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INTRODUÇÃO 
 Inga vera Willd., ou ingazeiro, pertencente à família Fabaceae e é uma espécie 
frutífera e 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 é extremamente curta, não 
ultrapassando 15 dias, em condições naturais (Barbedo, 1998).  
 Neste contexto, o melhoramento genético tem contribuído com a produção de 
indivíduos superiores e novas variedades, através da recombinação de caracteres 
selecionados, principalmente para áreas com baixo potencial para reflorestamento 
(Menck et al., 1990). Portando, a cultura de anteras e/ou micrósporos tem sido 
extensivamente empregada na produção de linhagens homozigóticas. Essa técnica 
envolve o cultivo de anteras, ovários e micrósporos para estimular o desenvolvimento 
de células gametofíticas haplóides, permitindo a formação de calos ou embriões 
regeneráveis (Santos, 2003).  
 Uma série de fatores químicos, físicos e genéticos interagem de forma 
complexa, influenciando tanto na indução do embrião haplóide como sua diferenciação 
em plântula (Santos, 2003).  Dentre os dos fatores críticos para a indução da 
androgênese temos o genótipo e as condições fisiológicas da planta doadora, o 
estádio de desenvolvimento dos micrósporos, o tipo de pré-tratamento aplicado nos 
botões florais e a composição do meio de cultura (Peters et al., 1998).  
 O objetivo desse trabalho foi caracterizar as diferenças ultra-estruturais 
relacionadas à calogênese de anteras de Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D. 
Penn. 
 
MATERIAL E MÉTODOS 
 Para a calogênese de anteras, botões florais de ingazeiro 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 inoculadas 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 
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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.  
 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 1-2 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 
 Na MEV foi verificada a proliferação de células, com formato isodiamétrico 
(Figura 1c e 1d) em toda a superfície da antera, inclusive na região do conectivo 
(Figura 1b) e no grão de pólen (Figura 1f).  
 As células dos calos de anteras, quando observadas em MET, apresentaram 
núcleos centrais com contorno irregular e formas diversas (Figura 2a). Essa 
conformação de núcleo também foi observada por Gloria & Machado (2004), em 
células organogênicas de Glycine max (L.) Merr. 
 Quanto ao citoplasma das células, esse é denso e abundante em reticulo 
endoplasmático (Figura 2b) e mitocôndrias (Figura 2d). Segundo Tomes (1985), os 
calos embriogênicos, são compostos por células com características meristemáticas, 
apresentando dimensões relativamente pequenas e citoplasma denso. Foi observada 
também a presença de complexo de Golgi (Figura 2c), vacúolos com citoplasma denso 
(Figura 2e) e grande quantidade de grãos de amido (Figura 2f). A presença de grão de 
amido tem sido reportada como uma mudança ultra-estrutural, comum em células 
organogênicas e também relacionada com a aquisição do potencial organogênico 
(Villalobos et al. 1985, Pihakashi-Maunsbach, et al 1993). 
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FIGURA 1. Eletromicrografias de varredura de calos de anteras de ingazeiro (a-d). 
Visão geral dos calos(a); visão geral dos calos na região do conectivo (b); células 
isodiamétricas dos calos (c,d); calos nos pólens (e,f). Br = 100µm (a, b, e); 20 µm (c); 
10 µm (d, f). UFLA, Lavras, MG, 2006. 
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FIGURA 2. Eletromicrografias de transmissão de células dos calos em anteras. Célula 
do calo de anteras (a); retículo endoplasmático (b); complexo de golgi (c); mitocôndrias 
(d); vacúolos (e) e grãos de amido (f). Br= 2 µm (a, d, e, f); 1 µm (b); 500ŋm (c). UFLA, 
Lavras, MG, 2006. 
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CONCLUSÃO 
 Os calos de anteras não apresentaram evidências de formação de embriões 
somáticos, apesar de suas células apresentarem algumas características 
embriogênicas. 
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