).
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FIGURA 2. Emergéncia de sementes de ingazeiro em diferentes
substratos. UFLA, Lavras, MG, 2006.

Para as varidveis, tamanho da parte aérea e nimero de folhas em
plantulas germinadas nos diferentes substratos, as germinadas em areia
apresentam valores superior, no entanto nao diferem estatisticamente do

Plantmax® (Tabela. 1).
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TABELA 1. Tamanho da parte aérea e numero de folhas de ingazeiro em
diferentes substratos. UFLA, Lavras, 2006.

Tratamento Tamanho da parte Folhas
aérea (cm)
Areia 1,76 a 0,8a
Plantmax® 1,38 ab 0,24 ab
Areia + Plantmax® 0,72b 0,12b

Médias seguidas de letras distintas diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 1% de probabilidade.

O substrato propicia ancoragem as plantas, de modo que elas se
sustentem e, a0 mesmo tempo, regula o suprimento de agua e ar para as
raizes, possibilitando bom desenvolvimento das culturas (Minami &
Puchala, 2000; Taveira, 1996).

O Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D. Penn. é uma espécie
extremamente abundante nas areas sazonalmente inundadas, das margens
dos rios, por apresentar algumas adaptagSes anatdmicas e morfologicas

que a fazem suportar submersio do sistema radicular (Soares, 2003).

Germinagfo in vitro
Efeito de diferentes meios de cultura

Pela analise de razdo de chances (Tabela 2), verificou-se que o
meio WPM/2 € o mais apropriado para a germinagio de sementes de
ingazeiro in vitro, tendo apresentado indice de 96%, sendo superior ao
WPM (66%), MS/2 (75%) e MS (30%).
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TABELA 2. Anilise da “Deviance” para o efeito do meio nutritivo na
agerminagdo de sementes de ingazeiro. UFLA, Lavras, MG,

2006.
Pariametro GL Estimativa  Erro p-valor  Razio de
padrio chances
Intercepto 1 1,05 0,20 0,0001

MS 1 -1,18 0,43 0,0059 0,875

MS/2 1 -0,24 0,31 0,4360 2,250

WPM 1 -0,36 0,32 0,2649 2,000

WPM/2 0 0,00 0,00 2,887

O meio nutritivo WPM apresenta 25% das concentragdes de ions
nitrato e amonia do meio MS (Pasqual, 2001) e, segundo Premecz et al.
(1978), elevadas pressdes osmoticas reduzem o crescimento e afetam o
metabolismo celular. Portanto, a diminui¢gio do potencial osmético
promovido pela redugdo das concentragies de macro e micronutrientes do
meio WPM/2 proporciona as maiores taxas de germinagio.

No entanto, segundo Dodd & Donovan (1999), a presenga de uma
concentragio maior ou menor de sais, ou outros compostos
osmoticamente ativos, no meio de germinagdo, de acordo com a espécie e
com o potencial osmotico de suas sementes, podera ser o fator
responsavel pela adequada hidratagdio destas. Conseqiientemente, podera
viabilizar ou inviabilizar a ocorréncia do processo germinativo, a partir de

uma embebigido adequada ou ndo.

Emershad & Ramming (1994) relataram altas percentagens de
germinacdo de embrides de nectarina (Prunus persica var. nucipersica
Schneid) e péssego (Prunus persica (L.) Batsch), cultivados em meio
basico WPM, os quais atingiram 98% e 100% de germinagdo. Assim

como, Soares (2005), que obteve uma maior percentagem de germinagéo
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de sementes de mangabeira em meio nutritivo MS/2 e para murici, 0s
meios de cultura mais eficientes para a germinagdo de sementes €
embrides sao o MS e WPM/2, sem sacarose (Nogueira, 2004).

Foi verificado também que a taxa de germinagao no meio WPM/2
(96%) foi bem superior ao substrato Plantmax® (82%). Estudos sobre
germinacgao in vitro de Pothomorphe umbellata (Viana et al., 1999) e de
Norantea brasiliensis (Campos, 2003) também mostraram maior
germinagdo quando comparadas as cultivadas in vivo.

No entanto, apesar da superioridade de germinagdao no meio
WPM/2, foi observada uma alta taxa de contaminagdo das sementes apds
a germinagao (Tabela 3), pois este meio de cultura apresenta menor
concentragao de sais, portanto mais disponibilidade de agua,
proporcionando uma maior proliferagdo de bactérias e fungos endogenos

(Figura 3).

TABELA 3. Analise da “Deviance” para contaminagio na germinagio de
sementes de ingazeiro. UFLA, Lavras, MG, 2006.

Parametro GL Estimativa Erro p-valor  Razdo de
padrao chances
Intercepto 1 -0,98 0,57 2.88
MS 1 1,38 0,64 4,61 0,08
MS/2 1 1,38 0,66 4,61 0,03
WPM 1 1,09 0,66 2,71 0,03
WPM/2 0 0,00 0,00 0,09

Franco (2002) relata a grande incidéncia de fungos saprofitas nas
sementes de Didymopanax morototoni no meio MS. No entanto, o

objetivo da germinag@o in vitro ¢ a produgdo de explantes juvenis e
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ARTIGO 11

Organogénese direta em explantes caulinares de ingazeiro (Inga vera
Willd. subsp. affinis (DC.) T.D. Penn.)
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RESUMO

Stein, Vanessa Cristina. Organogénese direta cm cxplantes caulinares de
ingazeiro (Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.) TD. Penn)) In: ___ .
Micropropagaciio, indice mitético e andlise ultra-estrutural de calos de
ingazeiro (Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D. Penn.) 2006. 100 p.
Dissertagio (Mestrado em Agronomia / Fisiologia Vegetal) - Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG.”

A maioria das frutiferas nativas, como o ingazeiro, multiplica-se por
reprodugdo sexual. No entanto, problemas relacionados com o
armazenamento ¢ a dorméncia das sementes dificultam a germinagéio € a
propagagio desta espécie. Dessa forma, as técnicas de propagagdo
vegetativa in vitro, como a micropropagagéo, tém possibilitado a
reproducdo de espécies lenhosas recalcitrantes, com inimeras vantagens
em relagdo as técnicas ex vifro. Assim, o objetivo deste trabalho foi
otimizar o protocolo de indug#io de brotagdes em Inga vera Willd. subsp.
affinis (DC.) T.D. Penn.. Para tanto, segmentos caulinares contendo até
dois centimetros foram inoculados em meio de cultura MS contendo 3%
de sacarose e diferentes concentragdes de BAP (0; 0,5; 2,5; 4,5; 8,5 ¢
13pM) combinados com ANA (0; 0,5 € 2,5 uM). Quanto ao tamanho de
brotagdes, as concentragdes de SpM de ANA e 2,51M BAP
proporcionaram maior crescimento das brotagdes, no entanto, o BAP
reduziu o nimero de brotagdes ¢ o niimero de folhas de explantes de
ingazeiro.

Palavras-chave: frutiferas, micropropagagio, BAP, ANA.

* Comité Orientador: Renato Paiva — UFLA (Orientador)
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ABSTRACT

Stein, Vanessa Cristina. Direct organogenesis in shoot explants of Inga
vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D. Penn. In: Micropropagation,
mitotic index and ultrastructural analasis of O Inga vera Will subsp
affinis (DC). T.D. Penn. 2006. 100 p. Dissertation (Master of Science in
Agronomy / Plant Physiology) - Universidade Federal de Lavras, Lavras,
MG.

Most native fruity trees, such /nga vera, present sexual propagation.
However, problems related to storage and seed dormancy make difficult the
germination and propagation of this species. In this context, techniques of in
vitro vegetative propagation, like micropropagation, has provided the
reproduction of many recalcitrant woody species with advantages in
relation to the ex vitro technique. The objective of this work was to
optimize the protocol for the in vitro shoot induction of Inga vera Willd.
subsp. affinis (DC.) T.D. Penn.. For this purpose, shoot segments of two
centimeters long were inoculated in MS medium supplemented with 3%
sucrose and different concentrations of BAP (0; 0.5; 2.5; 4.5; 8.5 and
13uM) in combination with NAA (0; 0.5 and 2.5 uM). While the use of
SuM NAA and 2.5pM BAP originated higher shoot growth, the use of
BAP reduced shoot and leaf number in the explants.

Key words: Fruity trees; micropropagation; BAP NAA.

* Guidance Committee: Renato Paiva — UFLA (Adviser); Patricia Duarte de
Oliveira Paiva (Co-Adviser)
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INTRODUCAO

O aumento populacional vem contribuindo para a crescente
demanda dos recursos naturais, implicando na degradagdo ambiental,
principalmente em areas de maior densidade demografica. O ingazeiro
Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D. Penn. é uma espécie pioneira,
extremamente abundante nas areas sazonalmente inundadas das margens
dos rios, apresentando algumas adaptagdes anatomicas e morfologicas
que a fazem suportar submersio do sistema radicular. Essas
caracteristicas a tornam uma Otima espécie para plantios mistos em
recuperagdo de areas ciliares degradadas e em areas de deplecdo de
reservatorios (Soares, 2003). Por outro lado, o ingazeiro também produz
frutos comestiveis com elevados teores de sais minerias (Lope, 2005).

Geralmente, estas espécies nativas frutiferas multiplicam-se por
reproducio sexual. No entanto, problemas relacionados com o
armazenamento e a dorméncia das sementes dificultam a germinag3o.
Além disso, este tipo de reprodugio em espécies alégamas resulta em alto
grau de variabilidade em muitas caracteristicas de importincia econémica
(Campbell, 1996) e esta variabilidade, embora importante para programas
de melhoramento, dificulta o cultivo econdmico.

As técnicas de propaga¢do vegetativa in vitro, como a
micropropagacgdo, tém possibilitado a reproducio de espécies lenhosas
recalcitrantes, com inameras vantagens em rela¢io as técnicas ex vifro.
Um dos maiores beneficios da micropropagagdo, bem como das outras
técnicas de propagacdo assexuada, esta relacionado a possibilidade de

capturar e fixar os componentes aditivos e n3o-aditivos da varidncia
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genética por meio da propagagio clonal, tornando-se uma ferramenta
poderosa associada aos programas de melhoramento florestal para a
propagacdio massal de gendtipos superiores (George & Sherrington,
1984).

