AVALIACRO DO COMPORTAMENTO MORFOGENETICO DE

Pinus caribasa MORELET var. hondurensis BARR. & GOLF.

“in vitro"

CRISTINA VIEIRA DE ALMEIDA
Bidloga

Orientador: Prof. Dr. ANTONIO NATAL GONGALVES

Dissertagdo apresentada a Es-—
cola Superior de Agricultura
"ftuiz de Queiroz'", da Univer-—
sidade de Sao Paulo, para ob-
teng3o do titulo de Mestre em
Agronomia. Area de Concentra-
¢30: Solos e Nutrigao de Plan-—
tas.

PIRACICABA
Estado de SZo Paulo - Brasil

Fevereiro - 1991



Ficha catalogrdfica preparada pela Seg¢do de Livros da
Divisdo de Biblioteca e Documentag3do - PCAP/USP

Almeida, Cristina Vieilra de
ALLTs Avaliacdo do comportamento morfogenético de Pinus
caribaea Morelet var. hondurensis Barr. «&:Golfii:. Pi-inn
racicaba, 1991.
74p. 1lus. “Ouh 1BIE. SYieT
Diss. (Mestre) = ESALY’
Bibliografia.

1. Pinheiro - Calo - Histologia 2. Pinheiro - Com-
portamento morfogenético 3. Pinheiro - Cultura de te-
cido 4. Pinheiro - Propagacdo "'in vitro" 1. Escola Su
perior de Agricultura Luiz de Queiroz, Piracicaba.

CDD 634.9751



AVALIACAO DO COMPORTAMENTO MORFOGENETICO DE
Panes canibaea Morelet Var. hondurensis Barr & Golf. ¥in vi-

tro*

CRISTINA VIEIRA DE ALMEIDA

Aprovada em: 030498t~ —

Comiss’mégj.uigadora; el s ta i
Prof. Dr. Antonio Natal Goncalves cria couy ESALQIUSP
Prof. Dr. Luiz Antonio Rochelle- _ ... ..\ ESALQ/USP
Prof. Dr. Murilo de Melo e ESALQ/USP

Prof. Dr. Antonio Natal Goncalves
Crientador



As minhas filhas
CAROLINA e LIVIA
e a meu marido

MARCI L IO,

DEDTICO.

A meus pais

DECIO e MARLEY

OFEREC

0.

i



iii.

AGRADECIMENTQOS

Ao Prof. Dr. Antonio Natal Gongalves por seu

desempenho na orienta¢g3o deste trabalho.

Ao Prof. Dr. Otto Jesu Crocomo, um especial

agradecimento, pela orientag¢®o no inicio de minha carrei-

ra.

Ao Prof. Marcilio de Almeida pela excepcional

colaborag3io durante toda a realizag3o desta pesquisa.

A Duratex Florestal pelo fornecimento do ma-

terial vegetal utilizado neste trabalho.

Ao Depto. de Boténica - ESALQ/USP, pela uti-
lizag3o de seus laboratédrios de Anatomia e Cultura de Te-

cidos.

Ao Phocus Studium, na pessoa do Sr. Fued

Kraide Sobrinho, pelos servigos prestados, dedicag3io e ami-

zade.

Ao amigo Renato Colletti Jr. por sua colabo-

ragao.

A amiga Ltcia H. Pavan Forti por seu incen-—

tivo e colaborag3o.

A todos que direta ou indiretamente, colabo-

raram na execugao do presente trabalho.



iv.

SUMARIO
Pagina
RESUMO ..ccececesoccesossccccsosescscsscssscansansasnscs vi
SUMMARY ¢t cceceececccccsccosrocccacsoanssasscnsscsss viii
1. INTRODUGAD ..cccceeececeanccccacsanccssasssansnsns o1
2. REVISAD DE LITERATURA ... ceceeesscssnssssssnsnsns 03
2.1. Descrig3o da espécie Pinus caribaea More-
let var. hondurensis Barr. & Golf ......... 03
2.2. MOrfogénese ......cceceeeececcacsccscscncnss 06
2.3. Citomorfogénese ... evensnssssacsonnsnsnnsss 10
2.3.1. Sitios e planos de divisS3EO ..ceecess 12
2.4. Embriogénese ...... esecsenvensenscs ce e essens 16
2.4.1. Aspectos da embriogénese somatica .. 16
2.4.2. Embriogénese somatica direta ....... 20
2.4.3. Embriogénese somatica indireta ..... 23
2.5. BrganogénNese .....c.ceecteerteccccncssansanss 25
3. MATERIAL E METODOS ...ccvteeecencccnssaancanssas 28
3.1. Local de realizag¢g3o do trabalho .....ccc... 28
3.2. Determinag@o da fonte de explante ......... 28
3.2.1. Enxertia seriada e poda sucessiva .. 28
3.2.2. Caracteristicas do explante ........ 29
3.3. Protocolo de esterilizagdo c.ceeeesecccscns 29
3.4. Inoculag3®o dos explantes ......ccccceeoenss 30
3.53. Estabelecimento da cultura ........cccece.. 31
J.6. Fases experimentais ...... s ecescces s aseens 31
J.6.1. Experimento ne 1 ...ccceceeeenccccssas 31
3.6.2. Experimento Nne 2 ... ceneeressenssnes 32

3.7. Avaliagdes ...ceeeenn creserconc e crenocncs 34



3.7.1. Citoldgicas

3.7.2. Andtomo-histoldgica

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Experimento n° 1 ........

4.2. Experimento ne 2 .,

S. CONCLUSBES .icieeeecrcncncscnnncsccnnnnnns

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

" e = 8 8" s »

42
42
63

64

65



vi.

AVALIAGAO DO COMPORTAMENTO MORFOGENETICO DE
Pinus caribaeae Morelet wvar. hondurensis Barr. & Golf.

“in vitro"

Autora: Cristina Vieira de Almeida

Orientador: Prof. Dr. Antonio Natal Gongalves

RESUMO

Os principais objetivos deste trabalho foram:
a) determinag3io do meio de cultura adequado para a obteng3o
de gemas -adventicias; b) indug3o de caulogénese e embriogé-
nese somaticaj; c) avaliag3o anAtomo—histoldédgica a partir de
de explantes de gemas de Pinus caribaea Morelet var. hondu-
rensis Barr. & Golf. "in vitro".

Gemas axilares obtidas de 3a. poda sucessiva
de 2a. enxertia seriada, foram wutilizadas como explantes.
Foram cultivados em meio de cultura de MURASHIGE & SKOOG
(1964) e EEUWENS (1976), complementados com as vitaminas de
MOREL & WETMORE (1951). Foram feitas modificagB®es quali-
gquantitativas dos reguladores de crescimento.

A an&lise dos resultados permitiram as se-
guintes conclus@es: 1. a seqiiéncia de transferéncias: 1/2 MS

para MS + ANA + BA + vitaminas de Morel + 40g de sacarose



vii.

para o meio de cultura de Eeuwens fol necessiaria e funda-
mental para a indugXio de caulogénese; 2. a caulogénese em
Pinus caribaea Morelet var. hondurensis Barr. & Golf., mos-—
trou-se viavel, 3. a organogénese indireta apresentou alta
capacidade de multiplicaglo de gemas adventicias e de gemas
axilares; 4. a embriogénese somAtica indireta foi possivel,
uma vez obtido calos com cé&lulas embridnicas, agregados e
embrides; 5. calos de coloragZfo clara ou branco gelatinoso e
friaveis, s3io fortes indicadores de morfogénese; &. analise
andtomo—histoldédgica mostrou-se essencial por oferecer

informag®es do comportamento das células.
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EVALUATION OF THE MORPHOGENETIC BEHAVIOR OF
Pinus caribaea Morelet var. hondurensis Barr. & Golf.

*in vitro®

Author: Cristina Vieira de Almeida

Adviser: Prof. Dr. Ant&nio Natal Gongalves

SUMMARY

The objectives of this work were: a)
determination of adequate tissue culture media for adven-
titious bud production; b) caulogenesis and somatic em-—
bryogenesis induction and c¢) anatomic-histologicevaluation
from shoot explants of Pinus caribaea Morelet var. hondu-
rensis in vitro.

Shoots collected from third successive
hedging of second serial grafting trees were used as
explants and cultivated in MURASHIGE & SKOOG (1962) and
EEUWENS (1976) media, supplemented with MOREL & WETMORE
(1931) vitamins. Quali quantitative modifications were
made on the growth regulators rise.

The analysis of the results allowed to draw
the following conclusions: 1. the sequences of transfers:
172 MS to MS + ANA + BA + Morel vitamins + 40 g/l sucrose to
Eeuwens was necessary and fundamental to 1induce cauloge-

nesis, 2. the caulogenesis in Pinus caribaea Morelet var.



hondurensis showed to be viable, 3. the 1indirect organo-—
genese shows high capacity for adventitious bud and axilary
bud production, 4, the indirect somatic embryogenisis was
possible since embryogenic callus was produced, 5. light or
white gelatinous and friable calli are strong indicators of
morphogenesis, 6. the anatomic-histologic analysis showed

to be essential by giving information on cell behavior.



