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Observação ultra-estrutural de calos de ovários de Ingazeiro 
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INTRODUÇÃO 
 O Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D. Penn. é uma espécie pioneira, 
presente em matas ciliares sazonalmente inundadas, apresentando assim,  algumas 
adaptações anatômicas e morfológicas que a fazem suportar a submersão do sistema 
radicular. No entanto, as sementes de ingazeiro são recalcitrantes e, pela 
impossibilidade de formação de mudas em épocas distintas das que são produzidas 
as sementes em seu hábitat, fica inviabilizada a sua inclusão nos programas voltados 
à recuperação de áreas nativas degradadas (Barbedo, 1997). 
 O melhoramento genético tem contribuído com a produção de indivíduos 
superiores e novas variedades, por meio da recombinação de caracteres 
selecionados, principalmente para áreas com baixo potencial para reflorestamento.  
 A cultura de ovários é uma técnica realizada com êxito em muitas espécies 
para a obtenção de embriões somáticos a partir do cultivo de óvulos (Moore, 1985; 
Gmitter Junior & Moore, 1986). Entretanto, a origem dos óvulos, o estado fisiológico 
desses e as condições em que eles são expostos são responsáveis por diferenças na 
resposta embriogênica. Além disso, o alongamento in vitro dos embriões e a 
subseqüente aclimatização são processos longos e difíceis (Button & Kochba, 1977), 
existindo, ainda, expressão de características de juvenilidade nas plantas originadas in 
vitro, constituindo importante limitação na propagação (Ollitrault, 1992). 
 O objetivo deste trabalho foi verificar as características ultra-estruturais de 
calos de ovários Inga vera Will subsp Affinis (DC). T.D. Penn.. 
 
MATERIAL E MÉTODOS 
 Para a calogênese de ovários os botões florais 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. As 
anteras foram inoculados em tubos de ensaio contendo meio MS (Murashige & Skoog, 
1962), com 3% de sacarose, 4,5µM de 2,4-D (ácido 2,4-diclorofenoxiacético); 0,25%  

de carvão ativado e 0,9mM de polivinilpirrolidona  (PVP).   
 Todos os meios de cultura utilizados foram solidificados 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 à temperatura de 27 ± 2°C por 45 dias. 
 Após 45 dias em meio de cultura, os calos de anteras, ovários, folhas e 
segmentos nodais 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 
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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.  
 Em seguida, foram realizados os cortes em seções semifinas (1µm) e ultrafinas 
(<100nm), utilizando-se um ultramicrótomo Reichrt-Jung. Os cortes semifinos foram 
corados com azul de toluidina (1g azul de toluidina, 1g borato de sódio e 100 mL de 
água purificados por meio de filtro Millipore 0,2µm) e montados permanentemente em 
meio Permoult.  
 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, em seguida 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 eletrônica de varredura as amostras foram também fixadas 
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 a 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 ovários apresentaram proliferações celulares bem 
organizadas, que indicam a formação de pró-embriões somáticos (Figura 1c), pois 
também observaram-se indícios de sistema vascular organizado (Figura 1d). 

 
Figura 1. Eletromicrografias de varredura de calos em ovários. Proliferação de células 
(a); aspectos da superfície do calo (b); início da formação de embriões (c), 
organização vascular do calo (d). Br=10µm (a); 30µm (b); 20µm (c,d). UFLA, Lavras, 
MG, 2006. 
 
 Além disso, observaram-se núcleos e organelas, como mitocôndrias e retículo 
endoplasmático em posição periférica (Figura 2a e b), pois a célula é praticamente 
toda ocupada por grandes vacúolos (Figura 2c). Como observado por Canhoto et al. 
(1996), usualmente, as células dos pró-embriões apresentam algumas características 
observadas em células meristemáticas. No entanto, podem ser tão vacuoladas que 
mostram apenas um fino citoplasma entre o tonoplasto e a membrana plasmática 
(Figura 2d). 
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Figura 2. Eletromicrografias de transmissão de células dos calos de ovários. 
Mitocôndrias (a); retículo endoplasmático (b); mitocôndrias e retículo endoplasmático 
(c); citoplasma na periferia com mitocôndria. Br=500µm (a,b,c); 1 µm (d). UFLA, 
Lavras, MG, 2006. 
 
CONCLUSÃO 
 Os calos provenientes de culturas de ovários apresentam características ultra-
estruturais embriogênicas. 
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