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Resumo: O objetivo deste trabalho foi descrever a curva de crescimento
de calos originados de explantes foliares de ingazeiro e observar o indice
de divisdo celular durante a curva. Os explantes foliares foram inocula-
das em meio MS, 8% de sacarose, 0,7% de agar e 9 uM de 2,4-D. Em
intervalos de 10 dias, os calos foram pesados. Para a obtengao do indice
mitético, os calos foram coletados em intervalos de 20 dias, fixados em
Carnoy, posteriormente transferidos para 0,5 mlL de solugdo tampéao
Mcllvaine, por 10 minutos, peneirados e centrifugados. O precipitado foi
ressuspendido em tampao Mcllvaine e 20ul, desta suspensao celular
foram transferidos para ldminas e corados com Dapi. A curva de cresci-
mento apresentou as fases: lag (de O ao 40° dia de inoculacéo), exponencial
(40° a0 50° dia), linear (50° ao 70° dia) e desaceleracao (70° ao 90° dia).
O indice de divisao celular acompanhou a curva.

Abstract: The objective of this work was to describe the callus growth
curve of leaf explants and to observe the cellular division index during
growth. To determine the growth curve, leaf explants were inoculated in
MS supplemented with 8% sucrose, 0.7% agar and 9 uM 2 4D and, at
intervals of 10 days, the calluses were weighted. The calluses were
collected at intervals of 20 days, fixed in Carnoy and transferred to 0.5 mL
of Mcllvaine solution for 10 minutes, sifted and centrifuged. The
precipitate was suspended in Mcllvaine solution and 20uL of this cellular
suspension was transferred to slides colored with DAPI. The growth cur-
ve showed the following growing phases: lag (between O and 40 days
after inoculation), exponential (40° to 50° day), linear (50° to 70° day)
and deceleration (70° to 90° day). The cell division index accompanied
the curve.
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1 Introdugao

O ingazeiro (Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.)
T.D. Penn.) é uma arvore frutifera adaptada a terre-
nos tmidos, considerada importante para a recom-
posicao de areas ciliares degradadas. No entanto, o
potencial desta espécie para programas de preser-
vagao ambiental e sua utilizagdo comercial sao pre-
judicados pela impossibilidade de armazenamento
de suas sementes, classificadas como recalcitrantes.

Atualmente, técnicas de cultivo in vitro de teci-
dos vegetais tém sido utilizadas com sucesso na
multiplicacio de plantas que apresentam dificulda-
des de serem propagadas sexuadamente, constitu-
indo-se em ferramentas relevantes na obtencao de
um nimero expressivo de mudas de espécies ecol6-
gica e comercialmente importantes (SANTOS et al.,
2005), como o ingazeiro. Uma das peculiaridades da
micropropagacao ¢ a possibilidade do maior controle
das diferentes fases do crescimento dos explantes
in vitro (JARDIM et al., 2010).

Os processos pelos quais os tecidos produzem
orgaos vegetais adventicios in vitro podem ocorrer
direta ou indiretamente, por meio da formacao de
calos (MOURA et al., 2001). Neste tltimo caso, para
que a organogénese ocorra, as células devem passar
pelos processos de desdiferenciacao, aquisi¢ao de
competéncia, inducdo, determinacéo, diferenciacao
e formagao do 6rgao.

Os centros ativos de divisdo celular dos calos,
em condigoes adequadas, respondem a determina-
dos estimulos, sofrendo diferenciacao e formando
orgaos (GEORGE, 1996). No entanto, o que difere
no comportamento de células vegetais com a mesma
composicdo genética é a competéncia das células-
alvo (TORRES et al., 2000), ou seja, a sua capacida-
de para responder a estimulos especificos (TAIZ;
ZEIGER, 2004). Sendo assim, a competéncia é o
primeiro passo para a diferenciacao celular, seguida
da determinacdo das células competentes, que se
submetem a um caminho particular de desenvolvi-
mento geneticamente programado (GEORGE, 1996).

O conhecimento das mudangas fisioldgicas e bi-
oquimicas que ocorrem durante o crescimento in vitro
de tecidos vegetais de espécies lenhosas pode for-
necer importantes informacoes relacionadas ao pro-
cesso de estabelecimento e, consequentemente, pro-
piciar a otimizagao das condi¢bes para seu cultivo in
vitro (MESQUITA et al., 2002).