A micropropagagdo também possibilita a manipulagdo e a
propagacdo de plantas de forma continua, independentemente da época do
ano e de forma mais rapida que os métodos convencionais de propagacio
vegetativa e, ainda, a possibilidade de obtenciio e de manutengio de
estoques de plantas livres de doengas e o intercimbio de germoplasma
(Grattapaglia & Machado, 1990; Thorpe et al., 1991). Para tanto, sio
necessarios ensaios que permitam conhecer e avaliar o potencial
organogénico dos materiais de interesse (Costa, 2005)

A indugdo e a expressdo das possiveis respostas morfogénicas em
culturas de células, tecidos e orgdos in vitro sio dependentes de fatores
externos, quimicos e fisicos, como meio de cultura, reguladores de
crescimento e condigdes ambientais (Vasil, 1987), e também de fatores
inerentes ao material vegetal, como fatores hereditarios, estado fisiologico
do explante e da planta que lhe deu origem (Thorpe et al.,, 1991). Dos
fatores externos, podem-se destacar a utilizacdo dos reguladores de
crescimento como as citocininas, que sdo indispensaveis a divisdo celular,
a quebra da domindncia apical, a indugdo e & proliferacdo de gemas
axilares e a diferenciagdo de gemas adventicias (Preece, 1995) e as
auxinas, outro grupo de reguladores de crescimento fundamentais na
indugdo da divisdo celular e diferenciagio de raizes, muitas vezes
utilizadas nas fases de multiplicagiio para favorecer o crescimento das

culturas.
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O objetivo deste trabalho foi otimizar o protocolo de indugdo de

brotagdes em /nga vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D. Penn..
MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Plantas matrizes de ingazeiro, com aproximadamente dois anos de
idade, foram mantidas em sala de crescimento, a 25 + 2°C de
temperatura, irradidncia de fotons de 43 umol s’ m? e fotoperiodo de 16
horas. Essas plantas foram obtidas do viveiro de mudas das Centrais
Elétricas de Minas Gerais (CEMIQG), localizado na represa de Camargos,
municipio de Itutinga, MG (21°29'15"S , 44°38'33"0).

Inducio de brotacoes

Segmentos caulinares com, aproximadamente, 2 cm, foram
inoculados em meio de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962) contendo
3% de sacarose e diferentes concentragdes de benzilaminopurina — (BAP)
(0; 0,5; 2,5; 4,5; 8,5 e 13uM) combinados com acido naftaleno acético —
(ANA) (0; 0,5, 2,5 e 5uM). O meio foi solidificado com 0,7% de agar e
seu pH foi ajustado para 5,8, antes da autoclavagem a 120°C, durante 20
minutos.

Apo6s a inoculagdo, os segmentos foram mantidos em sala de
crescimento a 25+2°C de temperatura, irradiancia de fotons de 36 pmol
m? s e fotoperiodo de 16 horas. Apés 45 dias, foram avaliados o niimero
de brota¢des e de gemas por explante, o comprimento da maior brotagio e

a presenga de calos na base dos explantes, aos 45 dias de cultivo.

33




ana=0.5

y ®-05111x4 + 2,9444x3 - 5,0532x3 + 2,4506x + 0.2595

1,00 - R®=80.84%

0.80 -
0.60 - \

]
0.40 of
0.20 -

0,00 -

tamnho médio

T

-0.20 - T - ‘ ‘
0.00 2.00 4.00 6.00 800 1000 12,00 14,00

dose de BAP (uM)
FIGURA 2. Efeito do regulador de crescimento BAP combinado com

0,5uM de ANA, quanto ao tamanho médio de brotagio de
ingazeiro. UFLA, Lavras, 2006.
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FIGURA 3. Efeito do regulador de crescimento BAP combinado com 2,5
MM de ANA, quanto ao tamanho médio de brotacio de
ingazeiro. UFLA, Lavras, 2006.
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O objetivo deste trabalho foi otimizar o protocolo de indugdo de

brotagdes em Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D. Penn..
MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Plantas matrizes de ingazeiro, com aproximadamente dois anos de
idade, foram mantidas em sala de crescimento, a 25 + 2°C de
temperatura, irradidncia de fotons de 43 pmol s m™ e fotoperiodo de 16
horas. Essas plantas foram obtidas do viveiro de mudas das Centrais
Elétricas de Minas Gerais (CEMIG), localizado na represa de Camargos,
municipio de Itutinga, MG (21°29'15"S , 44°38'33"0).

Inducéo de brotacdes

Segmentos caulinares com, aproximadamente, 2 cm, foram
inoculados em meio de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962) contendo
3% de sacarose e diferentes concentragdes de benzilaminopurina — (BAP)
(0; 0,5; 2,5; 4,5; 8,5 e 13uM) combinados com acido naftaleno acético —
(ANA) (0; 0,5, 2,5 e 5uM). O meio foi solidificado com 0,7% de agar e
seu pH foi ajustado para 5,8, antes da autoclavagem a 120°C, durante 20
minutos.

Apoés a inoculagdo, os segmentos foram mantidos em sala de
crescimento a 251+2°C de temperatura, irradidncia de fotons de 36 umol
m2 s e fotoperiodo de 16 horas. Apés 45 dias, foram avaliados o nimero
de brotagdes e de gemas por explante, 0 comprimento da maior brotagio e

a presenga de calos na base dos explantes, aos 45 dias de cultivo.
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Utilizou-se o fatorial 6x3, com 10 repeti¢des por tratamento, sendo
cada repetigio composta por um tubo de ensaio com um explante. Os
dados foram submetidos a analise de variancia utilizando-se o Software
Statistical Analisys System (SAS®) e as médias comparadas pelos

modelos lineares generalizados.
RESULTADOS E DISCUSSAOQ

Para a variavel tamanho médio de brotagdes, observou-se
interagdo significativa entre os reguladores de crescimento ANA e BAP
(Tabela 1).

TABELA 1. Interagdo dos reguladores de crescimento ANA e BAP no
tamanho de brotagdo de ingazeiro. UFLA, Lavras, 2006.

FV GL SQ oM FC
BAP 5 28,09 5,61 0.0001*
ANA 3 15,10 5,03 0,0022*

BAP*ANA 14 30,04 2,14 0,0109*

Como houve interagédo entre os reguladores, ajustaram-se modelos
de regressdo de exponencial para modelar os seus efeitos. Os graficos
resultantes deste ajuste sdo mostrados nas Figuras 3, 4, 5 ¢ 6.

Foi observado um efeito inibitério quanto ao tamanho de brotagio
de ingazeiro, a medida que foi aumentada a concentragdo de BAP e em

auséncia de ANA ( Figura 1).
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FIGURA 1. Efeito do regulador de crescimento BAP na auséncia de
ANA, quanto tamanho médio das brotagdo de ingazeiro.
UFLA, Lavras, 2006.

Entretanto, quando as diferentes concentragdes de BAP foram
combinadas com 0,5uM de ANA, houve uma tendéncia a aumento no
numero de brotagdes, até a concentragido de 2,5uM BAP (Figura 2). No
entanto, aumentando-se a concentragdo de ANA para 2,5uM, novamente
ocorreu uma tendéncia a redugdo no tamanho médio de brotagdes, a

medida que foi aumentada a concentragao de BAP (Figura 3).
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FIGURA 2. Efeito do regulador de crescimento BAP combinado com
0,5uM de ANA, quanto ao tamanho médio de brotagdo de
ingazeiro. UFLA, Lavras, 2006.
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FIGURA 3. Efeito do regulador de crescimento BAP combinado com 2,5
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ingazeiro. UFLA, Lavras, 2006.
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Contudo, a concentra¢do de SuM de ANA combinada com 2,5uM
BAP, proporcionou maior crescimento das brotagdes (Figura 8), tendo as

doses superiores a essa reduzido o tamanho das brotag¢des (Figura 6).
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FIGURA 6. Efeito do regulador de crescimento BAP combinado com
5pM de ANA, quanto ao tamanho médio de brotagdo de
ingazeiro. UFLA, Lavras, 2006.

Em Eugenia dysenterica DC., o maior nimero de brotagdes foi
obtido nas concentragdes de 8,5uM de BAP e 0,5 uM de ANA
(Martinotto, 2004). Arello & Pinto (1993) obtiveram resultados
satisfatorios na indugdo de brotagdes de pau-santo (Kielmeyera coriacea
Martius) utilizando de 22uM de BAP associado com 0,5uM de ANA.

Resultados semelhantes foram observados em Sinningia speciosa
(Lood) Hiern, onde foi verificado um acréscimo no nimero de brotagdes
até a concentra¢do de 4uM de ANA (Londe, 2004). Em porta-enxerto de
pereira cv. Pyrodwarf, a adi¢gdo de 0,5 pM de ANA, combinada com
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6.6uM de BAP, proporcionou o melhor resultado no comprimento das
brotagdes (Junior, 2006).

Para Ficus carica L., a presenga de ANA ndo melhora a resposta
organogeénica, exceto na concentragdo de 0,5uM, produzindo um aumento
médio de 2.3 brotos por explante (Brum, 2002). Sugere-se que nessa
concentragdo ANA estaria estabelecendo um balango hormonal adequado

com as citocininas endégenas dos explantes, o que estaria de acordo com

que descreveram Skoog & Miller (1957).
: b oy

FIGURA 7. Aspecto visual das brotagdes de ingazeiro. UFLA, Lavras,
2006.

Para avaliar a influéncia de BAP ¢ ANA sobre as varidveis
numero de brotagdes e numero de folhas, utilizou-se a metodologia dos
modelos lineares generalizados, uma vez que estas varidveis
apresentavam valores referentes a contagens, o que inviabiliza a aplicac¢do
da andlise de varidncia usual, devido a auséncia de normalidade dos
residuos. Os resultados desta analise sdo mostrados na Tabela 2.
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TABELA 2. Avaliagdo das variaveis, nimero de brotagdes e nimero de
folhas de ingazeiro pelos modelos lineares generalizados.
UFLA, Lavras, 2006.