1. INTRODUCAO

Os objetivos dos trabalhos com arvores utili-
zando—se a cultura de células e tecidos como alternativa
para a propaga-las s3o: otimizar os sistemas de produg3o de
mudas ou clones, manutengio e/ou aumento da produtividade e
outras fases de programa de melhoramento florestal.

Um dos processos de micropropagagio envolve o
desenvolvimento de clones a partir de gemas que s3o indu-
zidas sob condigBes de laboratério (in vitro}. Na estratégia
de multiplicagd3o de gemas axilares € 1importante que as
gemas da base das folhas axilares sejam constantemente
retiradas, para que novas gemas axllares possam se desenvol-
ver e crescer.

A técnica in vitro € uma maneira impar de se
estudar os eventos morfogenéticos, pois esta metodologia
permite expor de forma experimental, os explantes as véarias
combinag¢®es quali—quantitativas dos reguladores de cresci-

mento e condigdes ambientais.
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Quando se estuda morfogénese in vitro, faz-se
necessério a utilizagio de explantes que respondam ao
estimulo (CHRISTIANSON & WARNICK, 1983}. Apdés um periodo
apropriado de indug¢gi3o, as células do explante tornam-se
determinadas, através de um modelo especifico de diferen-—
ciag3o.

A capacidade de um explante de formar ramos
(caulogénese), pode ser determinada pela observagio de sua
resposta na proliferagio de ramos em meio de cultura livre
de estimulo, apdés terem sido induzidos por um breve periodo
de tempo (CHRISTIANSON & WARNICK, 1983). Espera-se que a
formagZo de calos possa ter uma importancia nos estudos de
controle do crescimento, podendo direcionar a formag3iZo de
6rgxos ou mesmo de plantas inteiras, a partir de espécies de
valor comercial que apresentam dificuldades para a propa-
gag3o vegetativa (DURZAN & CAMPBELL, 1974; DURZAN et alii,
1973).

Uma vez que se tenha optado pela metodologia
de cultura in vitro, o presente trabalho teve como objeti-
vos:

A. Determinar meios de cultura mais adequados
para a obteng3o de gemas adventicias;

B. Induzir caulogénese direta e/ou indireta;

C. Avaliar histomorfologicamente os resul-

tados obtidos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Descrig3o da espécie Pinus caribaea Morelet

var. hondurensis Barr. & Golf

No Brasil, o Pinus caribaea Morelet pode ser
considerada uma das espécies mails importantes, a partir da
qual vem se desenvolvendo um extenso programa de melhora-
mento genético e atividade econdmica (KAGEYAMA, 1980).
Destaca-se nessa espécie a boa qualidade da madeira, para a
produg¢3o de polpa de celulose de fibra longa para papel,
para a industria de construgzo civil como caxilhos, baten-
tes,portas, forros; industria quimica (resina e derivados),
além do uso para proteg¢zo do solo.

A familia Pinaceae &€ a maior e mais impor-
tante da ordem Coniferae, abrangendo nove géneros e duzentas
e dez espécies, sendo o g&nero Pinus o que mais se destaca
nessa ordem, abrangendo muitas espécies, amplamente dis-—
tribuidas pelo Hemisfério Norte até os paises tropicais e

subtropicais nas Indias Ocidentais, Arquipélago das Fili-



pinas, Antilhas, Ilhas Bahamas, México, Guatemala, Honduras,
Nicar&dqua, com maior ocorréncia nos climas temperados, mas
sem ultrapassar o Equador.

0 género Pinus compreende noventa espécies
agrupadas de acordo com as caracteristicas organograficas.
Pilger, citado por VIDAL (1962), divide o género PFPinus nos
segquintes subgéneros: Haploxylon, com os pinhos brancos, n3Io
resinosos e folhas penta-fasciculadas; e Diploxilon, que
abrange os pinhos produtores de madeira mais clara, colori-
da, resinosa, com duas folhas na haste foliar.

Dentre as espécies do subgénero Diploxilon,
se encontra o Pinus caribaea Morelet, que segundo LAMB

(1973), ocorrem conjuntamente em populagdes naturais com

Pinus elliottii (no sul da Flérida), Pinus ocidentalis,
Pinus cubensis e Pinus tropicalis (no oeste de Cuba), rece-
bendo nomes locais como Pinus caribaea (inglés), pitch pine,
pino de la Costa, pino colorado, ocote blanco, pino cari-

baea de Honduras e pino macho.

Sequndo LAMB (1973), o Pinus caribaea Morelet
var. hondurensis Barr. et. Golf. apresenta folhas acicu-—
lares, abertas nas extremidades dos ramos (em cachos) e
persistentes por dois anos. As mesmas s3Ao dispostas em
fasciculos de trés s alnumas veres quatro e cinco, com
guinze e vinte e cinco centimetros de comprimento, secg3o
trianqular, com 1,3 mm de largura ou menos, serreada,

rigidas, de cor verde escura e amarelecida, ligeiramente



brilhante com estdmatos em linha e em toda a sua superficie,
de dois a oito canais resiniferos, internos e raramente de
apenas um mediano. Apresenta hipodermes biformes, espesso
com trés a cinco camadas de células, bainha de dez a doze
milimetros de laraura, marron clara, tornando-se escura e
persistente.

As flores s3o estrobiformes, alojando-se as
femininas em maior percentagem na parte superior da copa,
enquanto as masculinas se concentram em maior quantidade na
parte basal da mesma, sendo portanto espécie mondica. A
polinizag3io ¢ predominantemente alégama e anemdfila.

Os cones quando jovens s3o eretos e reflexos,
em pedunculos, escamosos de 1 a 1,5 cm de largura, elipsdéi-
des, brilhantes e com apéndices pequenos. Quando maduros
s3o geralmente reflexos, simétricos, deciduos, com 6 a 14 cm
de comprimento (FARJON, 1984).

As sementes sao ovdides, triangulares mais
largasem uma das extremidades, pontiagudas em ambos os ex-
tremos, ligeiramente gqrossas e coloridas, com asas arti-
culadas, membranosas e de facil remo¢3io mecanica. Interna—
mente, proteqendo o embriio encontra-se o tecido nutritivo
do gametdéfilo feminino e o tecido extermno ou integumento
como a capa protetora da semente.

Nesta variedade acima descrita, destaca—-se o
numero de cotilédones que varia entre S5 e 9, sendo mais

comum 7 e 8. 0 hipocdétilo, entretanto, € frequentemente de



cor avermelhada, causada pela presenga daantocianina malvi-
dina, que esporadicamente aparece nos cotilédones. Apds 15
dias da germinag3o os cotilédones atingem seu tamanho maximo
e acima deles logo aparece um feixe de folhas primarias,
que assume a fung¢3io de folhagem.

As folhas secundarias normalmente denominadas
de aciculas podem aparecer ocasionalmente no final da
primeira estag3io de crescimento, mas em geral, acontece
durante o segundo ano. As folhas primarias s3o sempre
irregulares na sua aparéncia em relagd3o as secundarias, e
apés 2 ou 3 anos, as folhas primarias s3o completamente
substituidas pelas secundarias.

Os representantes arbéreos, quando adultos,
alcangam até 45 m de altura, tronco normalmente reto, que
pode chegar a 1,35 m de disdmetro a altura do peito. Os
ramos sao retos e ascendentes, formando normalmente uma
capa densa e estreita. A casca nas Arvores jovens €&
delgada, rugosa, sulcada e cor gris, e nas adultas se tornam

fissuradas em placas achatadas, retangulares de cor escura

esfoliativa.

2.2. Morfogénese

Morfogénese € definida como sendo alteragdes

no crescimento e/ou no desenvolvimento, produzindo mudangas



estruturais na célula ou no tecido, capazes de originar
embridBes somAticos (embriogénese somatica) ou érgios adven-—
ticios (oraanoaénese).

WARFTNGB & PHTILEI TPS (1981, definem o termo
crescimento como mudangas quantitativas que ocorrem durante
o desenvolvimento, e também como as mudangas irreversiveis
no tamanho de uma célula, érg3do ou no organismo 1inteiro.
Para o termo diferencia¢3io, esses autores atribuem n3o sb as
alterag®es quantitativas no numero e arranjo das células nos
diferentes &érg3ios, mas também alterag®es qualitativas.

Segundo CROCOMO (1974), a diferenciag3io e o
desenvolvimento consistem em que uma Unica célula, produza
muitos tipos especializados de células, que finalmente
formar3io o organismo adulto. Esta exteriorizag3io de estru-
tura e fung3do estid na realidade baseada na expressiao e
utilizag¢3o da informag3io genética apropriadamente progra-
mada. Assim , a diferenciag3io estiad estreitamente ligada
aquilo que na célula faz com que um gen particular seija
ativo e proporcione a a¢3iao de uma enzima, ou aquilo que faz
com que o outro gen seja inativo.

Certas réluilas auanto mais diferenciadas,
mais vagarosamente se dividem, sendo também uma constante a
observa¢zo de que quanto menos diferenciadas, mais rapida-
mente sofrem divis3o.

