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Calogênese em segmentos nodais de ingazeiro – aspectos ultra-estruturais 
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INTRODUÇÃO 
 

O ingazeiro (Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D. Penn.) é uma árvore 
frutífera adaptada a terrenos úmidos, considerada uma espécie importante para a 
recomposição de áreas ciliares degradadas. No entanto, o potencial desta espécie 
para programas de preservação ambiental e sua utilização comercial são prejudicados 
pela impossibilidade de armazenamento de suas sementes. Assim, as técnicas 
alternativas de propagação assexuada, como a cultura de tecidos, são ferramentas 
que possibilitam a obtenção de um número expressivo de mudas de espécies 
ecológica e comercialmente importantes (Santos et al., 2005).  

Devido à totipotência, protocolos para a obtenção de plantas com base em 
tecidos vegetais têm sido obtidos. Os processos pelos quais os tecidos produzem 
órgãos vegetais adventícios in vitro, podem ocorrer direta (sem a formação de calos) e 
indiretamente, por meio da formação de calos (Moura et al., 2001).  

O calo é uma massa compacta de células desorganizadas e parcialmente 
indiferenciadas que variam quanto ao tipo, ao tamanho, ao conteúdo celular e à 
espessura da parede (Narayanaswamy, 1977). Assim, para que os processos de 
organogênese indireta in vitro ocorram, as células devem passar pelos processos de 
desdiferenciação, aquisição da competência, indução, determinação, diferenciação e 
formação do órgão.  

Portanto o objetivo desse trabalho foi caracterizar as diferenças ultra-estruturais 
relacionadas à calogênese de segmentos nodais de Inga vera Willd. subsp. affinis 
(DC.) T.D. Penn. 

 
MATERIAL E MÉTODOS 
 
  Na indução de calos de segmentos nodais, foram utilizadas plantas matrizes 
jovens de ingazeiro mantidas em sala de crescimento à 25 ± 2°C de temperatura, 
densidade de fluxo de fótons de 43 µmol m-2 s-1 e fotoperíodo de 16 horas. Essas 
plantas foram obtidas do viveiro de mudas das Centrais Elétricas de Minas Gerais 
(CEMIG), localizado na represa de Camargos, município de Itutinga, MG (21º29'15"S / 
44º38'33"O) .  
 Os segmentos nodais e folhas foram lavados em água corrente por 20 minutos 
e, em câmera de fluxo laminar, foram imersos em álcool 70%, por 60 segundos e 
hipoclorito de sódio a 2,5% de cloro ativo por 15 minutos. Posteriormente, foi realizada 
a tríplice lavagem em água destilada e autoclavada.   
 Os explantes foram inoculados em tubos de ensaio contendo meio MS 
(Murashige & Skoog, 1962), com 3% de sacarose e 4,5µM de 2,4-D (ácido 2,4-
diclorofenoxiacético. O meio de cultura foi solidificado com ágar 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. 