Nimero de brotagdes  Numero de folhas

Parametros p-valor p-valor
Intercepto 0,573 0,7847
BAP 0,0016* 0,0006*
ANA 0,4717 0,8418
BAP*ANA 0,9145 0,3531

Visto que apenas o fator BAP influenciou ambas as variaveis e por
tratar-se de um fator quantitativo, ajustou-se um modelo de regressio de
exponencial para modelar este efeito. Os graficos resultantes deste ajuste

sdo mostrados nas Figuras 8 e 9.
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FIGURA 8. Efeitos do regulador de crescimento BAP no numero de
brotagGes de ingazeiro. UFLA, Lavras, 2006.
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FIGURA 9. Efeitos do regulador de crescimento BAP no numero de
folhas em brotagdo de ingazeiro. UFLA, Lavras, 2006.

Portanto, com relagdio ao BAP foi observada uma redugio no
numero de brotagGes ¢ no namero de folhas, com o aumento da
concentragdo desse hormdnio (Figura 1 e 2). Na auséncia de BAP,
verificou-se uma média de 1,1 brotagdes por explante e que foi reduzida
com o aumento de BAP, chegando a auséncia de formagdo de brotos na
concentra¢io de 13uM.

Em Schizolobium amazonicum Huber ex Ducke, outra Fabaceae, o
tratamento com 13 pM BAP foi o que apresentou maior niimero de
proliferagdo dos brotos. No entanto, Soares (2003), trabalhando com
concentragdes acima de 13 pM em brotagdo de ingazeiro, observou que a
auséncia de BAP apresentou proporcionou maior formagio de brota¢des.

Coelho (1999) e Ponte (1999), relatam que o uso de baixas
concentragdes de BAP no meio de cultura tem sido indicado para espécies
lenhosas, como Eucalyptus globulus ssp. Globulus Labill e sucupira

branca [Pterodon pubescens (Benth.) Benth.}, pois, segundo Grattapaglia
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& Machado (1998), as quantidades necessarias destas substancias variam

de acordo com o tecido utilizado e com seus niveis endogenos.

CONCLUSAO

A concentragdo de 5pM de ANA, combinada com 2,5uM BAP,
proporgionou maior crescimento das brotagdes € 0 BAP reduz o nimero

de brotagdes e o nimero de folhas e explantes de ingazeiro.
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ARTIGO 1II

Curva de crescimento e indice de divisiio celular de calos de
Inagazeiro (Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D. Penn.)
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RESUMO

Stein, Vanessa Cristina. Curva de crescimento e indice de divisdio celular de
calos de ingazeiro (Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D. Penn.) In: .
Micropropagaciio, indice mititico e andlise ultra-estrutural de calos de
ingazeiro (Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D. Penn.) 2006. 100 p.
Dissertagiio (Mestrado em Agronomia/ Fisiologia Vegetal) - Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG."

O conhecimento de mudangas bioquimicas ¢ fisiolégicas que ocorrem
durante o crescimento in vitro de tecidos vegetais de espécies lenhosas,
pode fornecer importantes informagdes relacionadas ao processo de
estabelecimento e, consegilentemente, propiciar a otimizagéio das
condi¢Ses para seu cultivo in vitro. Portanto, para que os processos de
organogénese indireta in vitro ocorram, as células devem passar pelos
processos de desdiferenciagio, aquisicio da competéncia, inducdo,
determinagdo, diferenciagdio e formac¢do do 6rgdo. O objetivo deste
trabalho foi descrever a curva de crescimento de calos originados de
explante foliares de ingazeiro e observar o indice de divisfo celular
durante a curva. Para determinar a curva de crescimento, as folhas foram
inoculadas em meio MS, com 3% de sacarose, 0,7% de agar e 9 uM de
2,4-D e, em intervalos de 10 dias, os calos foram pesados para a
determinagdo da matéria fresca e, logo apés, acondicionados em estufa
para a determinagdo da matéria seca. Para a obtengdo do indice mitético,
os calos foram coletados em intervalos de 20 dias, fixados em Camoy e,
posteriormente transferidos para 0,5 mL de solugéio tamp#o Mcllvaine por
10 minutos, peneirados e centrifugados. O precipitado foi resuspendido
em tampdo Mcllvaine e 20uL desta suspensdo celular foram transferidos
para ldminas e corados com DAPI. A curva de crescimento apresentou
crescimento com as fases: lag (entre 0 ao 40° dia de inoculagdio),
exponencial (40° ao 50° dia), linear (50° ao 70° dia), desaceleragdo (70° ao
90° dia) e o indice de divisdo celular acompanhou a curva, sendo um
pardmetro importante para a compreensdo da curva de crescimento de
calos de ingazeiro.

Palavras-chave: calo, 2,4-D, matéria fresca, matéria seca, DAPI.

* Comité Orientador: Renato Paiva — UFLA (Orientador)
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ABSTRACT

Stein, Vanessa Cristina. Growth curve and cell division index of Inga
vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D. Penn. callus. In: _________,
Micropropagation, mitotic index and ultrastructural analasis of O
Inga vera Will subsp affinis (DC). T.D. Penn. 2006. 100 p. Dissertation
(Master of Science in Agronomy / Plant Physiology) - Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG."

The knowledge of biochemical and physiological changes that occur
during in vitro growth of woody plant tissues can provide important
information related to the establishment process and, consequently,
optimize the conditions for the in vitro culture. Thus, for the occurrence
of indirect in vitro organogenesis process, the cells should pass to the
processes of dedifferentiation, acquisition of competence, induction,
determination, differentiation and organ formation. The objective of this
work was to describe the callus growth curve originated from leaf
explants and to observe the cellular division index during its growth. To
determinate the growth curve, leaf explants were inoculated in MS
supplemented with 3% sucrose, 0.7% agar and 9 pM 2,4-D , and in
intervals of 10 days, callus were weighted for fresh matter determination
and right after, transferred to a stove for dry matter determination. To
obtain the mitosis index, callus were collected in intervals of 20 days,
fixed in Camoy and transferred to 0.5 mL of Mcllvaine solution for 10
minutes, sifted and centrifuged. The hasty was suspended in Mcllvaine
solution and 20puL of this cellular suspension were transferred to laminas
colored with DAPL. The growth curve showed the following growing
phases: lag (between 0 and 40 days after inoculation), exponential (40° to
50° day), linear (50° to 70° day) and deceleration (70° to 90° day). The
index cell division accompanied the curve, showing to be an important
parameter for the callus growth curve understanding.

Key words: callus, 2,4-D, fresh matter, dry matter, DAPIL

° Guidance Committee: Renato Paiva — UFLA (Adviser); Patricia Duarte de
Oliveira Paiva (Co-Adviser)
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INTRODUCAOQ

O ingazeiro (/nga vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D. Penn.) é
uma arvore frutifera adaptada a terrenos imidos, considerada uma espécie
importante para a recomposigio de areas ciliares degradadas. No entanto,
o potencial desta espécie para programas de preserva¢do ambientai e sua
utilizagdo comercial sdo prejudicados pela impossibilidade de
armazenamento de suas sementes. Assim, as técnicas alternativas de
propagacdo assexuada, como a cultura de tecidos, sdo ferramentas que
possibilitam a obten¢io de um nimero expressivo de mudas de espécies
ecologica e comercialmente importantes (Santos, 2005).

Devido 4 totipoténcia, protocolos para a obtengdo de plantas com
base em tecidos vegetais tém sido obtidos. Os processos pelos quais os
tecidos produzem Orgdo vegetais adventicios in vitro, podem ocorrer
direta (sem a formag@o de calos) e indiretamente, por meio da formagéo
de calos (Moura, 2001).

O calo é uma massa compacta de células desorganizadas e
parcialmente indiferenciadas que variam quanto ao tipo, ao tamanho, ao
conteudo celular e & espessura da parede (Narayanaswamy, 1977). Assim,
para que os processos de organogénese indireta in vifro ocorram, as
células devem passar pelos processos de desdiferenciagiio, aquisi¢io da
competéncia, indugdo, determinagio, diferenciagio e formagio do orgio.

Os centros ativos de divisdo celular do calo, em condigdes
adequadas, respondem a determinados estimulos, sofrendo diferenciacio
celular e formando 6rgaos (George, 1996). No entanto, o que difere, no

comportamento de células vegetais com a mesma composigio genética, é
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a competeéncia das células-alvo (Torres et al,, 2000), ou seja, a sua
capacidade para responder a estimulos especificos (Taiz & Zeiger, 2004).
Sendo assim, a competéncia é o primeiro passo para a diferenciagao
celular, seguida da determinag@o em células competentes, quando essas se
submetem a um caminho particular de desenvolvimento geneticamente
programado (George, 1996).

O conhecimento de mudangas bioquimicas e fisiologicas que
ocorrem durante o crescimento in vitro de tecidos vegetais de espécies
lenhosas, pode fornecer importantes informagdes relacionadas ao
processo de estabelecimento e, conseqiientemente, propiciar a otimizag¢do
das condigdes para seu cultivo in vitro (Mesquita, 2002).

No entanto, o indice de divisdo celular dos calos pode elucidar as
mudangas fisiologicas das células e auxiliar a otimizagdo dos protocolos
de regeneragdo e transformagdo genética. Segundo Fogliatto (2001), a
eficiéncia da introdugdo de genes € aumentada durante a fase de divisdo
celular. Ha indicagdes, na literatura, de que a eficiéncia de transformagao
tanto por métodos diretos (eletroporagdo, bombardeamento com
microprojéteis) como por métodos indiretos (sistema agrobacterium), esta
relacionada a esta taxa de divis@o celular.

O objetivo deste trabalho é determinar a curva de crescimento de
calos originados de explante foliares de ingazeiro e observar o indice de

divisdo celular durante a curva.
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MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Plantas matrizes jovens de ingazeiro foram mantidas em sala de
crescimento a 25 + 2°C de temperatura, irradiancia de fétons 43 umol s™
m™ e fotoperiodo de 16 horas. Essas plantas foram obtidas do viveiro de
mudas das Centrais Elétricas de Minas Gerais (CEMIG), localizado na
represa de Camargos, municipio de Itutinga, MG (21°29'15"S,
44°38'33"0)

Curva de crescimento

Para a desinfestagdo, as folhas foram lavadas em agua corrente por
20 minutos e, em cimera de fluxo laminar, foram imersos em alcool 70%
por 60 segundos e hipoclorito de sodio a 2,5% de cloro ativo por 15
minutos. Posteriormente. foi realizada a triplice lavagem em agua
destilada e autoclavada.