Tecidos com células diferenciadas colocados

em meio de cultura, apresentam como primeira modificag3do o
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aparecimento de um tipo especial de cambio (cambio de cica-
trizag3o), com produgdo de células bem menores que o tecido
original. A estrutura e distribuig3io das organelas sugere
maior atividade metahdlira. Fata fase pode ser interpretada
como uma dediferenciagiao, qQue & seguida por uma diferen-
ciagido, com um novo padr3o de desenvolvimento: periderme,
cambio vascular ou meristeméide. O0Os meristemdides tornam-se

centros de crescimento, que quando n3Zo se diferenciam,

produzem qrandes células parenquimatosas na periferia,
formando tecido normalmente conhecido como calo. Nem todas
as células do calo evoluem para células desse tipo, algumas

podem se diferenciar em elementos de xilema e floema.
OQutras células, como as pequenas células meristem&ticas dos
centros de crescimento, permanecem indiferenciadas, com a
?Daréncia de um meristema apical. Estas estruturas modem
produzir raifizes (rizogénese) ou caules (caulogénese), com
toda a variag3o de tipos celulares desses érg3os. Embridi-
des também podem se desenvolver a partir dessas massas me-—
ristematicas ou de células superficiais (embriogénese).
Células isoladas podem ser colocadas em cul-
tura, suspensas em meio liquido. Geralmente s3io células
diferenciadas, vacuolizadas (como as células do parénquima
clorofiliano do meséfilo ou células isoladas de calos). Em
culturas em suspensio, h& grande variagio de tamanho e forma
das células, podendo ent3do apresentarem-se esféricas,

achatadas, gigantes multinucleadas, isodiamétricas ou
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alongadas, com baixa ou alta relagZo nucleoplasmatica (RNP).
Esses tipos s3o caracteristicos para a espécie, ou esta pode
apresentar wuma enorme variag3io dependente do meio de
cultura.

0 fundamental do problema da diferenciagdo ¢é
compreender como uma célula que se divide produz células
filhas diferentes. SupBe-se que um dos fatores fundamentais
na diferenciag3o € o estabelecimento da polaridade. E muito
possivel que as condi¢gBes metabdlicas em extremidades

distintas de uma célula recém dividida possam ser diferen-

tes, devido a uma distribuig3o desiqual de organelas, esta-
belecendo—-se a polaridade. H&4 casos entretanto, em que a
polaridade parece preceder a divis3ao celular. E mesmo

diffcil distinguir quando a polaridade €& um fator de dife-
renciagdao, ou quando €& uma manifestagdo dessa diferenciagao.

Além da polaridade, o meio ¢ importante na
diferenciag3o, podendo em certos casos, ser até um fator no
estabelecimento desta. Uma célula na planta, esta cercada
de outras células, e esse ambiente faz com que as células se
comportem de maneira caracteristica, mantendo-se diferen-
ciadas quando a diferenciag3o ja& foi estabelecida. Essas
mesmas células diferenciadas, se 1soladas e colocadas em
cultura, podem se diferenciar novamente. As limitagdBes a
capacidade de diferenciar devem ser impostas pelo meio

organico, especialmente pela colocagio de uma célula em

relag3do a outras células.
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Para a compreensao da diferenciagao celular
deve-se levar em conta a existéncia de interag®es complexas
entre o patriménio genético contido em cada célula e as
caracteristicas estruturais e bioquimicas da planta como um
todo. E evidente que, em cada caso especifico, as carac-
teristicas estruturais da c£lula podem refletir ou indicar a
existéncia dessas interagdes.

Em se tratando de embriogénese zigdtica, um
dos mais importantes fatores no inicio da diferenciag¢3io € o
estabelecimento da polaridade, especialmente no zigoto.
Ela pode ser de certo modo controlada pelo meio no qual o
zigoto se desenvolve. No zigoto de Capsella bursa-pastoris
observa—-se uma distribuigdo polarizada no citoplasma, o qual

torna—-se agregado no polo da chalaza, e um grande vactolo se

forma no polo micropilar. A primeira divis3io transversal
produz duas células, uma pequena, terminal, e uma grande
basal.

2.3. Citomorfogénese

Nenhuma célula pode crescer, mudar de forma,
assumir, manter ou alterar o estado de polaridade, diferen-
ciar—-se ou dividir sem um concomitante controle e ajuste de
seu citoesqueleto. Todos estes eventos ocorrem em sequén-—

cia durante a vida de uma célula individual, em tecidos
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multicelulares e ©&rg3os s&o0 coordenados de modo Qque a
populagdo de células desenvolva-se harmonicamente e produza
uma definida organizag3io global.

E um fendmeno geral na morfogénese de plantas
que a formagao da estrutura final seja o0 resultado da
formag3io individual de cada célula, tendo sido otriginada
pela inserg¢g3io da parede celular em locais e planos espe-
cificos nas células pré—-existentes. 1Isto n3Zo significa que
a célula tenha independéncia completa, realmente a exis—
téncia de um controle qlobal que harmoniza e integra o for-
mato dentro da populagio total de células, tem mesmo sido
enfatizado pelo famoso provérbio de Bary "A planta faz as
células, n3ao as células a planta”, confirmado pelas mais
recentes revis®es (GREEN, 1980). Isto n3io significa que as
fases de divis3do celular e o formato da célula estejam
separados um do outro no tempo e no espago. Eles, na
verdade, est3o relacionados em VArios passos.

GUNNING (1981), observou na célula apical de
Azolla pinnata, que a orientagdo da expans3io celular estéa

rigorosamente ligada a mitose, tanto que a célula recupera,

aproximadamente, seu volume depois de cada divis3o. A
expans3io que conduziu a divis3io na célula apical, continua
suavemente no jovem merofito, no 1inficio, sem futuras

divis®es e posteriormente acompanhada pela formag3io de
tabiques (compartimentagio celular) internos que reduzem a

proporg3o do volume celular. 0 eixo de expans3do altera-se
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subtamente e in loco. As células se dividem em um plano
transversal e as sucessivas mitoses no inf{cio, restauram o
volume celular para uma padronizag¢io no tamanho em cada tipo
de célula, mas eventualmente deixam possibilidades para a
expans3do sem divis3io, embora toda fileira de células alongue
na mesma extensdo, a interrelag3io entre alongamento e o
namero de divisdes transversails varie com o tipo de célula.
Por exemplo, os elementos do xilema encerram sua expansio,
no minimo trinta e duas vezes mais longos gque seus vizinhos,
as células do periciclo.

A maioria dos ©org3os de plantas, exibem uma
variedade de interrelag®es entre divis3io e expansi3o celular.
Duas possibilidades extremas s3ao a compartimentagio (tabi-
ques) interna sem crescimento, e a expansio do corpo da
planta como um cendécito, sem nenhuma compartimentagio
interna preparatéria. Além dessas observagdes, a raiz de
Azolla i1lustra como a regulagio dos sitios e planos de
divisio direcionam o cenario para um subsequente modelo de
diferenciag3o celular e orientam processos de expans3do no

local em que produzem um &rg3o.

2.3.1. Sitios e planos de divis3do

SINOTT & BLOCH (1941); VENVERLOO et alizl

(1980), registraram gque em células vacuolizadas, a formag3o
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de uma placa especialmente posicionada no citoplasma, os
fragmossomos, antes dos ntcleos entrarem em préfase, mostra
que a célula antecipa seus futuros sitios e planos de
divis3o peln estahelecimento de uma forma particular de
citoesqueleto especialmente organizados. A coincidéncia
entre a posig&®o de um fragmossomo e a formagio subsequente
de um fragmoplasto, n3io &€ t3o prontamente vista quando, como
na maioria das células meristemiticas, o componente wvacuolar
é muito reduzidna.

OTA (1961), centrifugou células de pélos es-—
taminais em divisXo e concluiu gue um modelo especialmente
diferenciado ¢ imprimido (antes da mitose) na regi3io equa-
torial do cértex citoplasmatico, e que em teldfase, essa
regifo ¢ identificada e exerce uma forga sobre as margens da
placa da célula. Sabe-se, atualmente que em uma grande
variedade de células o "modelo especialmente diferenciado”
inclui um cinturfo de microtubulos que ¢ formado antes da
préfase e transitoriamente envolve a célula no cértex cito-
plasm&dtico no sitio onde, em teléfase tardia a beirada da
placa da célula se fundiria cnm as paredes parentais.

PICKETT-HEAPS & NORTHCOTE (1966), chamaram
esse cinturio de microtdbulos de banda de pré-préfase. A
banda ccorre em raizes, ramos, folhas e pélos em plantas
floriferas e em varios érg3os de criptdgamas. Esse fato n3o
tem sido observado em cultura de suspens3i3o de células ou

calos.
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BUSBY & GUNNING (1980), afirmaram que a pre-
senga da banda de pré-préfase prediz a linha de fus3io da
placa celular e paredes parentais quando presentes. Este ¢
um proqnédstico do fendmeno em que a banda desaparece na
préfase, e usando as palavras de 6TA, ainda em seu local
fica como gue "imprimido".

GUNNING et alii (1978), observaram que todas
as divisdes formativas e proliferativas s3io precedidas pelo
desenvolvimento de uma banda de pré-profase, seja ela anti-
clinal, periclinal transversal, simétrica ou assimétrica,
sendo que a fidelidade dessa observagfo & extraordinaria.

Acredita-se que haja uma combinagfo entre as
instrusdes qgenéticas interna e sinals externos, onde o0Os
microtdbulos da banda de pré-préfase niIo possam  fazer mais
do que participar como uma ferramenta morfogenética na
regulagzo dos sitios e planos de divisZo (PICKETT-HEAPS &
NORTHCOTE, 196635 PICKETT-HEAPS, 1974).