478

  Para microscopia de transmissão, após 45 dias em meio de cultura, os calos 
foram fixados em Karnovsky [glutaraldeído (2,5%) e paraformaldeído (2,5%) em 
tampão cacodilato, pH 7,0] por um período de 2 a 24 horas à temperatura ambiente.  
 Posteriormente, os calos foram lavados em tampão cacodilato 0,05M (três 
vezes de 10 minutos) e pós-fixados em tetróxido de ósmio 1% e tampão cacodilato 
0,05M, por 4 horas.  
 Em seguida, foi realizada a desidratação em gradiente de acetona (30, 50, 70 e 
90 por 10 minutos). Posteriormente, o material foi incluído em gradiente crescente de 
acetona e resina Spurr 30%, por 8 horas, a 70% por 12 horas e duas vezes a 100%, 
em intervalos de 24 horas. Os tecidos emblocados em resina pura e colocados em 
estufa a 70ºC, por 48 horas, para a polimerização.  
 Foram realizados então, cortes em seções semifinas (1µm) e ultrafinas 
(<100nm), utilizando-se um ultramicrótomo Reichrt-Jung. Os cortes semifinos foram 
corados com azul de toluidina (1 g de azul de toluidina, 1 g de borato de sódio e 100 
mL de água purificada em filtro Millipore 0,2µm) e montados permanentemente em 
meio Permount.  
 Os cortes ultrafinos foram coletados em uma gota de água com grides Slots e 
colocados em raques, cobertos com uma película de formvar (Rowley & Moran, 1975). 
 As seções foram pós-contrastadas em acetato de uranila, seguido por acetato 
de chumbo, por 3 minutos cada e, em seguida, examinadas em microscópio eletrônico 
de transmissão Zeiss, modelo EM 109 a 80Kv. 
  Para microscopia de varredura, após 45 dias em meio de cultura, os calos 
foram também fixados em Karnovsky [glutaraldeído (2,5%) e paraformaldeído (2,5%)] 
em tampão cacodilato, pH 7,0, por, no mínimo,  uma hora, em temperatura ambiente.  
 Posteriormente, os calos foram cortados com bisturi em nitrogênio liquido e os 
fragmentos lavados três vezes (10 minutos) em tampão cacodilato 0,05M e pós-
fixados em tetróxido de ósmio 1% e tampão cacodilato 0,05 M por 1-2 horas. Em 
seguida, foi realizada a desidratação em gradiente de acetona (30%, 50%, 70% e 
90%) por 10 minutos. 
 Após a desidratação, foi realizada secagem ao ponto crítico, por meio de CO2 
líquido e as amostras metalizados com ouro. As observações foram realizadas em 
microscópio eletrônico (LEO Evo 40), operando entre 10 e 20 kV. 
 
RESULTADOS DE DISCUSSÃO 
 
 As superfícies dos calos de segmentos nodais e folhas não apresentaram 
indícios de formação de embriões. As células na sua maioria apresentaram formato 
arredondado. No entanto pode-se observar algumas formas alongadas. Segundo 
Tomes (1985), nos calos embriogênicos, as células possuem características 
meristemáticas, apresentando dimensões relativamente pequenas e citoplasma denso. 
(Figura 5). 
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Figura 5. Eletromicrografias de varredura de calos e segmentos nodais de ingazeiro. 

Aspectos da superfície do calo (a,d); Células em divisão celular (b,c). 
Br=20µm (a, b), 10 µm (c), 100 µm (d). UFLA, Lavras, MG, 2006. 

 
 Quanto à análise celular foram observadas células com muitos vacúolos 
(Figura 6d), núcleos com formatos variados (Figura 6a e b) e grande quantidade de 
mitocôndrias (Figura 6c), em sua maioria com formato alongado. Segundo Canhoto 
(1996), as células não embriogênicas apresentam mitocôndrias com formato alongado, 
enquanto que, em células embriogênicas, as mitocôndrias são arredondadas (Figura 
6c). Alem disso, nas células organogênicas de Glicine max (L.) Merr., as mitocôndrias 
são abundantes, com matriz eletrodensa e cristas bem desenvolvidas. Esse fator tem 
sido associado também a sistemas embriogênicos, estando relacionado a alta 
atividade metabólica, pelas altas taxas respiratórias. 
  No entanto, Skoog e Miller (1957) afirmam que as células não embriogênicas 
possuem potencial, para desenvolver células meristemáticas e quando em condições 
satisfatórias, podem dar origem a uma nova planta. 
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Figura 6. Eletromicrografias de transmissão de células dos calos de segmentos nodais 
de ingazeiro. Núcleo (a, b); mitocôndrias (c); vacúolo (d). Br= 2µm (a, b, c, 
d). UFLA, Lavras, MG, 2006. 

 
CONCLUSÃO 
 Os calos de folhas e segmentos nodais não apresentaram evidencias de 
formação de embriões somáticos, apesar de suas células apresentarem algumas 
características embriogênicas. 
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