Apos a desinfestagdo, as folhas foram cortadas em didmetros de
lcm? e inoculados em meio MS (Murashige & Skoog, 1962), com 3% de
sacarose, 0,7% de agar, e 9 pM de 2,4-D (4cido 2,4-diclorofenoxiacético).
O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem a
120°C, por 20 minutos. Os explantes foram mantidos no escuro a
temperatura de 27 + 2°C.

Para a determinagdo da curva de crescimento, em intervalos de 10
dias, os calos de ingazeiro foram pesados em balanga de precisdo para a
determinagfio da matéria fresca e, logo ap0s, acondicionados em estufa de

circulagdo forgada a 70°C, por 72 horas, para a determinagdo da matéria
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seca. O delineamento estatistico foi inteiramente casualizado. com 15
repetigdes por ponto da curva, sendo cada repeticio composta por um

explante.

Indice mitético

Para a determinagdo do indice mitético, os calos de ingazeiro
foram coletados em intervalos de 20 dias, até 90 dias e fixados em Carnoy
(3:1, etanol:acido acético), por um periodo de 2 a 24 horas a temperatura
ambiente e acondicionados em freezer para posterior analise.

Para a anilise do indice mitético (IM), 0,5g de calo foram
transferidos para 0,5 mL de solugdio tampdo Mcllvaine (pH 7) por 10
minutos, posteriormente peneirados e centrifugados a 6.000 rpm por 1
segundo. O precipitado foi resuspendido em tampéo Mcllvaine (pH 7) e
20uL desta suspensdo celular foram transferidos para ldminas, coradas
com DAPI (4-6-diamino-2-fenilindole) e observadas em microscopio de
fluorescéncia a um aumento de 400X.

Foram contadas, por meio da técnica de varredura, 1.200 células
por ponto da curva. O indice mitdtico foi obtido dividindo-se o numero de
células em mitose (metafase, anafase e telofase) pelo numero total de

células observado, multiplicando-se por 100.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O crescimento dos calos foi observado pelos parametros: peso
fresco, peso seco dos calos e indice de divisdo celular. Observou-se
crescimento sigmoidal, com tendéncia de ganho de matéria fresca, em

fungdo do aumento do tempo de cultivo (Figura 1.
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FIGURA 1. Curva de crescimento de calos de ingazeiro. UFLA, Lavras,
20006.

Até o 40° dia, a fase lag, € caracterizada pelo pequeno acimulo de
matéria seca no calo. Nesta fase, tem-se nimero estacionario de células,
inicio da mobilizagdo de metabdlitos, sintese de proteinas e produgio de
energia, ou seja, preparagdo para a fase de divisdo celular. Mezzetti et al.
(1991), observaram a ocorréncia dessa fase até o 30° dia apos a

inoculagdo de segmentos foliares de kiwi [Actinidia deliciosa (A. Chev.)
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C.F. Liang e A. R. Ferguson). Serra et al. (2000) também obsevaram, em
caios de Bertholletia excelsa H. B. K., que a fase lag ocorreu até o 30° dia
de inoculagdo, e sugeriu que o longo periodo observado nessa fase pode
estar refacionado com a utilizagio de explantes primarios retirados de
plantas com diferentes gendtipos e estadios fisiologicos.

A fase log, ou de crescimento exponencial, periodo no qual ocorre
a maxima divisd@o celular, foi observada entre o 40° e o 50° dia, com um
maior acimulo de matéria seca € um aumento do indice de divisdo celular
(Figura 2). Santos et al. (2003) observaram a fase exponencial entre o 42°
e 77° dia de cultivo de calos de Coffea arabica L., cv Rubi e em calos de
Bertholletia excelsa H. B. K. Esta fase ocorre entre o 30° e 0 53° dia ap6s

a inoculagao (Serra, 2000).
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FIGURA 2. indice mitético de calos de ingazeiro. UFLA, Lavras, 2006.
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A fase linear ficou caracterizada entre o 50° ao 70° dia. quando
observou-se a estabilizagdo da divisdo celular e expansdo celular € o
aumento de matéria fresca. Assim, caracterizam essa fase o crescimento €
o aesenvolvimento celular.

Finalmente, a fase de desaceleracdo do crescimento ocorreu entre
o 70° e o 80° dia apds a inoculagdo dos explantes foliares com uma
visivel redugdo do IM (Figura 2). Soares (2003), também observou que a
fase estacionaria da curva de crescimento de ingazeiro, na qual ocorre o
menor crescimento celular. iniciou em explantes foliares a partir do 70°
dia apos a inoculagdo. Foi observada a manuteng@o do peso alcangado na
fase anterior e em explantes de segmentos internodais a partir do 90° dia,
alcancando 1% de crescimento.

Segundo Smith (1992), é nessa fase que os calos devem ser
repicados, principalmente por causa da redugdo de nutrientes, secagem do

agar ou mesmo acumulo de substéncias toxicas no meio de cultura.

CONCLUSOES

A curva de crescimento apresenta um elevado acimulo de matéria
fresca com crescimento tipo sigmoide. A matéria seca e a fresca
apresentam as fases: lag (entre 0 ao 40° dia de inoculagdo), exponencial
(40° ao 50° dia), linear (50° ao 70° dia) e desaceleragdo (70° ao 80° dia).

O indice de divisdo celular é um pardmetro importante e pode ser
utilizado para a compreensdo da curva de crescimento de calos de

ingazeiro.
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ARTIGO IV

Cultura de anteras e ovarios de ingazeiro (Inga vera Willd. subsp.
affinis (DC.) T.D. Penn.)
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RESUMO

Stein, Vanessa Cristina. Cultura de anteras e ovarios de Ingazerio (Inga vera
Willd. subsp. affinis (DC.) T.D. Penn.). In: . Micropropagacio, indice
mitético e anslise nltra-estrutural de calos de ingazeiro (Inga vera Willd.
subsp. affinis (DC.) T.D. Penn.) 2006. 100 p. Dissertagdio (Mestrado em
Agronomia /Fisiologia Vegetal) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

O ingazeiro ¢ uma espécic pioneira, presente em matas ciliares com
grande potencial para programas de reflorestamento, pois apresenta
algumas adaptagdes anatdmicas e morfolégicas que o fazem suportar a
submersfio do sistema radicular. Nesse contexto, o melhoramento
genético tem contribuido com a produgfio de individuos superiores ¢
novas variedades, principalmente para dreas com baixo potencial para
reflorestamento. Uma das técnicas utilizadas para isso ¢ a cultura de
anteras € ou microsporos, que tem sido extensivamente empregada na
producdo de linhagens homozigéticas. Essa técnica envolve o cultivo de
anteras, ovarios ¢ micrésporos para estimular o desenvolvimento de
células gametofiticas hapléides, permitindo a formagdo de calos ou
embrides regeneraveis. Portanto, o objetivo deste trabalho foi estabelecer
protocolos para a calogénese de anteras ¢ ovérios de ingazeiro. Para a
calogénese de anteras, foram avaliados a viabilidade do grdo de polen,
pela colorag@io com carmim acético ¢ os efeitos do tamanho do botdo
floral, das concentragéo de PVP (0; 0,9; 1,8; 3,6; 7.2mM) e 2,4-D (0; 4,5;
9; 22; 44pM) e dos meios de cultura MS ¢ WMP combinados com
manitol, sorbitol e sacarose, como fontes de carboidratos. Para a cultura
de ovirios, foram testados dois meios de cultura, MS ¢ WPM e diferentes
concentragdes de 2,4-D (0; 4,5; 9; 22; 44uM). Na cultura de anteras, a
escala de 0,7 a 1,0 mm, combinada com as concentragdes de 0,9mM de
PVP ¢ 44 uM de 2,4 D, s8o mais indicadas. Quanto a formulagdo de sais e
fonte de carboidratos, os melhores resultados foram obtidos no meio
WMP suplementado com manitol. Para a calogénese de ovarios, o meio
mais indicado é o MS complementado com 4,5uM de 2,4-D.
Palavras-chave: anteras, ovérios, calogénese, PVP, 2,4-D.

* Comité Orientador: Renato Paiva — UFLA (Orientador)
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ABSTRACT

Stein, Vanessa Cristina. In vitro culture of anthers and ovaries of Inga vera
Witld. subsp. gffinis (DC.) T.D. Penn. In: . Micropropagation, mitotic
index and ultrastructural analasis of O Inga vera Will subsp affinis (DC).
T.D. Penn. 2006. 100 p. Dissertation (Master of Science in Agronomy / Plant
Physiology) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG. "

The Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D. Penn. is a pioneer species
that occurs naturally on ciliary’s forest and presents high potential for
reforestation programs, due to some anatomical and morphological
adaptations that make its root system resistant to flooding. In this context,
plant breeding studies have contributed to produce superior plants and
new varieties to be used in areas with reduced potential for reforestation.
One of the techniques used is anther or microspores culture which has
been extensive used for production of homozygote lines. This technique
consist into cultivate anthers, ovaries and microspores in order to
stimulate the development of haploid gametophyte cells for the formation
of callus or regenerative embryos. The objective of this work was to
establish protocols for callogenesis in anthers and ovaries of Inga vera
Willd. subsp. gffinis (DC.) T.D. Penn. Viability pollen through coloration
with acetic carmine, the effects of flower button size, the effects of
different concentrations of PVP (0; 0.9; 1.8; 3.6 and 7.2M) and 2,4-D (0;
4.5; 9; 22 and 44pM) and the MS and WPM culture mediums combined
with different sources of carbohydrates (manitol, sorbitol and sucrose)
were evaluated for anther calogenesis. The effect of MS and WPM
culture media and different concentrations of 2,4-D (0; 4.5; 9; 22 and
44pM) were evaluated for ovary culture. Results of anther culture,
showed that pollen with size of 0.7 to 1.0 mm, cultivated in the presence
of 0,9M PVP and 44 uM 2,4 D were the most indicated for in vitro anther
callogenesis. Higher callus formation was observed in WPM
supplemented with manitol. For callus formation from ovaries, the use of
MS supplemented with 4.5uM 2,4-D is recommended.

Key words: anthers, ovary, callus, PVP, 2,4-D.