A determinacdo do indice de divisao celular de
calos pode favorecer a compreensao dessas mudan-
cas fisioldgicas e auxiliar na otimizagao dos protoco-
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los de regeneracao e transformacao genética. Segun-
do Fogliatto (2001), a eficiéncia da introdugéo de
genes ¢ aumentada durante a fase de divisdo celu-
lar. Ha indicacbes, na literatura, de que a eficiéncia
de transformagéo por métodos diretos (eletroporagao,
bombardeamento com microprojéteis) e indiretos (sis-
tema Agrobacterium) esta relacionada a esta taxa de
divisao.

A partir da determinagdo das fases lag,
exponencial, linear e estacionaria da curva de cres-
cimento de calos, pode-se determinar o indice
mitético para cada fase desta curva, o que torna pos-
sivel estipular o intervalo médio dos subcultivos
(GUERRA etal., 1999).

O objetivo deste trabalho foi determinar a curva
de crescimento de calos originados de explantes
foliares de ingazeiro e observar o indice de divisao
celular durante a curva.

2 Material e Métodos

Plantas matrizes de ingazeiro, com aproximada-
mente & anos de idade, obtidas do viveiro de mudas
das Centrais Elétricas de Minas Gerais (Cemig), lo-
calizado na represa de Camargos, municipio de
Ttutinga, MG (21°29°15"S, 44°38’33"0), foram
mantidas em sala de crescimento, a 85 = 2 °C de
temperatura, irradidncia de f6tons de 43 mmol s* m*
e fotoperiodo de 16 horas e utilizadas como fonte de
explantes.

Para a desinfestacao, folhas foram lavadas em
dgua corrente por 20 minutos e, em cAmera de fluxo
laminar, imersas em alcool 70% por 60 segundos e
em hipoclorito de sddio a 2,5% de cloro ativo por 15
minutos. Posteriormente, foi realizada a triplice la-
vagem em agua destilada e autoclavada.

Para a obtengao dos calos, 400 explantes foliares
com lcm?® foram inoculados em meio MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962), suplementado com
3% de sacarose, 0,7% de agar e 9 uM de 2,4-D (&ci-
do 2,4-diclorofenoxiacético). O pH do meio de cultura
foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem a 120° C,
por 20 minutos. Apés a inoculagéo, foram incubados
no escuro, a temperatura de 27 + 2 °C.

Para determinacdo da curva de crescimento, a
partir do tempo O (dia da inoculagao) até o tempo 90
(90 dias ap6s a inoculacao) em intervalos de 10 dias,
15 calos foram coletados, pesados em balanga de
precisdo para a determinacdo da matéria fresca e,
logo ap6s, acondicionados em estufa de circulagdo
forcada a 70 °C, por 72 horas, para a determinacio
da matéria seca. O delineamento estatistico utiliza-
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do foi o inteiramente casualizado, com 15 repeti¢coes
por ponto da curva, sendo cada repeticdo composta
por um explante, inoculado em tubo de ensaio e dis-
tribuido aleatoriamente e selecionado aleatoriamen-
te para a determinacao do peso fresco e seco.

Na determinagdo do indice mitético (IM), 15
calos de ingazeiro foram coletados aos 30, 50, 70 e
90 dias e fixados em Carnoy (3:1, etanol:4dcido
acético), por um periodo de 2 a 24 horas, a tempera-
tura ambiente, e acondicionados em freezer.

Para a analise, 0,5g de calos foram mantidos em
0,5 mL de solucao tampao Mcllvaine (pH 7) por 10
minutos, peneirados e centrifugados a 6.000 rpm por
1 segundo. O precipitado foi ressuspendido em tam-
pao Mcllvaine (pH 7) e 20 uLL desta suspensao celu-
lar foram transferidos para laminas, coradas com Dapi
(4-6-diamino-&-fenilindole) e observadas em micros-
copio de fluorescéncia Olympus BX 60, utilizando-
se o filtro WU, sob aumento total de 400X. Foram
contadas, por meio da técnica de varredura, 1.200
células por ponto da curva. O indice mitético foi ob-
tido dividindo-se o ntimero de células em mitose
(metéfase, anafase e teléfase) pelo ntimero total de
células observado, multiplicando-se por 100.