PACKARD & SATACK (1976)3; GALATIS & MITRAKOS
(1979), GALATIS (1980), descreveram que o sitio cortical
pode se tornar especializado ou talvez, estabilizado pela
deposigio de um conjunto particular de microfibrilas da
parede sob a influéncia dos microtdibulos da banda da
pré—-pr&éfase. Observaram ainda que pequenos espessamentos
da parede ocorrem sobre a banda.

Um argumento alternativo, que talvez faga

pouca justiga para a economia e eficiéncia com a qual as
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células em getal parecem operar, condigdao em que O0S micro-
tdbulos da banda de pré-préfase nio tem um papel especifico
exceto como um reservatédrio de tubulina (PICKETT-HEAPS,
1974). ©Sob este ponto de vista, ¢ sugerido Qque eles se
formam onde s3ao feitos, porque o sitio cortical tem, entre
outras propriedades, um papel como o de um centro organi-
zador de microtubulos (HEPLER & PALEVITZ, 1974). Contudo, a
orienta¢gao dos microtdbulos na banda de pré-préfase deu a
impress3io de estar sendo altamente controlada, tornando-se
dificil de aceitar que eles s3io meros produtos.

Os microtdbulos n3o sintetizam celulose nem
influenciam a quantidade de sintese (GRIMM et alii, 1976), O
que eles oferecem €& um sentidn de controle espacial mages-
toso na formag¢3io da parece celular. ajudando desse modo a
determinar a forma que serd assumida pela expans3ao celular
(MARCHANT, 1979).

Microtdbulos corticais sao associados com O
desenvolvimento localizado da parede celular em trés niveis
de organizagdo. O primeiro ¢ dentro da célula, como em
elementos do xilema e poros do estémato. 0 sequndo, diz
respeito ao nivel de desenvolvimento de toda a célula. Em
células alongando, as fileiras transversais de microtdbulos
predominantemente se extendem ao longo das paredes longitu-
dinalis, as quais possuem inicialmente microfibrilas trans-
versails na parede. Para o terceiro nivel de organizag3o, ha

evidéncias de que a orientag3o dos microtdbulos € importante
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tanto na iniciag¢3o dos 4érgios, como nNnos seus subsequentes
pontos de desenvolvimento global.

A produg3o de um érg3o radialmente simétrico
por um &érg3o parental, com polaridade 4pico—-basal, requer
que certas células submetam—se a uma mudanga de polaridade.
Uma observag3o detalhada desse sistema (HARDHAM et alii,
1980), tem revelado que alteragdes morfoldégicas, s3io pre-—
cedidas por mudangas na orienta¢fio dos microtubulos, Junta-—
mente com mudangas em sua abundancia.

A 1indicag3d3o de que mudangas cruciails no
citoesqueleto, ocorram num estiagio extremamente inicial, da
sequéncia morfoqgenética global, sZo muito fortes. Elas
ocorrem nas céluitlas da neriferia do futuro meristema, o qual
requer uma alteragZo da polaridade em sequéncia, para

produzir a sua simetria radial.

2. 4. Embriogénese

2.4.1. Aspectos da embriogénese somatica

A embriogénese somatica € um processo pelo
qual as células anmatiras desenvalvem plantas inteiras,
passando por estigios sucessivos, caracteristicos do
desenvolvimento de embriBes gaméticos. A técnica de obten-

¢3o de plantas por embriogé&nese somatica, fol realizada pela
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primeira vez utilizando-se de plantas de cenoura, onde os
resul tados obtidos foram‘satisfatérios. Em plantas supe-
riores, a alta totipotencia, pode ser comprovada pelos
trabalhos recentemente realizados com varias plantas pere-
nes. Sendo, Que a maioria delas s3o Arvores, onde se
destacam suas import&ncias econdmicas para o homem, no que
diz respeito a fonte de alimento, combustiveis, fibras e
farmacos. Muitas dessas Aarvores, apresentam inflores-
céncias grandes ou sementes que suportam desenvolvimento
estavel por varios meses. Aplicando-se a técnica de cultura
in vitro, as caracteristicas acima descritas, tornam-se
extremamente Gteis, por facilitar a manipulagio com as
diversas partes da planta, assim como: nucelo, ©évulo e
embrides imaturos, que s3o freqientemente dificeis de se
trabalhar.

0 prolongado ciclo de vida das principais
arvores com totipotencia confirmada, pode sofrer
atraso na maturidade sexual. Em espécies cultivadas a
partir de estruturas florais, o desempenho e a fidelidade
das plantas obtidas via embriogénese somatica, pode levar
anos para ser avaliado. Em Arvores de floresta, onde os
periodos de rotag3io s3io tipicamente bem superiores a fase de
maturidade sexual, podem levar décadas para se determinar a
eficiéncia da embriogénese somatica, como um método para a

propagag¢3io de plantas.
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Considera-se a diferenga entre embriogé-
nese zigdtica e somatica, o termo "embridides" adotado por
RAGHAVAN, 1984, gque coloca a embriogénese somaAtica de’ forma
distinta dos embrides produzidos por fus3io de gahetas;
portanto o termo embrizo somAtico seri4d wusado para definir
embrides produzidos a partir de cultura de células e
tecidos.

0 padr3zZo embriogénico depende do estadio fi-
siolégico do explante, que iniciarad a obteng3io de embrides,
sendo que as caracteristicas do explante, definira um
protocolo de cultura que seréi requerido para se concluir a
embriogénese somatica. Além desse fator, faz—-se importante
para o controle da morfogénese in vitro, a manipulag3o
fisica, do horm&énio e do ambiente do material vegetal.

Esse sistema de controle envolvem respec-
ticamente: selegio de explante (resultados de enxertia,
sequidas de podas seriadas, tamanho, idade e fendtipo);
esterilizag3io; meios de cultura (macro e microelementos qui-
micos, carboidratos, bem como o controle da acidez da
solug3o); a utilizag3io de hormdédnios pré e pds—inoculagio da
planta e finalmente o controle ambiental, com o objetivo de
dar as plantas in vitro, condig¢g®es adequadas para o seu
desenvolvimento, s3o fatores praticamente ja4 definidos, para
cada espécie veqetal.

0 mainr prohlema a ser destacado, principqg—

mente em se tratando de espécies florestais, ¢ exatamente a
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fonte que fornecer& os clones, entdo designados de explan-—
tes.

0O material vegetal utilizado como explante ¢&
restrito & tecidos gque possam ser confiidveis na express3io de
um gendétipo conhecido. Infelizmente, até a presente data, a
embriogénese em espécies florestais. pode somente ser obtida
a partir de material embriédnico.

SHARP et alii (1980, 1982), afirmam que o
estiddio de desenvolvimento do explante ¢ critico para o
sucesso da embriogénese somatica e sugerem, que o ambiente
in vitro n3o sé permite como também induz o desenvolvimento
dos embri®es somaticos ou tecidos embrionarios.

Diversos autores véem trabalhando em cultura
de coniferas, na tentativa de 1induzir organogénese e em-—
briogénese somatica, dentre as quais (CAMPBELL & DURZAN,
19763 BORNMAN & JANSSON, 19803 AITKEN et alii, 19813 von
ARNOLD & ERIKSSON, 1981) com explantes juvenis (BONGA, 1974;
SIMOLA & HONKANEM, 19833 NAGNAMI & BONGA, 19835), wutilizando
estruturas gametofiticas e finalmente (von ARNOLD & ERIKS-
SON, 1979; PATEL & THORPE, 19843 HAKMAN et alii, 19853 GUPTA
& DURZAN, 1986; HAKMAN & FOWKE, 1987a; NAGNAMI et alii,
1987), com explantes embridénicos.

ABDULLAH et alii, 1987 e DUNSTAN et alii,
1987, observaram a ocorréncia de organogénese em cultura de

explantes provenientes de Arvores maduras, porém com ex-—
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plantes maduros n3ao houve o desenvolvimento de embriogénese
somatica.

Parece que as razBes, que permitem alterar a
competéncia do desenvolvimento de tecidos de plantas
maduras, ailinda permanecem obscuras.

HICKS (1980), define determinag¢3o como sendo
o processo pelo qual o desenvolvimento potencial, torna-se
restrito a uma rota especf{fica de diferenciag¢3ao, porém, para
que haja determina¢3o, h& necessidade que ocorra competig3lo
celular. Esta tGltima acontece a partir do momento, que se
inicia uma seqiiéncia de desenvolvimento que ocorrem apéds o
explante ser exposto & condig¢g®es de indug3o.

Segundo AMMIRATO (1983), a indu¢g3io atua cau-
sando uma mudanga na competéncia de determinadas células
(indug¢3o direta), ou ent3lo, desencadeia respostas de dife-

renciag3io celular {(indu¢3io permissiva).

2.4.2. Embriogénese somitica direta

Neste caso, a clonagem de células embrio-
génicas pré-determinadas, representa um método onde a em-—
briogénese direta pode ser convertida em um sistema que
produzira continuamente pré—embrides em larga escala.
Estes pré—-embrides, por sua vez, podem se desenvolver faci-

litando o caminho para a explorag3o de um sistema de células
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pré—embriogénicas determinadas (PEDC), resultando na pro-
liferag3o de plantas inteiras.