" Guidance Committee: Renato Paiva — UFLA (Adviser); Patricia Duarte de
Oliveira Paiva (Co-Adviser)
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INTRODUCAO

O Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D. Penn. é uma espécie
pioneira, presente em matas ciliares sazonalmente inundadas,
apresentando assim, algumas adapta¢Ges anatdmicas e morfologicas que
a fazem suportar a submersdo do sistema radicular. Essas caracteristicas a
tornam uma 6tima espécie para plantios mistos em recuperagdo de areas
ciliares degradadas e em areas de deplecdo de reservatdrios (Soares,
2003). No entanto, as sementes de ingazeiro sdo recalcitrantes e, pela
impossibilidade de formagdo de mudas em épocas distintas das que sdo
produzidas as sementes em seu habitat, fica inviabilizada a sua incluséo
nos programas voltados a recuperagio de areas nativas degradadas
(Barbedo, 1997).

O melhoramento genético tem contribuido com a produgdo de
individuos superiores e novas variedades, por meio da recombinagio de
caracteres selecionados, principalmente para areas com baixo potencial
para reflorestamento (Menck et al., 1999). Assim, a obten¢do de
hapléides pode ser utilizada como suplemento dos programas classicos de
melhoramento (Kartha & Roca, 1993), pois a indugio da haploidia
proporciona a manifestagdo de caracteres genéticos. Esse sistema também
facilita a analise genética do material, amplia a eficiéncia de selecéio de
caracteristicas agrondmicas desejaveis, diminui a complexidade do
heterozigoto e representa redugio do tempo necessario para a obtengio de
linhagens homozigoticas puras. Alem disso, ¢ importante em trabalhos

envolvendo obtengdo de mutantes, fusdo somatica, mapeamento génico



em duplo-haploides e, ainda, como alvo para a transferéncia de genes
{Moraes-Fernandes, 1990).

Neste contexto, a cultura de anteras e ou microsporos tem sido
extensivamente empregada na produgao de linhagens homozigoticas. Essa
técnica envolve o cultivo de anteras, ovarios e microsporos, para
estimular o desenvolvimento de células gametofiticas haploides,
permitindo a formag&o de calos ou embrides regeneraveis.

A androgénese ou embriogénese do pdlen é o fendmeno de
formagdo de uma planta haploide a partir de um gro de pélen. Ou seja,
na androgénese, os microsporos sofrem divisGes mitdticas continuas,
originando uma estrutura multicelular, que é a réplica de um embrido
zigotico (Santos, 2003).

Na androgénese direta, o microsporo comporta-se como um zigoto
e passa por varios estadios de embriogénese, semelhante ao que ocorre in
vivo. Na androgénese indireta, que ocorre com maior fregiiéncia, os
microsporos, em vez de passarem pela embriogénese, dividem-se algumas
vezes, formando calos, os quais emergem através da parede da antera
(Peters et al., 1998).

Uma planta androgénica, formada a partir do cultivo in vitro de
anteras, tem somente metade do nimero de cromossomos da espécie.
Entretanto, a duplica¢do de seus cromossomos pode ocorrer de maneira
espontdnea ou induzida, recuperando, assim, sua condigdo dipldide
totalmente homozigota (Bajaj, 1984).

No entanto, uma série de fatores quimicos, fisicos e genéticos
interage de forma complexa, influenciando tanto na indu¢do do embrifio

hapléide como sua diferenciagdo em plintula (Santos, 2003). Dentre os
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fatores criticos para a indugdo da androgénese, tém-se o gendtipo e as
condigdes fisiologicas da planta doadora, o estadio de desenvolvimento
dos microsporos, o tipo de pré-tratamento aplicado nos botdes fiorais e a
composi¢do do meio de cultura (Peters et al., 1998).

A maior dificuldade da aplicagdo da cultura de anteras consiste na
adequagdo do meio de cultura apropriado, para que ocorra a divisdo
celular, o processo de ativagio e desativa¢io dos genes, no momento e no
local apropriados, visando a diferencia¢ao celular e, consequentemente, a
obtengio de uma planta (Salomon, 2003). O meio de cultura mais
utilizado na cultura de anteras é o MS (Murashige & Skoog, 1962),
suplementado com reguladores de crescimentos, especialmente auxinas e
citocininas que estimulam a androgénese. No entanto, os teores de
nitrogénio e as fontes de carboidratos sdo fatores importantes na obtengo
de plantas haploides (Nitsch, 1981).

Outro fator limitante para o estabelecimento de anteras in vitro é a
alta taxa de oxidagdo dos explantes. De acordo com Custddio et al. (2005)
a oxidagdo das anteras pode inibir totalmente a indugfo de calos podendo
este efeito ser minimizado com a utilizagdio de antioxidantes, como a
polivinilpirrolidona (PVP), que tem a¢io de prevenir a oxidagdo por
compostos fenolicos (George & Sherrington, 1984).

A cultura de ovarios também € uma técnica realizada com éxito
em muitas espécies para a obtengdo de embrides somaticos a partir do
cultivo de o6vulos (Moore, 1985; Gmitter Junior & Moore, 1986).
Entretanto, a origem dos ovulos, o estado fisiologico desses e as
condi¢des em que eles sdo expostos sdo responsaveis por diferengas na

resposta embriogénica. Além disso, o alongamento in vitro dos embrides
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e a subseqiiente aclimatizagdo sdo processos longos e dificeis (Button &
Kochba, 1977), existindo, ainda, expressio de caracteristicas de
juvenilidade nas plantas originadas in vitro, constituindo importante
limitagdo na propagacdo (Ollitrault, 1992).

O objetivo deste trabalho foi determinar um protocolo de
calogénese em anteras e ovarios de /nga vera Will subsp Affinis (DC).

T.D. Penn..

MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Botdes florais de ingazeiro foram coletados de populagtes
naturais, localizadas na Universidade Federal de Lavras, no periodo de
agosto a novembro de 2005 e armazenados a temperatura de 10°C por
dois dias. Apés o armazenamento, os botdes florais foram classificados

em faixas de diferentes tamanhos: 0,7-1,0; 1,0-1,5; 1,5-2,0 cm (Figura 1)

T

a b

FIGURA 1. Classificagdo dos botdes florais de ingazeiro, 0,7-1,0 cm
(a); 1,0-1,5 em (b) ; 1,5-2,0 cm (¢). Barra: 0,5cm.
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Viabilidade do griio de polen
3otdes florais foram fixados em Camov (3:1, etanol:acido

acético), por um periodo de 2 a 24 horas, a temperatura ambiente e,
depois, foram acondicionados em freezer. Para o preparo das laminas, a
fim de avaliar a viabilidade do gréo de polen, as anteras foram isoladas do
botdo floral em microscopio esterioscopio, esmagadas e coradas com
carmim acético 2%. Realizou-se a contagem de 2.000 células/tratamento
em microscopio de luz com um aumento de 40x. Foram considerados
viaveis os polens corados.

Os resultados foram submetidos a analise de varidncia utilizando-
se o Software Statistical Analisys Svstem (SAS™. As médias foram

comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Desinfesta¢ao e inocula¢io do material vegetal

Os botdes florais foram lavados em agua corrente por 20 minutos
e, em ciamara de fluxo laminar, foram imersos em alcool 70%, por 60
segundos e hipoclorito de sodio a 2,5% de cloro ativo, por 15 minutos.
Posteriormente, foi realizada a triplice lavagem em agua destilada e
autoclavada e os botdes foram abertos para o isolamento das anteras ou

ovarios.

Cultura de anteras
Tamanho do botdo floral e concentragées de PVP na calogénese de
anteras

Apés a desinfestagdo, as anteras provenientes de botdes florais

com diferentes tamanhos (0,7-1,0; 1,0-1,5; 1,5-2,0 cm) foram inoculadas
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em tubos de ensaio contendo meio MS. com 3% de sacarose, 4,5uM de
2,4-D, 0,25% de carvdo ativado e diferentes concentra¢des de
polivinilpirrolidona (PVP) (0; 0,9; 1,8; 3,6; 7,2mM)

Tamanho do botio floral e concentracdes de 2,4 D na calogénese de
anteras

As anteras provenientes de botdes florais classificados por
tamanho foram inoculadas em tubos de ensaio contendo meio MS, com
3% de sacarose, 0,9mM de PVP, 0,25% de carvdo ativado e suplementado
com 0; 4,5; 9; 22 ¢ 44uM de 2,4-D.

Formulacdes de sais e fonte de carboidratos na calogénese de anteras.
As anteras provenientes de botes florais (1,0-2,0 ¢cm) foram
inoculadas em tubos de ensaio contendo duas formulag¢ées de sais: MS e
WPM e com diferentes fontes de carboidratos: 3% de manitol, sorbitol ou
sacarose.
Foram adicionados aos meios de cultura 3% de sacarose, 4,5uM
de 2,4-D, 0,9mM de PVP e 0,25% de carvio ativado.

Cultura de ovarios
Formulacdes de sais e concentracdes de 2,4-D na calogénese de
ovarios

Apos a desinfestagdo, os ovarios provenientes de botdes florais
com 1,0-2,0 cm foram inoculados em tubos de ensaio contendo meio MS
ou WPM, com 3% de sacarose, 0,9mM de PVP e 0,25% de carvdo
ativado e suplementado com 0; 4,5; 9; 22 € 44uM de 2,4-D.
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Meios de cultura

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 27 =
2°C. A avaliag@o foi realizada em intervalos de 10 dias até os 45 dias,
sendo observado a presenga e auséncia de calos, utilizando microscopio

esterioscopio com aumento de 20X.

Analise estatistica

Para analise estatistica, os calos foram classificados nas seguintes
categorias: 0 = auséncia de calos, 1 = explantes intumescido, 2 = inicio da
calogénese, 3 = 50% do explante coberto por calos e 4 = explante
totalmente coberto por calo.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado,
constituido de 10 repetigdes. Todos os resultados foram analisados no
programa estatistico SAS™, pela correlagio de Spearman, utilizando-se o
teste de Kruskall-Wallis e obtendo-se o score médio de formacdo de

calos.



RESULTADOS E DISCUSSAO

Cultura de anteras
Viabilidade do griao de pélen

Todas as classes de botdo floral (0,7-1,0; 1,0-1,5; 1,5-2,0 cm)
apresentaram polens formados e a viabilidade do grdo de poien nao
diferiu estatisticamente (Tabela 1)

TABELA 1. Viabilidade do grdo de polen em anteras de ingazeiro.