3 Resultados e Discussao

O crescimento dos calos de explantes foliares
de ingazeiro foi verificado a partir dos pardmetros:
peso fresco, peso seco e indice de divisdo celular.

A curva de crescimento seguiu um padrao
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.

A fase lag foi verificada até o 40° dia, caracteri-
zada pelo pequeno actimulo de matéria seca dos ca-
los. Durante este periodo, verifica-se niimero estacio-
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néario de células, inicio da mobilizacao de metabdlitos
e sintese de proteinas, ou seja, uma preparagao para
a fase de divisao celular (Figura 2). Segundo Shimizu
etal. (1977) e Scragg e Allan (1993), a fase lag pode
ser considerada como produtora de energia e a fase
exponencial, como biossintética.
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Figura 2. Indice mitético (IM) de calos de ingazeiro
** Significativo a 1% de probabilidade.

Mezzetti et al. (1991) observaram a ocorréncia
da fase lag até o 30° dia ap6s a inoculacao de seg-
mentos foliares de kiwi [Actinidia deliciosa (A. Chev.)
C. F Liang e A. R. Ferguson]. Serra et al. (2000)
também relataram, em calos de Bertholletia excelsa
H. B. K., a ocorréncia desta fase até o 30° dia de
inoculagao, e sugeriram que o longo periodo de dura-
cao da mesma poderia estar relacionado com a utili-
zagdo de explantes primarios retirados de plantas
em diferentes estadios fisioldgicos.

A fase log, ou de crescimento exponencial, peri-
odo no qual ocorre a maxima divisao celular, foi ob-
servada entre o 40° e o 50° dia, caracterizada por
actumulo de matéria seca e aumento do indice de di-
viso celular dos calos (Figura 2). Santos et al. (2003)
observaram a fase exponencial entre o 42° e o 77°
dia de cultivo dos calos de Coffea arabica L., cv Rubi.
Em calos de Bertholletia excelsa H. B. K., esta fase
ocorreu entre o 30° e o 53° dia apds a inoculacao
(SERRA et al., 2000).

A fase linear, periodo em que os calos diminuem
a divisdo celular e aumentam o volume, foi verificada
entre 0 50° e o 70° dia.

Finalmente, a fase de desaceleragdo do cresci-
mento ocorreu entre o 70° e o 80° dia apds a ino-
culagao dos explantes foliares, com uma visivel re-
dugao do indice mitético (Figura 3). Soares (2003)
constatou que a fase estacionaria da curva de cresci-
mento de calos de ingazeiro iniciou-se a partir do
70° dia da inoculagédo. Foi observada a manuten-
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cao do peso alcangado na fase anterior a partir do
90° dia.

Figura 3. Células do calo de ingd em divisao celular.

Segundo Smith (1992), é nessa fase que os ca-
los devem ser repicados, principalmente em decor-
réncia da reducao de nutrientes, secagem do agar ou
mesmo do actimulo de substincias toxicas no meio
de cultura.

Portanto, o comportamento da curva de regres-
sdo do indice mitético indica que os calos apresen-
tam o apice de divisdo celular entre os 40 e 60 dias,
sendo que este é reduzido apos esse periodo, devi-
do a reducdo de nutrientes no meio de cultura. A
coloracao com Dapi permitiu a visualizacdo dos ni-
cleos em diferentes fases do ciclo celular, como
interfase e metafase. O Dapi possui especificidade
pelas ligagoes adenina-timina do DNA e, por isso,
facilita a visualizacao dos nticleos em divisdo. Bons
resultados, utilizando essa metodologia, também fo-
ram obtidos em trabalhos com Citrus (HAO et al.,
2008), Nicotiana tabacum (WINICUR et al., 1998) e
Helianthus maximiliani (BINSFELD et al., 2000).

4 Conclusoes

A curva de crescimento de calos de explantes
foliares de ingazeiro apresenta padrao sigmoide, com
as fases lag, exponencial, linear e de desaceleragao.

A repicagem dos calos deve ser realizada entre
0 70° e 0 80° dia ap6s a inoculagdo, durante o perio-
do de desaceleracao, visando a inducao de em-
briogénese somatica.
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