O sistema de clonagem por PEDC ¢ caracteri-
zado por uma fase denominada fase de calo, sendo que este
através da aglomerag3io de células desorganizadas que
consistem na proliferagio em massas, de prdé—embrides.

Caracteristicas fenotipicas do calo foram
descritas por MITRA & CHATUVERDI (1972), em Citrus auranti-
folia; LITZ & CONOVER (1982), com Carica papaya.

A embriogénese somatica em coniféra, exceto
em Larix decidua, tem sido quase que exclusivamente restrita
a explantes embriogénicos.

Tecidos embriogénicos de Picea abies mostram-
se formados por embrides somAticos, apresentando células
tubulares, longas e desorganizadas (centros de crescimento)
que sio embrides somiticos, passando por um processo de
reiniciag3io de emhbrioaoénese (BACWAR et alii. 1987).

GUIPTA & DIIR7AN (1984), observaram que a seme-
lhanga existente entre o tecido obtido in vitro e in vivo
durante a clivagem poliembridnica de coniferas, ¢ t3o
acentuada, que esse processo tem sido chamado de '"poli-
embrioaoénese somatica'".

Em Pinus spp, as evidéncias 1indicam que a
embrioqénece ¢ iniriada nn tecido dn suspensor, o que difere
de Picea abies, cuja resposta se da a partir do tecido epi-

dérmico. O tecido do suspensor & mais viaAvel, em estadios
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jovens dos pré—embrides em FPinus, a partir de embrides pré-
cotiledonares. Para Pinus lambertiana tem—-se cultivado com
sucesso, tecido do suspensor de sementes maduras, para a ob
teng¢do de tecido embriogénico (GUPTA & DURZAN, 1986).

HAKMAN et alisis, 1985; GUPTA & DURZAN, 1986;
HAKMAN & FOWKE, 1987a; NAGMANI et alii, 1987 trabalhando
com cultura de embriBes imaturos de coniferas, observaram o
desenvolvimento de células embrionarias pequenas e pola-
rizadas, semelhantes as que ocorrem no desenvolvimento de
embrido zigdético.

Autros autores como SALMIA, 19753 HAKMAN &
FOWKE, 1987b, observaram respectivamente em suas pesquisas
com coniferas, o desenvolvimento de células gigantes e
estruturas multicelulares, apresentando aparente polaridade.

HAKMAN et alii, 19853 NAGMANI & BONGA, 1985
afirmam que a formagdo de calos com cor branca e textura
fridvel, a partir de explantes de Arvores maduras carac-
terizam a presenga de células embriogénicas.

0 desenvolvimento de células embrionarias
pequenas e polarizadas, semelhantes as que ocorrem no de-
senvolvimento de embrides zigéticos, foram observadas por
HAKMAN & FOWKE, 1987a; GUPTA & DURZAN, 1986.

MacDOUGALL et alii (1988), observaram estru-
turas polares e multicelulares, nos calos obtidos a partir
de cultura de tecidos de explantes de plantas maduras de

Pinus contorta var. latifcolia. Os autores registraram o
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insucesso na reqgeneragio dessas plantas e salientam que o
significado das células basais gigantes ainda & desconheci-
do.

Células varunlizadas -e longas, formadas a
partir de calos foram observadas em cultura de embriogénese
somAtica reqgistradas par HAKMAN & FOWKE (1987b).

OWENS et alix (1982), encontraram c#lulas
distais pequenas formadas a partir de calos de Pinus con-
torta, bastante semelhantes as primeiras células embrioné—

rias de embrides ziqdticos.
2.4.3. Embriogénese somatica indireta

Na maioria dos casos de células embriogénicas
induzidas e determinadas (IEDC), o estimulo mais apropriado
¢ forneico pela auxina no meio de cultura. Em muitas es-—
pécies pode-se observar que a embriogénese somAtica via
calos, ou cultura de suspensio celular, requerem a aplicagio
de auxina, exceto em Coffea arablica, onde hi necessidade de
um estimulo utilizando-se citocinina (YASUDA et alii, 1985).
A auxina, predominantemente usada para a obteng3o destes
resul tados (IEDC), tem sido o 2,4-D (4cido 2,4-Diclorofe-
noxiacético.

Para algumas espécies, utiliza-se ANA (&cido
naftalenoacético), AIB (4cido indol-butirico) e AIA (&cido

indolilacético), com o propdsito de estimular as células dos
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calos cultivados in vitro & diferenciagio embriogenéti-
ca.

WANN et alii (1987) observaram . que muitas
espécies requerem a presenga de auxina no meio de cultura
inicial, ou seja, o mein em que o explante foi inocul ado
para induzir a dediferenciag3o (calo).

Uma vez que o0 calo embriogénico seja inicia-
do, a maioria dos sistemas IEPC e PECD, utiliza a auxina
para a manutengio e/ou expressiZo do potencial embriogené-
tico.

Sistemas envolvendo IEDCs s3io conhecidos pela
presenga de uma fase de calo, em muitas espécies de lenho-
sas, onde os calos embriogénicos apresentam—-se diferentes
dos calos n3o embriogénicos, sendo que as diferengas entre
os dois tipos de calos torna-se perceptivel a nivel
macroscépico em relagin a rar, A textura e a morfologia.
Estas diferengas entre os calos, podem ser wutilizadas para
identificar tecidos embrioldégicos, sendo  que amais
destacével & a morfologia, onde os calos embriogénicos podem
ser reconhecidos, por estarem frequenfemente cobertos por
embrides somaticos.

WFRB et alir (1983) observaram que, de uma
maneira geral, os calos embriogénicos tendem a ser wuma
matriz parenquimatosa friavel contendo nédulos ou centros de
crescimento, com colorag3io creme e caracterizados pela

presenga de uma espessa parede da célula m3ae.
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Para NABORS et aliz (1983), o fendtipo carac-—
teristico de embriogénese n3o est& confinado as espécies
lenhosas, mas também estéa presente em cereais, onde a
.embrioqénese bem sucedida, tem sido dependente da habilidade
de reconhecer e segregar um calo embriogénico fora de uma
cultura mista composta de ambos os calos embriogénicos e n3o

embriogénicos.

2.5. Organogéses

Segundo HICKS (1980), a organogénese in vitro
envolve uma variedade de seqiuéncias complexas de desenvol-
vimento que resultam da manipulagio experimental de partes
de uma planta. Essas seqiéncias, que podem ocorrer em
diferentes tipos de explantés, terminam com a formag3o de
6rgzos diferenciados ou plantas inteiras. N3ao se conhece ao
certo, a natureza dos eventos 1iniciais da organogénese,
porém sabe-se que as alterag®es subcelulares em linhagens de
células s3io direcionadas para a formag3o de primédrdios de
Ara3ios N meriatemdides.

Na maioria dos casos, 0s explantes s3o capa-
zes de promover a formag3o de ramos, raizes, ou estruturas
florais, quando cultivados em um meio que fornega sais
minerais, vitaminas, e uma fonte de carbono, mas que estejam

destituidons de hormdédnina da nlanta. Estes processos podem
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ser denominados de "organogénese adventicia" (CHRISTIANSON &
WARNICK, 1983). Outro tipo de organogénese €& a "nZo adventi-
cia" envolvendo a dediferenciag3o do explante e a indug3o de
novos 6érqaos a partir da formag3do de calos na base do
explante.

THORPE & MURASHIGE (1970): THORPE (19783
1980) ; BONNETT & TORREY (1966) consideram que &érg3os adven-
ticios surgem de pequenos grupos de células com citoplasma
denso. denominados meristem&ides.

Recentemente, agregados de células menos
complexas, denominados pré—meristeméides, foram descritos
durante os primeiros estagios de formagdao de ramos adven-—
ticios em explantes de cotilédones de Pinus radiata (VILLA-
LOBOS et alii., 19835).

Sequndo FLICK et alii, 1983, o fator limi-
tante para a regeneragio de espécies arbéreas de Gimnas-—
permas, & freqlientemente, a fonte de explantes. A 1dade e o
estiadio fisioldégico da matriz. pode contribuir para o
sucesso da organogése em cultura celular. Observam, também,
que a transig3o da planta para a cultura ¢é seriamente es-
tressante, e plantas velhas ou senescentes podem n3ao sobre-
viver a esta transig3o.

WODZICKI, 1978; HARVEY & GRASHAM, 1969, con-
sideraram que as variagdes de estag3do do ano, podem afetar a
formag3o de calos & partir dos explantes, pois as concen-—

tra¢Bes enddégenas das auxinas podem variar muito. Em Coni-
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feras, por exemplo, a primavera e o ver3o, s3o considerados
Stimas estag®es para se iniciar a cultura sendo que isto
ocorre devido a fatores como: dorméncia do cambio ou das
gemas laterais, indug3o do florescimento, etc, que podem
alterar respostas e/ou o sucesso da iniciag3o das culturas.

KAO et alii, 1970, observaram uma variag¢3io no
ndmero de cromossomos das plantas em longos periodos em
cultura de suspens3o celular.

A organoqénese pode ser 1induzida a partir de
suspens3o celular ou cultura de calos, e a concentrag3ao dos
reguladores de crescimento no meio de cultura ¢ critica
para o controle do crescimento e da morfogénese (FLICK et
alii, 1983).