UFLA, Lavras, 2006.
Classes 0,7-1,0cm 1,0-1,5cm 1,5-2,0cm
Viabilidade (%) 95,7a 95.3a 95,2a

Letras iguais ndo diferem entre si, a 5% de significancia.

Ha evidéncias de ndo existir uniformidade de desenvolvimento
dos grdos de polen entre diferentes anteras de um botdo floral ou entre
diferentes grios de polen de uma mesma antera (Milani & Carvalho,
2005). Segundo Peters et al. (1998), os micrésporos respondem apenas
em uma determinada etapa do desenvolvimento, sendo o estadio
uninucleado o mais adequado para a maioria das espécies. Entretanto, isso
néo foi observado neste estudo.

Assim, para anteras de café, o estadio otimo para o
desenvolvimento do polen esta entre o uninucleado médio e o binucleado
tardio (Chen, et al, 1991). No entanto, segundo Dao & Shamina (1978),
observa-se a formag@o de calos em todos os estadios da microsporogénese
de anteras de tomate, embora micrésporos mononucleados e polens

maduros tenham sido os mais favoraveis para a indugio da embriogénese.
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Tamanho do botido floral e concentracdes de PVP na calogénese de
anteras

As concentragdes de PVP e os tamanhos de botdo floral diferiram
estatisticamente na indugao de calos em anteras de ingazeiro.

Quanto ao tamanho do botao floral, a escala de 0.7 a 1.0 mm
proporcionou os maiores escores de calogénese em todas as
concentragoes de PVP. No entanto, a concentra¢do de 0,9mM foi a mais
eficiente na formacao dos calos (Figura 2).

Para a escala de 1.0 a 1,5 cm, o PVP nao interferiu na formagao de
calos, pois, na auséncia deste antioxidante, os escores da calogénese
foram muito proximos a concentragdo mais alta de 7.2mM. No entanto,
para a escala de 1,5 a 2,0 foi observado um aumento na formacgao de calos
nas concentragoes de 0.9 e 1,8mM e uma tendéncia a reducdo da

calogénese nas concentragoes superiores (3,6 € 7,2mM).
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FIGURA 2. Efeito do PVP e do tamanho do botdo floral na inducdo de
calos em anteras de ingazeiro. UFLA, Lavras. 2006

Escore médio
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Os fenodis sdo adsorvidos velo PVP por meio de ligagdes de
nidrogénio, o que previne a oxidagdo e a polimerizagdo. Portanto, os
tratamentos mais eficientes na calogénese de anteras foram os que

apresentaram menores escores para coloragdo marrom, o que caracteriza a

oxida¢ao (Figura 3).
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FIGURA 3. Efeito do PVP e do tamanho do botao floral na coloragao de
calos em anteras de ingazeiro. UFLA, Lavras, 2006.

A adi¢gdo de PVP ao meio de cultura também aumentou
significativamente a indugdo de calos em anteras de Coffea arabica 1..,
atingindo a maxima calogénese na dosagem de 1,8M. Dosagens

superiores a esta passaram a apresentar efeito prejudicial (Pascoal,

2002).



Tamanho do botio floral e concentracdes de 2,4-D na calogénese de
anteras

As concentragoes de 2,4-D e os tamanhos de botdo floral diferiram
estatisticamente na indug¢do de calos em anteras de ingazeiro. Na
calogénese de anteras, a concentra¢do de 44uM de 2.4 D e o botéo floral
na escala de 0,7 a 1,0 cm proporcionaram os maiores escores (319),
diferindo do controle com escore de 164 (Figura 4).

Para as anteras oriundas de botdes com tamanho entre 1,0 e 1.5 a
auséncia de 2.4-D proporcionou uma maior formagdo de calos. No
entanto, esse escores diferem pouco das outras concentragdes de 2,4 D. Ja
na faixa de 1,5 a 2,0 cm, foi observado um aumento na formacao de calos
na concentra¢do de 4,5uM de 2,4-D e as concentragdo superiores a essa

apresentaram uma tendéncia a redugao de formagao de calos (Figura 4).
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FIGURA 4. Efeito do 2.4-D e do tamanho do botao floral na indugao de
calos em anteras de ingazeiro. UFLA, Lavras, 2006.
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Palu et al. (2004) relatam que, para Coffea arabica L. cultivar
Acaia, o aumento da produgdo de calos em anteras ocorreu até a
concentragdo de 9uM de 2,4-D, ponto a partir do qual o regulador de
crescimento passou a inibir a produgdo de calos. Vargas (2006) obteve
calos em anteras de mamona (Ricinus communis L.) utilizando 9uM de
2,4-D. Experimentos de calogénese em anteras de Triticum aestivum
utilizando AIA e 2,4D demonstram que esse ¢ mais efetivo na indugiio de
calos em anteras (Ball et al, 1993) e anteras de Cucumis sativus 1.
cultivar Calypso, inoculadas em meio B5, completado, principalmente,
com 2,5uM de 2.4-D, desenvolveram calos e embrides globulares em 4
semanas (Ashok et al., 2003).

Foi observada também a formagao de calos na regifo final do filete
e no conectivo das anteras (Figura 5). Em algumas espécies, a inclusdo de

uma determinada concentragdo de auxina pode desviar o desenvolvimento

do microsporo para induzir a formagdo de calos a partir do tecido
conectivo (Sunderland, 1971) ou do filete (Wenzel & Foroughi-Wehr,
1984).

FIGURA 5. Esteriomicrografia de calos em anteras de ingazeiro. Antera
sem calo (a), antera intumescida (B), calo na regido final do
filete (C). UFLA, Lavras, 2006.
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Formulacdes de sais e fonte de carboidratos na calogénese de anteras.

J crescimento e a diferenciagio dos calos em anteras sio
determinados pelas concentra¢gdes de sais inorganicos, principalmente ae
amonio. Por isso, a relagdo entre a concentragdo de amonio e de nitrato é
um dos principais fatores na composi¢io do meio de cultura (Lentini.
1997). Além disso, os carboidratos no meio de cultura satisfazem o
requerimento de moléculas de carbono como fonte de energia e, em geral,
altos indices de sacarose satisfazem a indugdo de calos em anteras (Chen
et al. 1991)

Portanto, verificou-se que as formulagdes de sais MS ¢ WPM e as
fontes de carboidratos diferiram estatisticamente na calogénese de anteras
de ingazeiro. Os maiores escores (410) para a formagdo de calos foram
obtidos no meio WPM suplementado com manitol (Figura 6). sendo esse
superior a sacarose (300) e ao sorbitol com score de 190. Ja para o meio
de cultura MS, a sacarose apresentou os melhores escores (360), seguida
do sorbitol e manitol, que ndo diferiram estatisticamente, apresentando

escore de 280,
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FIGURA 6. Efeito do meio de cultura e da fonte de carboidratos na
inducdo de calos em anteras de ingazeiro. UFLA, Lavras.
2006.

Com relacdo a fonte de carbono. resultados semelhantes foram
observados em microsporos de arroz e outros cereais (Lentini, 1997).
Segundo Ricci et al. (2002), galactose e lactose induziram um maior
numero de calos e embrides somaticos de citrus. Ja para anteras de cafe,
a substituicdo de 5% de sacarose por 5% de maltose proporcionou um
incremento significativo na inducao de calos (Lentini et al, 1995).

Por outro lado, as altas concentragdes de amonio presentes no
meio MS combinadas com o manitol, inibiram a formagao de calos, mas,
quando foi utilizado sorbitol e sacarose, a calogénese no MS apresentou
maiores escores do que WPM (Figura 6).

Segundo Galletta (1983), um dos fatores determinantes da
integridade dos grdos de polen é a manutengdo do equilibrio osmotico

entre 0 meio de cultura e o conteado dos graos. Supde-se que tal



equilibrio possa ser determinado pela relagdo entre a concentragdo de
sacarose e as concentragdes de substincias como acido borico e nitrato de
calcio, de forma que o excesso ou a deficiéncia de qualquer desses

componentes podera promover o rompimento dos grios de pélen.

Cultura de ovarios
Formulacées de sais e concentragdes de 2,4-D na calogénese de
ovarios

Para a calogénese de ovarios de ingazeiro, a concentragdo de 4.5
uM de 2,4-D no meio de cultivo MS foi a mais eficiente, sendo bem
superior ao controle. A calogénese foi, inicialmente, observada na regido
basal e, posteriormente, estendeu-se para toda a regido do explante com
aspecto amarelo (Figura 7).

Quanto ao meio MS, foi observado que, com o aumento da
concentragdo de 2,4-D para 9uM, ocorreu uma diminui¢3o na calogénese.
No entanto, as concentragdes superiores apresentam uma tendéncia a um
aumento na formagdo de calos (Figura 8).

Por outro lado, para o meio de cultura WPM foi verificado um
acréscimo na calogénese a8 medida que se aumentou a concentragdo de
2,4-D.
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FIGURA 8. Efeito do meio de cultura e das concentragdes de 2,4-D na
inducdo de calos em ovarios de ingazeiro. UFLA, Lavras,
2006.

FIGURA 7. Aspecto visual e calo em ovério de ingazeiro. Calo no
ovario (a). UFLA, Lavras, 2006.
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Pétalas. ovarios e estames cultivados de Feijoa sellowiana Berg.
em meio dasal suplementado com diferentes reguladores de crescimento,
dentre eles 2,4-D, mostraram uma intensa indug¢do de calos na regiao
oasal do explante, aspecto compacto e coloragio amarela translicida
(Stefanello et al., 2005).

Para algumas variedades de citrus, em geral, a indugdo de calos
ocofre entre a sexta e oitava semanas de cultivo em meio MT (Murashige
& Tucker, 1969) (Kayim & Koc, 2006). Para Lilium hibrido, a
combinagdo de 0,005uM de acido o-naftaleno acético (ANA) e SuM 6-
benziulaminopurina (BAP) induziram a maxima formagdo de calos em
ovarios (NOVAK, 1981)

CONCLUSAO

Para os botdes florais, a escala de 0,7 a 1,0 mm, combinada com
as concentragdes de 0,9mM de PVP e 44uM de 2,4 D, € a mais indicada
para a formagdo dos calos em anteras de ingazeiro.

Quanto a formulagio de sais e fonte de carboidratos, os melhores
resultados foram obtidos no meio WPM suplementado com manitol.

