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Introducéo

O Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D. Penn. é
uma espécie pioneira, presente em matas ciliares
sazonalmente inundadas, apresentando assim, algumas
adaptagdes anatomicas ¢ morfologicas que a fazem
suportar a submersdao do seu sistema radicular. Essas
caracteristicas a tornam uma espécie propria para
plantios mistos em recuperagdo de dareas ciliares
degradadas e em areas de deplegdo de reservatorios [12].
No entanto, as sementes de ingazeiro sdo recalcitrantes e
0 que impossibilidade a de formagdo de mudas em
épocas distintas, ficando inviabilizada a sua inclusdo nos
programas voltados a recuperacdo de &reas nativas
degradadas [2].

O melhoramento genético tem contribuido com a
producdo de individuos superiores e novas variedades,
por meio da recombinagdo de caracteres selecionados,
principalmente para areas com baixo potencial para
reflorestamento [8]. Assim, a obtencdo de hapldides pode
ser utilizada como suplemento dos programas classicos
de melhoramento pois a indugdo da haploidia
proporciona a manifestagao de caracteres genéticos. Esse
sistema também facilita a analise genética do material,
amplia a eficiéncia de selecdo de caracteristicas
agronomicas desejaveis, diminui a complexidade do
heterozigoto e representa redugdo do tempo necessario
para a obtenc@o de linhagens homozigdticas puras [5].
Alem disso, ¢ importante em trabalhos envolvendo
obtengdo de mutantes, fusdo somatica, mapeamento
génico em duplo-hapléides e, ainda, como alvo para a
transferéncia de genes [9].

Neste contexto, a cultura de anteras e ou microsporos
tem sido extensivamente empregada na produgdo de
linhagens homozigdticas. Essa técnica envolve o cultivo
de anteras, ovarios e microsporos, para estimular o
desenvolvimento de células gametofiticas hapléides,
permitindo a formagao de calos ou embrides regeneraveis
[5].

A maior dificuldade da aplicagdo da cultura de anteras
consiste na adequacdo do meio de cultura apropriado,
para que ocorra a divisdo celular, o processo de ativagdo
e desativagdo dos genes, no momento e no local
apropriados, visando a diferenciagdo celular e,
consequentemente, a obten¢do de uma planta [11].

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi determinar

um protocolo de calogénese em anteras de Inga vera Will
subsp Affinis (DC). T.D. Penn.

Material e métodos

Material vegetal

Botdes florais de ingazeiro foram coletados de
populacgdes 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. Apds
0 armazenamento, os botdes florais foram classificados
em faixas de diferentes tamanhos: 0,7-1,0; 1,0-1,5; 1,5-
2,0 cm.

Desinfestacao e inoculacédo do material vegetal

Os botdes florais foram lavados em agua corrente por
20 minutos e, em camara 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.

Tamanho do bot&o floral e concentracdes de 2,4 D na
calogénese de anteras

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

FormulacBes de sais e fonte de carboidratos na
calogénese de anteras.

As anteras provenientes de botodes florais (1,0 - 2,0 cm)
foram inoculadas em tubos de ensaio contendo duas
formulagdes de sais, MS e WPM (Lloyd & Mc Cown),, €
diferentes fontes de carboidratos, (manitol, sorbitol ou
sacarose) na concentragdo de 3%.

Foram adicionados aos meios de cultura 3% de
sacarose, 4,5 uM de 2,4-D, 0,9 mM de PVP ¢ 0,25 % de
carvao ativado.

Analise estatistica

O delineamento  experimental foi inteiramente
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casualizado, constituido de 10 repeti¢des. Todos os
resultados foram analisados no programa estatistico
SAS®, pela correlagio de Spearman, utilizando-se o teste
de Kruskall-Wallis e obtendo-se o escore médio de
formacdo de calos.

Resultados e Discussao
Tamanho do botdo floral e concentragdes de 2,4-D na
calogénese de anteras

As concentracdes de 2,4-D e os tamanhos de botdo
floral diferiram estatisticamente na inducdo de calos em
anteras de ingazeiro. Na calogénese de anteras, a
concentragdo de 44uM de 2,4-D e o botdo floral na
escala de 0,7 a 1,0 cm proporcionaram 0s maiores
escores calos formados (319), diferindo do controle (164)
(Fig. 1).