Esses autores afirmam que de uma maneira
geral, altas concentragdes de auxinas com baixas concen-
trages de citocininas no meio de cultura promovem uma
abundante proliferag3io celular com a formag3o de calos. E
fregqtiente que a aplicag3o de 2.4-D. sem outros requladores,
iniciem a formag3io de calos. Por outro lado, baixa con-
centrag3do de citocinina no meio de cultura, resulta na
indugdo de organogénese caulogenética. No caso de organo-
génese rizogenética, os autores consideram o uso de auxina
sozinha ou com citocinina em baixa concentragXo.

0O tipo e a concentragdo relativa dos regula-
dores de crescimento s3o aspectos criticos para o controle

da morfoqgénese como foli indicado por SKOOG & MILLER (1957).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local de realizag3io do trabalho

Os testes experimentais foram conduzidos nos
l.aboratérios de Cultura de Tecidos Vegetais dos Departamen-
tos de Ciéncias Florestais e de Bot4nica da Escola Superior
de Agricultura "Luiz de Queirdéz" - Universidade de SZo

Paulo, Campus de Piracicaba - SP.
3.2. Determinag3o da fonte de explante
0 material vegetal utilizado foram gemas de
pinheiros, Pinus caribaea Morelet var. hondurensis Barr/ &
Golf., cedidos pela Duratex Florestal, localizada na Fazenda
Monte Alegre em Agudos - SP.

3.2.1. Enxertia seriada e poda sucessiva

As gemas utilizadas como fonte de explante,

foram resul tantes de duas enxertias seriadas, realizadas no



29

viveiro. No enxerto foram feitas trés podas sucessivas e as

gemas foram coletadas e transportadas para o laboratdrio.

3.2.2. Caracteristicas do explante

As gemas seccionadas de Pinus, tinham em
média cinco centimetros de comprimento e aciculas em estadio
de desenvolvimento juvenil ou aciculas primarias.

Considerou-se para esta seleg¢gio, além do ta-
manho da gema, a8 sua coloragao, sendo que aquelas que
apresentavam-se com colora¢iZo verde muito clara foram

desprezadas.

3.3. Protocolo de esterilizag3o

0 protocolo de esterilizagfo aplicado obede-
ceu a sequinte ordem:

a. Lavagem das gemas em Agua corrente;

b. Sec¢3o das bases das gemas;

c. Mergulho imediato dos explantes, em solu-
¢3o esterilizante, composta por bicloreto de mercidrio
(HgCl2) a 0,6%. durante 13 minutos:

d. Enxaguadura dos explantes em Agua destila-

da estéril (por 4 vezes sucessivas);:

e. Lavagem das gemas em suspens3o de hipo-
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clorito de sédio comercial (G-BOA) a 30%, durante 15 minu-
tos;s

f. Enxaguadura dos explantes em Agua destila-
da estéril (por 4 vezes sucessivas).

Ap&ds esta tiltima etapa, os explantes foram
deixados em frascos contendo Agua apenas na base, durante 16
horas e ent3o as etapas de b a f foram repetidas, sendo que
depois deste procedimento, deu—-se inicio a inoculag¢g3o dos
explantes em meios de cultura previamente estabelecidos.

£ importante salientar que os processos de
esterilizag¢io, a partir da etapa b, foram realizados em
camara de fluxo laminar esterilizada com Alcool e fluxo de

ar constante.

3.4. Inoculag¢g3o dos explantes

Os explantes foram inoculados em tubos de en-
saio (2,5 x 25,0 cm), com tampas de metal, contendo 15 ml de
meio de cultura. Foram usados, também, frascos de vidro, de
S5 cm de diametro, com tampa de papel aluminio e 20 ml de
meio de cultura sélido e 1liquido para os dois tipos de
recipiente, obedecendo—-se rigorosamente as regras de ma-—-
nuseio com o material, evitando ao mAximo riscos gque pudes-—
sem contribuir para um alto indice de contamina¢3io por mi-

crorganismos.
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3.5. Estabelecimento da cultura

Os meios de cultura utilizados foram os de
MURASHIGE& SKOOG, 1962 e EUWENS, 1976.

Algumas alterag@es quali—quantitativas foram
feitas em ambos os meios de cultura, tanto para as concen-
trag®es salinas como vitaminicas e hormonais.

0O complexo vitaminico de MOREL & WETMORE, 1951
fol adicionado aos meios de cul tura basicos.

Apés a inoculag3o dos explantes in vitro, es-—
tes foram mantidos em sala de crescimento, com temperatura
de 25 * 1°C e as lampadas utilizadas para a iluminag3o foram
GROW LUX, fluorescente luz do dia e incandescentes com fluxo
luminoso de aproximadamente 1.000 lux.

0O fotoperiodo foi programado para 16 horas

luz e 8 horas escuro.

3.6. Fases experimentais

3.6.1. Experimento n-° 1

1a. Etapa: Os explantes foram inoculados no

meio de cultura ne 1 (Tabela 1) e apés 40 dias, foram trans-

feridos para o meio de cultura ne 3 (Tabela 3).
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2a. Etapa: Os materiais transferidos para o
meio de cultura ne 3 (Tabela 3), apds 30 dias foram trans-—

feridos para o meio de cultura n° 4 (Tabela 4).

3a. Etapa: Os explantes transferidos para o
meio de cultura ne 4 (Tabela 4), permaneceram neste meio por
20 dias e entzio, foram transferidos para o meio de cultura
ne 1 (Tabela 1).

4a. Etapa: Depois de 20 dias de cultura em
meio n° 1 (Tabela 1), foi feita a repicagem do material,

mantendo—os no mesmo meio de cultura, repetidas vezes.

Sa. Etapa: Analise microscdpica dos resulta-

dos obtidos no experimento ne 1.

3.6.2. Experimento n- 2

l1a. Etapa: Os explantes foram 1inoculados no
meio de cultura ne 2 (Tabela 2), por um periodo de 40 dias.

Depois deste tempo foram transferidos para o meio de cultura

ne 3 (Tabela 3J).

2a. Etapa: Trinta dias apdés a transferéncia
dos explantes para o meio de cultura ne° 3 (Tabela 3), o
material foi analisado microscopicamente e entXo subdividi-

dos em 2 experimentos: 2A e 2B.
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3a. Etapa:
Experimento 2A: Os calos foram transferidos
para o meio de cultura liquido ne &6 (Tabela 6) e mantidos

sob agitag83o lenta, por um periodo de 20 dias.

Experimento 2B:A parte superior do explante
foi transferida e mantida no meio de cultura ne°e 3 (Tabela
3). Apds 30 dias as gemas axilares foram isoladas e trans-

feridas para o mesmo meio de cultura, permanecendo por mais

45 dias.

4a. Etapa:

Experimento 2B: Os calos obtidos foram repi-
cado se transferidos para o meio de cultura ne 2 (Tabela 2),
onde permaneceram durante 50 dias, sendo que foram trans-—
feridos para o mesmo meio em perfiodos sucessivos de 10, 20 e
20 dias, com o objetivo de renovar as condigBes de cultura.

Foram realizadas nesta etapa, anilise histomorfoldédgica dos

calos.

Sa. Etapa:
Experimento 2Bt As gemas adventicias formadas,
foram individualizadas e transferidas para o meio de cul-

tura ne 5 (Tabela 5), por um periodo de 20 dias.
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3.7. AvaliagBes

3.7.1. Citol 691 cas

Os calos obtidos in vitro foram transferi-
dos & uma placa de Petri contendo Agua destilada e entXo as
células foram dissociadas. Com o auxilio de uma pipeta, uma
quantidade da suspensio de células foi colocada sobre uma
lamina de vidro, analisada microscopicamente e com‘ (]

auxilio de camara clara foram confeccionadas as Figuras 11 e

12.

3.7.2. Andtomo-histoldgica

Durante o periodo de cultura, em 1intervalos
regqulares, de acordo com o final do periodo de cada cultura,
amostras foram coletadas e fixadas em formaldeido - 4&cido
acético - Aalcool (FAA S50) (SASS, 1951), para estudos ana-
tomo-histoldégicos.

0 material foi desidradato em série terciaria
de Alcool butfilico e entio, embebido em parafina. Apbs a
emblocagem, o material foi cortado em micrdétomo de parafina,
obtendo—-se cortes com 10 a 12 micras, corados com safra-
nina e verde rapido (SASS, 1951), e montados em laminas
histolégicas. A seguir o material foi observado e carac-

terizado em microscépio éptico, fotografados e com auxilio
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de camara clara foram feitas representag®es esquematicas

(Figura 12).



Tabela 1. Composig3io do meio de

mineral de MS (MURASHIGE & SKOGG,

cul tura

ne 1.

1962).

Componentes

Concentrag3o

Macronutrientes
NH<
NO3

+

K
Cl~
Ca2+
Na®*

M92+
2.—

S04

Micronutrientes

Fe?”

BO2

2+
Mn

2+
in

+

1

2+
Cu

Co~

Mo
Mesoinositol
Tiamina
Sacarose
Agar
pH

(mM)
20,0
39,4
20,0
6,0
3,0
0,2
1,5
1,5
(M)
100,0
100,0
100,0
30,0
5,0
0,1
0,1
1,0
100,0 mg/1
0,4 mgrl
30,0 g/1
7,0 gr1
5,8

Formulagao



Tabela 2. Composig¢d@o do meio de cultura ne 2.

neral 50% de MS (MURASHIGE & SKOOG,

37

Formulag3o mi-

19623 .