Para a calogénese de ovarios, 0 meio mais indicado é o MS

complementado com 4,5uM de 2,4-D.
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ARTIGO V

Anilise ultra-estrutural de calos de ingazeiro (Inga vera Willd.
subsp. affinis (DC.) T.D. Penn.)
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RESUMO

Stein, Vanessa Cristina. Anélise ultra-estrutural de calos de ingazeiro (/nga vera
Witld. subsp. affinis (DC.) T.D. Penn. In; . Micropropagaciio, indice
mitético e anilise ultra-estrutural de calos de ingazeiro (Inga vera Willd.
subsp. affinis (DC.) T.D. Penn.) 2006. 100 p.. Dissertagio (Mestrado em
Agronomia/Fisiologia Vegetal) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.*

A compreensdo da organogénese ¢ da embriogénese de plantas, nos
estdgios iniciais de desenvolvimento das células, requer a observagdo das
mudangas subcelulares. No entanto, a caracterizagfo citologica durante o
desenvolvimento destes n#io tem sido realizada com freqiiéncia na cultura
de tecidos. Portanto, o objetivo deste trabalho ¢é caracterizar as diferengas
ultraestruturais relacionadas a calogénese de anteras, ovirios, folha e
segmentos nodais de /nga vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D. Penn.
Para tanto, botSes florais, segmentos nodais e folhas foram desinfestados
e inoculados em tubos de ensaio contendo mcio MS, com 3% de sacarose
e 4,5uM de 2,4-D, exceto para calogénese de folhas em que foram
utilizados 9uM desta auxina ¢ na calogénese de anteras ¢ ovéarios cujo
meio de cultura foi acrescido de 0,25% de carvdo ativado e 90uM de
PVP. Ap6s 45 dias em meio de cultura, os calos de anteras, ovérios,
folhas e segmentos nodais foram fixados em Kamovisky e preparados
para a visualizagdo em microscopia de transmissdo eletronica de
varredura. Sendo assim, foram observadas diferencas ultraestruturais
entre as células dos calos provenientes de antcras, ovérios, segmentos ¢
folhas. Os calos de anteras, folhas e segmentos nodais niio apresentaram
evidéncias de formag@io de embriGes sométicos, apesar de suas células
apresentarem algumas caracteristicas embriogénicas. No entanto, os calos
de ovéarios pareccem ser a fontc de explante mais responsiva a
embriogénese, mostrando indicios de formagéo de embrides.

Palavras-chave: anteras, ovérios, segmentos foliares, folhas, calogénese.

* Comité Orientador: Renato Paiva — UFLA (Orientador)
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ABSTRACT

Stein, Vanessa Cristina. Ultra structural analysis of Inga vera Willd.
subsp. affinis (DC.) T.D. Penn. callus. In: Micropropagation, mitotie
index and ultrastructural analasis of Inga vera Will subsp affinis (DC).
T.D. Penn. 2006. 100 p.. Dissertation (Master of Science in Agronomy /
Plant Physiology) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

The understanding of plant organogenesis and embryogenesis during the
initial stages of cells development requires an observation of the sub
cellular changes. In this context, cytological characterizations during cell
development have not been frequently performed on tissue culture. The
objective of this work was to characterize ultra structural changes related
to callus formation from anthers, ovaries, leaves and nodal segments of
Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D. Penn. Flower buttons, nodal
segments and leaves were disinfested and inoculated in MS medium,
supplemented with 3% sucrose and 4.5uM 2,4-D, except for leaf
calogenesis where 9uM 2,4-D was used and on anthers and ovaries
calogenesis where the medium was supplemented with 0.25% activated
charcoal and 90uM PVP. After 45 days in culture, callus formed from
anthers, ovaries, leaves and nodal segments were fixed in Karnovisky and
prepared for visualization in scanning electronic transition microscope.
Ultra structural differences of callus formed from anthers, ovaries
segments and leaves were observed. Callus from anthers, leaves and
nodal segments showed no evidences of somatic embryo’s formation
although, some of its cells showed some embryogenic characteristics.
Callus formed from ovaries seem to be the best source of embryogenic

responsive explants.

Key words: anthers, ovary, nodal segments, leaves, callus formation.

* Guidance Committee: Renato Paiva — UFLA (Adviser); Patricia Duarte de
Oliveira Paiva (Co-Adviser)
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INTRODUCAO

Inga vera Willd., pertencente a familia Fabaceae, ¢ uma espécie
frutifera ¢ medicinal nativa do cerrado. Seus frutos apresentam polpa
branca, levemente fibrosa e rica em sais minerais (Lope, 2006). No
entanto, alguns autores afirmam que a viabilidade das suas sementes ¢
extremamente curta, ndo ultrapassando 15 dias, em condigdes naturais
(Barbedo, 1998).

Assim, a embriogénese somatica torna-se uma estratégia viavel
para o estudo do desenvolvimento fisiologico do embrido e producdo de
sementes sintéticas em larga escala. Esta técnica ¢ uma das melhores
op¢des para a propaga¢do massal de plantas elite (Gupta et al., 1993),
proporcionando alta taxa de multiplicagdo, escalonamento da produgio,
manuten¢do de embrides em meios de cultura, plantio direto da muda sem
necessidade de enxertia, além de possibilitar a transferéncia de genes,
tanto pela fusdo de protoplastos como pela transformagdio genética
(Barros, 1999).

Segundo Ammirato (1983), na embriogénese somatica, uma Unica
célula ou um grupo de células somaticas sdo precursores de embrides
somaticos, sendo esse processo similar ao da embriogénese zigotica. Os
embrides somaticos in vitro podem ser formados a partir de dois padrdes
basicos de embriogénese, direto ou indireto.

A embriogénese somatica direta ocorre a partir do explante, que
possui células programadas para a diferenciagio e a formagio de
embrides somaticos. Para a embriogénese somatica indireta, a

desdiferencia¢do dos explantes resulta na formagdo de calos, com células
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ou grupo de células competentes, ou seja, com capacidade de responder
aos efeitos estimulatorios do meio de cultura. A transferéncia destas
células, agora competentes, para os meios indutores de gemas torna-as
determinadas, isto €, comprometidas com uma rota especifica de
desenvolvimento (Kerbauy, 1998).

Segundo Vikrant (2001), a embriogénese somatica direta ocorre
mais frequentemente em explantes de microsporos, ovulos e embrides
imaturos. Em contraste, embriogénese somatica indireta ocorre nas
células indeterminadas e ndo diferenciadas, formadas, primeiramente, nos
calos.

Embora o sucesso da embriogénese somatica em plantas lenhosas
seja muito baixo, foi possivel estabelecer protocolos de indugio de
embriogénese somatica para varias espécies florestais, incluindo varios
membros da familia Lauraceae, como para Laurus nobilis (Canhoto et al.,
1999), Persea americana Mill. (Witjaksono et al., 1999) e Ocotea
catharinensis (Viana & Mantell, 1999).

Pescador et al. (2000) reportam que a possibilidade de manipular
sistemas in vitro para a clonagem de genotipos vegetais superiores
depende de varios fatores, como parimetros morfologicos, genéticos,
bioquimicos, citologicos e o conhecimento da fisiologia do
desenvolvimento celular, que € de fundamental importancia para se obter
respostas morfogenéticas nos sistemas de cultura in vitro.

Embora ndo se conhega, ainda, de forma satisfatoria, por que
certos eventos regenerativos, in vitro, sio mais facilmente induzidos em

alguns tecidos do que em outros, admite-se que as diferentes expressdes
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mortogenéticas reflitam na natureza e no grau de diferenciagdo destes
tecidos.

Portanto, a compreensdo da organogénese de plantas nos estadios
iniciais de desenvolvimento das células meristematicas requer a
observagio das mudangas subcelulares e as suas correlagbes com as
alteragdes bioquimicas (Pihakashi-Maunsbach et al. 1993). A grande
aplicagio desta metodologia ¢ fornecer informagdes associadas aos
parimetros morfologicos 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, nucleo grande com nucléolo proeminente, vacuolo pequeno e
abundancia de graos de amido. Essas caracteristicas sugerem uma intensa
sintese de RNA e ampla atividade metabolica.

Assim, alguns autores tentam relacionar as caracteristicas ultra-
estruturais ao potencial embriogénico (Radojevic et al.,, 1975). No
entanto, a caracterizag@o citologica de calos durante o desenvolvimento
ndo tem sido realizada com freqiiéncia na cultura de tecidos. O estudo das
alteragbes ultraestruturais durante a organogénese in vifro para
caracterizar as células meristemoides e a formagido 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. Sdo os principais responsaveis por sua reduzida aplicagdo

comercial (Pihakashi-Maunsbach, 1993). Uma das estratégias que podem
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aumentar a eticiéncia do processo embriogénico seria uma analise ultra-
estrutural ainda no estadios de calos.

O objetivo desse trabalho foi caracterizar as diferencas ultra-
estruturais relacionadas a calogénese de anteras, ovarios, folha e

segmentos nodais de /nga vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D. Penn.

MATERIAL E METODOS
Material vegetal

Para a calogénese de anteras e ovarios, botdes florais de ingazeiro
foram coletados de populagdes naturais, localizadas na Universidade
Federal de Lavras, no periodo de agosto a novembro de 2005 e
armazenados a temperatura de 10°C por dois dias.

Na indugido de calos em folhas e segmentos nodais, foram
utilizadas plantas matrizes jovens de ingazeiro mantidas em sala de
crescimento a 25 + 2°C de temperatura, densidade de fluxo de fotons de
43 umol m? s e fotoperiodo de 16 horas. Essas plantas foram obtidas do
viveiro de mudas das Centrais Elétricas de Minas Gerais (CEMIG),
localizado na represa de Camargos, municipio de Itutinga, MG

(21°29'15"S / 44°38'33"0) .

Desinfestagao e inoculacio do material vegetal

Botdes florais, segmentos nodais e folhas foram lavados em agua
corrente por 20 minutos e, em cdmera de fluxo laminar, foram imersos em
alcool 70%, por 60 segundos e hipoclorito de sodio a 2,5% de cloro ativo
por 15 minutos. Posteriormente, foi realizada a triplice lavagem em agua

destilada e autoclavada. Apoés a desinfestacdo, os botdes florais
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seccionados longitudinalmente com bisturi para o isolamento das anteras

ou ovarios.