Para as anteras oriundas de botdes com tamanho entre
1,0 e 1,5 a auséncia e a concentragdo de 9 uM de 2,4-D
proporcionaram uma maior formacdo de calos. No
entanto, esses 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 formacgao de calos com escora
de 270 na concentragio de 4,5 uM de 2,4-D e as
concentragdo superiores a essa apresentaram uma
tendéncia a reducdo de formagao de calos (Fig. 1).

Palu et al. [9] relatam que, para Coffea arabica L.
cultivar Acaid, o aumento da produgdo de calos em
anteras ocorreu até a concentracdo de 9 uM de 2,4-D,
ponto a partir do qual o regulador de crescimento passou
a inibir a produgdo de calos. Vargas [14] obteve calos em
anteras de mamona (Ricinus communis L.) utilizando 9
pM de 2,4-D. Experimentos de calogénese em anteras de
Triticum aestivum utilizando 4acido indol acético (AIA) e
2,4-D, demonstram que o ultimo ¢ mais efetivo na
indugdo de calos em anteras [1]. Sendo que em anteras de
Cucumis sativus L. cultivar Calypso, inoculadas em meio
BS5, completado principalmente com 2,5 uM de 2,4-D,
desenvolveram calos e embrides globulares em 4
semanas.

Observou-se, também, a formagdo de calos na regido
final do filete ¢ no conectivo das anteras. Em algumas
espécies, a inclusdo de uma determinada concentracio de
auxina pode desviar o desenvolvimento do micrdsporo
para induzir a formacdo de calos a partir do tecido
conectivo [13] ou do filete [15].

FormulacGes de sais e fonte de carboidratos na
calogénese de anteras.

O crescimento e a diferenciagdo dos calos em anteras
sdo determinados pelas concentragdes de sais
inorganicos, principalmente de amonio. Por isso, a
relacdo entre a concentracdo de amonio e de nitrato é um
dos principais fatores na composicdo do meio de cultura
[8]. 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 [3].

Portanto, verificou-se que as formulagdes de sais (MS e
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 (Fig.

2), sendo esse superior a sacarose ¢ ao sorbitol com score
de 190. Ja para o meio de cultura MS, a sacarose
apresentou os melhores escores, seguida do sorbitol e
manitol, que ndo diferiram estatisticamente, ambos
apresentando escore de 280. Portanto, segundo Galletta
[4], um dos fatores determinantes da integridade dos
graos de polen € a manutengdo do equilibrio osmdtico
entre o meio de cultura e o contetido dos graos. Supde-se
que tal equilibrio possa ser determinado pela relagdo
entre a concentracdo de sacarose e as concentracdes de
substancias como acido borico e nitrato de calcio, de
forma que o excesso ou a deficiéncia de qualquer um
desses componentes podera promover o rompimento dos
graos de poélen.

Com relagdo a fonte de carbono, resultados
semelhantes foram observados em microsporos de arroz
e outros cereais [8]. Para anteras de café, a substituigdao
de 5% de sacarose por 5% de maltose proporcionou um
incremento significativo na indugio de calos [7].

Por outro lado, as altas concentracdes 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 (Fig. 2).

Conclusédo

Para os botoes florais, a escala de 0,7 a 1,0 mm,
combinada com as concentragdes 44 uM de 2,4-D, ¢é a
mais indicada para a formagdo dos calos em anteras de
ingazeiro.

Quanto a formulacdo de sais e fonte de carboidratos,
os melhores resultados foram obtidos no meio WPM
suplementado com manitol.
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Figura 1. Efeito do 2,4-D e do tamanho do botdo floral na indugéo de calos em anteras de ingazeiro. Escores médios
obtidos pelo teste de Kruskall-Wallis ao nivel de 5% de probabilidade. UFLA, Lavras, 2006.
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Figura 2. Efeito do meio de cultura e da fonte de carboidratos na indugéo de calos em anteras de ingazeiro. Escores
médios obtidos pelo teste de Kruskall-Wallis ao nivel de 5% de probabilidade. UFLA, Lavras, 2006.
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