Componentes

Concentragao

Macronutrientes (mM)

NHz 10,00

NO3 19,70

K" 10,00

c1 3,00
ca®* 1,50

Na® 0,10
MgZ* 0,75
so%” 0,75
Micronutrientes (™M)

Fe?* 50,00

BO3 50,00

Mn 2" 50,00
n%* 15,00

I 2,50
cu®* 0,05
co®* 0,05

Mo~ 0,50
Mesoinositol 100,00 mg/1
Tiamina 0,40 mg/1
Sacarose 30,00 g/1
Agar 7,00 g/1
pH 5,80




Tabela 3.
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Composig3o do meio de cultura ne 3. Formulag3o
mineral de MS (MURASHIGE & SKO0OG, 1962). A con-
centragao de macro e micronutrientes igual ao meio
de cultura ne 1. O meio foi suplementado com as

vitaminas de Morel & Wetmore (1951).

Componentes Concentragio
Acido Naftaleno Acético (ANA) 2,4 mg/1l
Acido Benzil Adenina (BA) 0,8 mg/1
Sacarose 40,0 g/1
Agar 7,0 g/1
pH 5,8
Vitaminas de MOREL e WETMORE (1951)
(mg.l—l)

Mioinositol 100,000
Acido nicotinico 1,000
Piridoxina 1,000
Tiamina HCI1 1,000
Biotina 0,010
Acido fdélico 10,000

Pantotenato de c&lcio 1,000




Tabela 4.
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Composigio do meio de cultura ne 1 formulagio mi-
neral de MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962). A concen-
tragdo de macro e micronutrientes igual ao do meio
de cultura ne 1 e suplementado com as vitaminas de

Morel e Wetmore (1951).

Componentes Concentragio

Acido 2,4-Diclorofenoxiacético

(2,4-D) 1,0 mg/1
Sacarose ’ 40,0 mg/1l
Agar 7,0 g/1
pH 5,8

Vitamina de MOREL & WETMORE (1951)

1

(mg.1 )
Mioinositol 100,000
Acido nicotinico 1,000
Piridoxina 1,000
Tiamina HC1 1,000
Biotina 0,010
Acido félico _ 10,000

Pantotenato de c&lcio 1,000
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Tabela S. Composig3io do meio de cultura ne S. Formulagdo mi-

neral de EEUWENS, 1976.

Componentes Concentragao (mg.l-l)

Macronutrientes

KNOs3 2.020,000
NHeNO3 -

NH4C1 535,000
KC1 1.491,000
CaClz2.2H=20 294,000
MgSo4.7H=20 247,000
KH2PO04 -

NaH2P04 . 2H20 312,000

Micronutrientes

Na EDTA -

FeSOa4 -

HaBOs3 -
MnS04.4H20 11,200

Fe EDTA 32,500

KI 8, 300
Naz2MoO4.2H20 0,240
CuSo4.5H20 0,016
ZnS04.4H20 7,200
CoClz2.6H20 0,240
NiClz.6H=20 0,024
Mesoinositol 100,0 mg/1
Tiamina 0,4 mg/1
Sacarose 30,0 g/1
Agar 7,0 g/1

pH 5,8
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Tabela 6. Composig3@o do meio de cultura ligquido ne 6. For-
mulag3do mineral do meio de cultura de MURASHIGE &
SKOOG (1962) e suplementado com as vitaminas de

Morel e Wetmore (1951).

Componentes Concentragdo
Acido Naftaleno Acético (ANR) 2,4 mg/l
Acido Benzil Adenina (BA) 0,8 mg/1
Sacarose 40,0 g/1
pH 5,8

Vitaminas de MOREL & WETMORE (1951)

(mg.1~l)
Mesoinositol 100,000
Acido nicotinico 1,000
Piridoxina 1,000
Tiamina HCI1 1,000
Biotina 0,010
Acido fd&lico . 10,000

Pantotenato de céalcio 1,000
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4. RESULTADOS E DISCUSSAQ

4.1. Experimento n° 1

1ia Etapa:

0 material inoculado permaneceu aparentemen-
te inalterado durante os 40 dias de cultura mo meio ne° 1.
Pode-se atribuir este resultado a alta concentra¢g3o de macro
e microelementos que comp@em o meio de cultura de MURASHIGE
& SKOOG (1962), impedindo ou retardando quaisquer manifes-—
tagdes morfoldgicas visiveis do explante, como o alongamento

do ramo, o desenvolvimento das gemas axilares e/ou o cres-—

cimento de calo.

2a. Etapa:

Trinta dias ap®s o cultivo do explante em
meio n¢ 3, observou—-se a formag3io de calo basal, com colo-
rag3do branca e aspecto n3o friavel. Notou-se que a pre-
senga e/ou a concentrag3io do complexo vitaminico, do car-
boidrato e de reguladores de crescimento no meio de cultura,

tornaram a base do explante capaz de produzir calo, porém,
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mor fogeneticamente n3o competente para a diferen-—
ciag3do. Ainda, observou-se que a parte superior do explan-
te ficou totalmente necrosada, restando apenas o calo basal.

A principio, estes resultados parecem con-
firmar as afirma¢®es de SKOOG & MILLER, 1957, onde o fator
critico no controle do crescimento e morfogénese, € a con-
centragdo dos reguladores de crescimento. Porém, como pode-
se observar neste experimento, os reguladores de cresci-
mento foram essenciais para a indug¢do do calo. Contudo, os

calos que se formaram eram morfogeneticamente n3o compe-

tentes.

3a. Etapa:

Durante o periodo de vinte dias, os calos
transferidos para o meio de cultura ne 4, apresentaram uma
progressiva oxidag¢ao, caminhando da base para o A&apice,

atingindo o calo todo no final deste periodo.

Este resultado indica que a adig3ao e/ou a
concentragao de 2,4-D, bem como suas interag¢des no meio de
cul tura, apresentavam um efeito seletivo que se difundiu
pelas células do calo.

De acordo com as afirmag¢®es de FLICK et alii,
1983, o 2,4-D & uma auxina freqiientemente wutilizada para
induzir a formagdo de calo no explante.

Como pode ser confirmado neste experimento, o

2,4-D teve uma participagio fundamental na proliferagio do
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calo. Porém a presenga dessa auxina num periodo prolongado,
tornou-se prejudicial as células, permitindo a oxidag3o do

calo.

4a. Etapa:

Os calos totalmente oxidados que foram trans-
feridos para o meio de cultura ne¢ 1, mostraram a formag3o de
pequenos agregados de células brancas na superficie apds 20
dias de cultura. Estes agregados de células, quando 1isola-
dos e transferidos para o mesmo meio de cultura (ne 1),
produziram calos amarelo-claros e compactos, morfologica-
mente semelhantes aos calos obtidos na etapa ne 2 (Figura
1).

Esses resultados concordam com as observa-
¢Bes feitas na 3a. etapa do experimento, mostrando uma ten-
déncia na a¢3do do 2,4-D, de apresentar efeito seletivo sobre
o calo, onde proporcionou a divis3do das células, mantendo a
capacidade de crescimento dos calos, quando transferidas
para o meio de cultura ne 1, totalmente 1i1isentos de regu-
ladores de crescimento. Neste meio de cultura, as células

n3o se tornaram competentes para a diferenciag3do celular.

Sa. Etapa:
Na an&dlise microscépica dos resultados obti-
dos no experimento n° 1, observou-se a presenga de células

alongadas, com relag¢3o nucleoplasmatica (RNP) baixa, indi-
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cando serem células parenquimatosas n3o meristematicas e n3o
embridnicas (Figura 11).

As células apresentavam—-se frouxamente uni-
das, sem a formagio de centros meristemiaticos, e sem estru-—
turas que pudessem se assemelhar a tecidos.

A RNP baixa indica um maior volume citoplas-
matico que o volume nuclear. Portanto, pode—se concluir que
0o citoplasma encontra-se vacuolizado e pouco denso, O
que caracteriza a especializagio celular, com redugao na
totipoténcia das células meristematicas ou embridédnicas, onde
o citoplasma encontra-se mais denso, menos vacuolizado e o
volume nuclear mais acentuado, devido a 1intensa atividade
mitdtica.

CHALUPA et alii, 1976, obtiveram resultados
semelhantes quando trabalharam com hipocétilos e radiculas
de Pinus banksiana. Atribufiram estas caracteristicas das
células do calo, a presenga e/ou a concentragiao do Aacido
naftaleno acético (ANA) no meio de cultura. Os autores
afirmam que a auxina aumentou consideravelmente o volume de
4dgua das células, tornando—-as grandes e portanto, com volume

citoplasmatico acentuadamente maior que o volume nuclear.

4.2. Experimento n° 2

1a. Etapa

Os explantes inoculados no meio de cultura



46

ne 2 apresentaram a formag3o de calos Basais, de colorag3o
amarelo-claro e bastante friidveis, no final de 40 dias.