Calogénese

Os diferentes explantes foram inoculados em tubos de ensaio
contendo meio MS (Murashige & Skoog, 1962), com 3% de sacarose ¢
+,5uM de 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacético), exceto para calogénese
de folhas, em que foram utilizados 9uM desta auxina e na calogénese de
anteras € ovarios, cujo meio de cultura foi acrescido de 0,25% de carvdo
ativado e 0,9mM de polivinilpirrolidona (PVP).

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 27
2°C por 45 dias.

Microscopia eletronica de transmissao (MET)

Apoés 45 dias em meio de cultura, os calos de anteras, ovarios,
folhas e segmentos nodais foram fixados em Karnovsky [glutaraldeido
(2,5%) e paraformaldeido (2,5%) em tampdo cacodilato, pH 7,0] por um
periodo de 2 a 24 horas a temperatura ambiente.

Posteriormente, os calos foram lavados em tampdo cacodilato
0,05M (trés vezes de 10 minutos) e pos-fixados em tetroxido de 6smio
1% e tampdo cacodilato 0,05M, por 4 horas.

Em seguida, foi realizada a desidratagdo em gradiente de acetona
(30, 50, 70 e 90 por 10 minutos). Posteriormente, 0 material foi incluido

em gradiente crescente de acetona e resina Spurr 30%, por 8 horas, a 70%
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por 12 horas e duas vezes a 100%, em intervalos de 24 horas. Os tecidos
emblocados em resina pura e colocados em estufa a 70°C, por 48 horas,
para a polimerizagao.

£m seguida, foram realizados os cortes em se¢des semifinas
(1pm) e ultrafinas (<100nm). utilizando-se um ultramicrotomo Reichrt-
Jung. Os cortes semifinos foram corados com azul de toluidina (1g azul
de toluidina, 1g borato de sédio e 100 mL de 4gua purificados por meio
de filtro Millipore 0,2um) e montados permanentemente em meio
Permoult.

Os cortes ultrafinos foram coletados em uma gota de agua com
grides Slots e colocados em raques, cobertos com uma pelicula de
formvar (Rowley & Moran, 1975). As se¢bes foram pés-contrastadas em
acetato de uranila, seguido por acetato de chumbo, por 3 minutos cada e.
em seguida, examinadas em microscopio eletronico de transmissdo Zeiss,
modelo EM 109 a 80Kv.

Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Apos 45 dias em meio de cultura, os calos de anteras, ovarios,
frutos, folhas e caules foram fixados em Karnovsky [glutaraldeido (2,5%)
e paratormaldeido (2,5%)] em tampdo cacodilato, pH 7,0, por, no
minimo, uma hora, em temperatura ambiente.

Posteriormente, os calos foram cortados com bisturi em nitrogénio
liquido e os fragmentos lavados trés vezes (10 minutos) em tampio
cacodilato 0,05M e pos-fixados em tetroxido de osmio 1% e tampdo
cacodilato 0,05 M por 1-2 horas. Em seguida, foi realizada a desidratagio
em gradiente de acetona (30%, 50%, 70% e 90%) por 10 minutos.
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Apos a desidratagdo, foi realizada secagem ao ponto critico, por
meio de CO; liquido ¢ as amostras metalizados com ouro. As observagoes
foram realizadas em microscopio eletronico (LEO Evo 40), operando
entre 10 e 20 kV.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram observadas diferengas ultra-estruturais entre as células dos
calos provenientes de anteras, ovarios, segmentos e folhas. Na MEV foi
verificada a prolifera¢do de células, com formato isodiamétrico (Figura Ic
e 1d) em toda a superficie da antera, inclusive na regido do conectivo
(Figura 1b) e no grio de polen (Figura 1f).

As células dos calos de anteras, quando observadas em MET,
apresentaram nucleos centrais com contorno irregular e formas diversas
(Figura 2a). Essa conformagdo de nicleo também foi observada por
Gloria & Machado (2004), em células organogénicas de Glycine max (L.)
Merr.

Quanto ao citoplasma das células, esse é denso e abundante em
reticulo endoplasmatico (Figura 2b) e mitocondrias (Figura 2d). Segundo
Tomes (1985), os calos embriogénicos, nas celulas, sdo compostos por
células com caracteristicas meristematicas, apresentando dimensdes
relativamente pequenas e citoplasma denso. Além disso, nas células
organogénicas de Glicine max (L.) Merr., as mitocOndrias sdo abundantes,
com matriz eletrodensa e cristas bem desenvolvidas. Esse fator tem sido
associado também a sistemas embriogénicos, estando relacionado a alta

atividade metabolica, pelas altas taxas respiratorias (Canhoto ef al. 1996).
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FIGURA 1. Eletromicrografias de varredura de calos de anteras de
ingazeiro (a-d). Visdo geral dos calos(a); visdo geral dos
calos na regido do conectivo (b); células isodiamétricas dos
calos (c,d); calos nos pélens (e,f). Br = 100pum (a, b, €); 20
pum (c) ; 10 pm (d, f). UFLA, Lavras, MG, 2006.
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FIGURA 2. Eletromicrografias de transmissdo de células dos calos em
anteras. Célula do calo de anteras (a); reticulo
endoplasmatico (b); complexo de golgi (c); mitocondrias
(d); vactiolos (€) e grdos de Amido (f). Br=2 um (a, d, ¢,
f); 1 pm (b); 500gm (c). UFLA, Lavras, MG, 2006.
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Foi observada também a presenga de complexo de Golgi (Figura
2c), vactolos com citoplasma denso (Figura 2¢) e grande quantidade de
grdos de amido (Figura 2f). A presenga de grio de amido tem sido
reportada como uma mudanga ultra-estrutural, comum em células
organogénicas e também relacionada com a aquisigio do potencial
organogénico (Villalobos et al. 1985, Pihakashi-Maunsbach, et al 1993).

Ja as superficies dos calos de ovarios apresentaram proliferagdes
celulares bem organizadas, que indicam a formagio de pré-embrides
somaticos (Figura 3c), pois também observaram-se indicios de sistema
vascular organizado (Figura 3d).

Figura 3. Eletromicrografias de varredura de calos em ovirios.
Proliferagdo de células (a); aspectos da superficie do calo
(b); inicio da formagdo de embrides (c), organizagdo
vascular do calo (d). B=10pm (a); 30pm (b); 20um (c,d).
UFLA, Lavras, MG, 2006.



Além disso, observaram-se nucleos e organelas, como
mitocondrias e reticulo endoplasmatico em posigéo periférica (Figura 4a e
'b), pois a célula é praticamente toda ocupada por grandes vactolos
(Figura 4c). Como observado por Canhoto et al. (1996), usualmente, as
células dos pré-embrides apresentam algumas caracteristicas observadas
em células meristematicas. No entanto, podem ser tdo vacuoladas que
mostram apenas um fino citoplasma entre o tonoplasto € a membrana

_ plasmatica (Figura 4d).

Figura 4. Eletromicrografias de transmissdo de células dos calos de
ovarios. Mitocondrias (a); reticulo endoplasmatico (b);
mitocondrias e reticulo endoplasmatico (c); citoplasma na
periferia com mitocondria. Br=500um (a,b,c); 1 pm (d).
UFLA, Lavras, MG, 2006.
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No entanto, as superficies dos calos de segmentos nodais e folhas
ndo apresentam indicios de formagdo de embrides. As células na sua
maioria apresentam formato arredondado. No entanto pode-se observar

algumas formas alongadas (Figura 5).
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Figura 5. Eletromicrografias de varredura de calos e segmentos nodais.
Aspectos da superficie do calo (a,d); Células em divisdo celular
(b,c). B=20pum (a, b), 10 um (c), 100 pm (d). UFLA, Lavras,
MG, 2006. '

Quanto a analise celular foram observadas células com muitos
vactiolos (Figura 6d), nicleos com formatos variados (Figura 6a ¢ b) e
grande quantidade de mitocondrias (Figura 6¢), em sua maioria com
formato alongado. Segundo Canhoto (1996), as células ndo
embriogénicas apresentam mitocondrias com formato comprido, enquanto

que, em c€lulas embriogénicas, as mitocondrias sdo arredondadas (Figura
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6c). No entanto, Skoog e Miller (1957) afirmam que as células ndo
embriogénicas  possuem  potencial, para desenvolver células
meristematicas e quando em condi¢des satisfatdrias, podem dar origem a

uma nova planta.

Figura 6. Eletromicrografias de transmissdo de células dos calos de
segmentos nodais. Nucleo (a, b); mitocondrias (c); vacutolo
(d). Br=2pm (a, b, ¢, d). UFLA, Lavras, MG, 2006.

As células dos calos provenientes de folhas apresentam
morfologia semelhante as das células dos segmentos nodais, ou seja, bem
arredondadas (Figura 7).



Figura 7. Eletromicrografias de varredura de calos em folhas. Aspectos da
superficie do calo (a,d); células em divisio celular (b,c).
Br=20um (a, b, ¢, d). UFLA, Lavras, MG, 2006.

No entanto, a andlise de transmissdo mostrou muitas células
inviaveis (Figura 8 c,d) e as poucas células vivas apresentaram niicleo
 irregular, poucas organelas e presenga de amiloplastos (Figura 8b).

Comb ja mencionado durante a cultura de embrides somaticos, as
células acumulam grande quantidade de grdos de amido, sugerindo que os
grdos de amido podem ser utilizados como marcadores iniciais do
potencial embriogénico (Radojevic, 1979; Ho & Vasil, 1983). Portanto ,
sdo necessarias sucessivas repicagens para a selecio das células vivas e

com potencial embriogénico neste tipo de explante.
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Figura 8. Eletromicrografias de transmissdo de calos em folhas. Aspectos
da superficie do calo (a,d); células em divisdo celular (b,c).
UFLA, Lavras, MG, 2006. B=2 pm (a,b,c,d)

CONCLUSOES

Ha diferengas ultra-estruturais entre as células dos calos
provenientes de anteras, ovarios, segmentos e folhas.

Os calos de anteras, folhas e segmentos nodais ndo apresentaram
evidencias de formagdo de embrides somdticos, apesar de suas células
apresentarem algumas caracteristicas embriogénicas. Os calos de ovarios
apresentam-se como a fonte de explante mais responsiva a embriogénese,

mostrando indicios de formagdo de embrides.
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