HAKMAN et alii, 1985, afirmam que calos de
colorag3io clara e aspecto friavel, formados a partir de
explantes de Arvores maduras, caracterizam o desenvolvimento
de embrides somAticos.

Acredita—-se que a concentragi3o de sais mi-
nerais, mesmo na auséncia de reguladores de crescimento, foi
capaz de induzir a formag3o de calos na base dos explantes.
A redug3o da concentrag3o, além de diminuir a possivel
seletividade observada no experimento n° 1, n3o alterou a

capacidade de produg3io enddégena de horménios pelo explante.

2a. Etapa:

A anAlise microscédpica dos calos obtidos no
meio de cultura ne 3, foi feita apds trinta dias de cul-
tura. Observou—-se a presenga de células alongadas com RNP
baixa, tipicas de calo, células isodiamétricas com RNP alta,
indiferenciadas (embridénicas) e ainda, agregados celulares
em forma globular, semelhantes a fase inicial de desenvol-
vimento de um embri3io zigdtico (Figura 12). Os agregados
celulares formaram estruturas compactas com protuberancias
semelhantes ao suspensor.

THOMSON (1945) observou gque ha uma tendéncia
entre as coniferas de apresentarem divisdes celulares poli-

embridnicas. Esta observagio associada & de DURZAN & CHA-
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LUPA (1976), de que as células de Pinus banksiana quando
cultivadas em meio de cultura embriogénico, adquirem formas
ovais, com polaridade nitidamente prececendo a divis3o
celular. As células filhas permanecem em agregados que
formam o suspensor e o proembriZo, confirmando a seqiéncia
de células obtidas neste experimento (Figura 12).

Devido a formag3o de calo basal, e intumeci-
mento das gemas axilares da parte superior do explante, o
experimento foi dividido em 2 partes: experimento 2A e 2B.

0 experimento 2A objetivou avaliar a capaci-
dade dos calos para a indugﬁo de embriogénese somAtica
indireta. 0 experimento 2B, avaliou a capacidade da parte

superior do explante para a organogése caulogenética.

3a. Etapa:

Experimento 2A

Os calos cultivados em meio de cul tura
liquido(ne°® 6), sob agitag3io. Apds 20 dias de cultura se
mostraram escuros e mortos, sem nenhuma indicagdo de cres-—
cimento ou de diferenciag3io, apds andlise microscdpica.

Transferéncias em curto prazo, poderiam impe-
dir a morte das células embridnicas. Isto seria necesséario
para evitar estresse nutricional, como também, manter con-

digBes do meio de cultura mais adequados.
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Experimento 2B

A parte superior do explante, isolada do calo
basal, foi mantida no meio de cultura ne°* 3, por 30 dias,
quando observou-se um aumento gradativo no intumescimento
das gemas axilares.

Estas gemas axilares foram i1soladas e perma-
neceram no meio de cultura ne 3 por mais 15 dias. Ent3o,
mostraram a formag3o de calo basal, friavel, de coloragiao
amarelo citrino e de rapido crescimento (Figura 2).

As aciculas das gemas axilares necrosaram
totalmente no final de 45 dias e o explante foi totalmente
recoberto. 0O rapido crescimento do calo basal, devido a2 alta
taxa de divis3o celular, causou no explante, um estresse
fisioldégico, resultando oxidagio fendlica total das gemas
axilares.

0O estresse do explante pode ser atribufido a
n3o diferenciag3io de vasos condutores pelas c#¢lulas do calo
nXo ocorrendo a condug3o de nutrientes para o explante,

ocasionando desta forma, sua morte por oxidag3o.

4a. Etapa:

Experimento 2B

Apbés os dez primeiros dias, o0s calos transfe-
ridos para o meio de cultura ne 2, apresentaram pontos clo-
rofilados sob toda superficie. Nesta fase, observou-se uma

acentuada redug3io na taxa de crescimento do calo. 0 que



49

pode ser explicado como sendo uma conseqiiéncia do inicio da
diferencia¢3o celular. Este resultado estd de acordo com
CROCOMO (1974), que gquanto mais diferenciadas as cé¢lulas
menor a taxa de divis3o celular.

Estes calos foram transferidos para o mesmo
meio de cultura por mais 2 vezes, num periodo de vinte dias
cada uma. Na primeira transferéncia, iniciou-se a formag3o
de gemas adventicias a partir dos pontos clorofilados
(Figuras 3 e 4). Na sequnda transferéncia, ja& se observou
um desenvolvimento mais acentuado das gemas adventicias
(Figura 4).

No final de cinqtienta dias de manuteng3o
neste meio de cultura, observou—-se um aumento no numero de
gemas adventicias formadas (Figura 5).

Estes resul tados podem sér atribufidos a re-
dugzao do balango hormonal e da concentragao de sails mine-
rais que permitiram as células tornarem—se competentes na
indug¢3o de caulogénese. Para CROCOMO (1974), a diferencia-
¢30 celular ¢ resultante da existéncia de 1interagdes com-—
plexas entre o patrim&énio genético contido em cada célula e
as caracteristicas estruturais e bioquimicas da planta.
Estas definigdes contribuem para as explicagdes dos resul-
tados obtidos neste experimento. Embora HICKS (1980), tenha
citado que nEo se conhece ao certo a natureza dos eventos

iniciais da organogénese, porém acredita-se que alteragdes
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subcelulares sio direcionadas para a formagio de ©&rgios ou
meristemdides.

THORPE & MURASHIGE (1970), afirmam que &érg3aos
adventicios surgem de pequenos grupos de células com cito-
plasma denso, o que estid de acordo com os resultados obtidos
neste experimento.

Os calos foram analisados histologicamente e
~bservou—se a presenga de centros meristemAticos (promeris-—
temas), com células isodiamétricas com RNP alta formando um
tecido esférico e macigo, tipicamente meristematico, sendo
que destes originavam—se gemas adventicias com primérdios
foliares.

Os centros meristemiAticos eram rodeados por
células alongadas com RNP baixa indiferenciadas e n3o de-

terminadas, caracteristicas de calo (Figuras 6, 7 e 8).

Sa. Etapa:

Experimento 2B

As gemas 1isoladas no meio de cultura ne 3,
alongaram—se consideravelmente, cerca de 10 cm de compri-
mento, apés 20 dias de cultura. Qbservou—se a formagio de
calo na base da gema alongada. A partir desta, novas gemas
se desenvolveram. Isto, demonstra que mesmo em um meio de
cultura com concentragdo salina distinta, a competéncia para

a diferenciag3®o das células do calo foi mantida, ou seja,



sua informagado morfogenética

modificou (Figuras 9 e 10).

pré~-estabelecida,

nXo
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Figura 1.

Calo compacto fenotipicamente nio embriogénico.
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Figura 2. Calo gelatinoso e friavel fenoticamente embriogé-
nico.



54

Figura 3. Inicio de caulogénese indireta. Observa-se a for-
mag3izo de gemas adventicias a partir de pontos

clorofilados.
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Figura 4. Caulogénese indireta observando-se o desenvolvi-

mento de gemas adventicias.
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Figura 5. Caulogénese indireta. Multiplicag3do de gemas

adventicias.



Figura 6.

S7

AnAdlise histomorfolégica de calo organogenético,
motrando formagXo de gemas adventicias com pri-

mérdios foliares e centros meristematicos (40x).
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centros

dos

AnAlise histomorfoldgica das células

Figura 7.

meristematicos (100x).
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Figura 8. Detalhe do centro meristematico, observando-se cé-

lulas isodiamétricas (400x).



60

Figura 9. Gemas adventicias obtidas a partir de caulogénese

indireta em 1nicio de alongamento.
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Figura 10. Gemas adventicias alongadas com formagao de
calos na base. Observar o desenvolvimento de ge-

mas a partir do calo basal.
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Figura 11. Observam—-se células alongadas, com RNP baixa, in-
dicando serem células parenquimatosas nIo meris-—

tematicas e n3o embriogé&nicas.
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Figura 12.

Células i1isoladas de calo.

A.
B.

Célula com RNP alta de inicio de polarizag3o.
Célula polarizada com o polo vegetativo bi-
furcado.

Células individualizadas apds passarem por mi-
tose, retormando ao estiagio de polarizag3o.
Células n3o individualizadas apés se dividi-
rem, formando agregados celulares polarizados.
Detalhe do agregado evidenciando células com
RNFP alta.

Agregado mulicelular polarizado, evidenciando.
O suspensor e o corpo do embri3fo com protoder-—
me, semelhante aos estiagios de desenvolvimento
de um embriio zigdtico.
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5. CONCLUSOES

As conclus®es obtidas neste experimento foram

as seguintes:

1. A segiiéncia de transferéncias: 1/2 MS para
MS + ANA + BA + vitaminas de Morel + 40 g de sacarose para O
melio de cultura de Eeuwens, & necessaria e fundamental
para a indug3o de caulogénese em Finus caribaea Morelet var.

hondurensis Barr. & Golf.

2. A organogénese 1indireta apresentou alta
capacidade de multiplicagiZo de gemas adventicias e de gemas

axllares.

3. A colorag®%o dos calos clara ou branca,

geltinosos e friadvels, s3io fortes indicadores de wmorfogéne-—

se.

4, Anadlise an&dtomo-histoldgica mostra—-se es-—
sencial para oferecer 1informagdfes do comportamento das

células.
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