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Aspectos anatémicos da cultura
in vitro da Araucaria angustifolia. 1. Orgamzagdo
¢ desenvolvimento dos meristemas axilares
ortotropicos de scgmentos caulinares

Anatomical aspects of in vitro
culture of Araucaria angustifolia. 1. Organization
and development of orthotropic axillary
merisiems of stem segments
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Nas araucaridceas, assim como ¢y oulras gimnospermas, nio hda,
como na maioria das angiospermas, uma gema complela na axila de cada
folha. As gemas axilarcs sdo formadas somente a inlcrvalos regulares. a
partir do 3o0.-40 . més apds a germinacgio da scmente, cm verticilos de 4-6.
desenvolvendo-sc cm ramaos ¢ originando a arquitctura ipicamente ¢onica
dos individuos jovens das suas espécics. Os ramos iCm caracleristicas
plagiotropicas: simetria bilateral. crescimento € tempo de vida limitados.
Utilizados para a propagagio vegelativa (cnsertia, GURGEL & GURGKI -
Fiuo. 1967 cstaquia, Irirani, 1981, ¢ micropropagaciio. BIGOT &
ENGELMANN, 1987; MAENE & DEBERGIL 1987). ndo reconstituem plantas
normais. No cntlanto, na axila dc lodas as outras folhas do caule. fora-se
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um pequeno grupo de células meristematicas. Liberados da domindncia da
gema apical, entram ¢m atividade ¢ através de inimeras divisdes celulares,
se organizam ¢ s¢ desenvolvem formando gemas. Estas, apos alongamento,
formam brotos ortotropicos, que enraizados, reconstituem plantas normais,
conservando as caracteristicas do individuo original. N#o se conhece os
mecanismos através dos quais 0 meristema apical do caule € capaz de
formar os dois tipos de estruturas, os meristemas axilares ortotropicos e as
gemas axilares plagiotrépicas. As condigdes ambientais, nutricionais e
hormonais do cultivo in vitre de partes de plantas, podem ser causa de
mudangas morfologicas ¢ fisiolégicas temporarias ou permanentes. Neste
ultimo caso, tem-se as variagdes somaclonais, que podem ser passadas aos
seus derivados. Em muitos casos, essas variagdes podem ser indesejaveis
por acarretarem a formacgio de plantets sem condigles de adaptagio e
sobrevivéncia apos o transplante para o solo e/ou individuos com
caracteristicas alteradas.

O presente trabalho tem por objetivo uma analisc prévia da capacidade
de organizagio ¢ desenvolvimento dos meristemas axilares ortotropicos de
segmentos caulinares de mudas de araucaria, de 30-60 dias, cultivados em
meio basico de Murashigue & Skoog, sem reguladores de crescimento. Os
experimentos foram desenvolvidos no Laboraidério de Micropropagacio
Vegetal, do Departamento de Fitotecnia e Fitossanitarismo, Setor de
Ciéncias Agrarias da UFPR.

MATERIAL E METODO

Segmentos de caule de 1,5 a 2 ¢cm, de mudas de 30-60 dias, cultivados
em meio bdsico de Murashigue & Skoog, com a concentragio dos
nutrientes minerais reduzida a4 metade (Tabela 1), foram coletados a
intervalos de 3 dias, num periodo total de 15 dias. Para cada coleta foram
consideradas 8-10 amostras. Apos a lavagem dos segmentos em Agua
corrente, para a retirada dos residuos do meio gelosado, os mesmos {oram
fixados em FAA (formol, acido acético e alcool etilico absoluto a 50%, nas
proporgdes de 5:5:90), em frascos separados e devidamente etiquetados.
Apos a fixacio minima de 24-48 horas, todos os segmentos foram
submetidos ao seguinie roteiro;

1 — redugéc de cada amostra a 3-4 scgmentos longitudinais; desidratagio em bateria
alcodlica 50-100%, por 24 horas em cada solughic;, passagem pelas soluges dleool etilico absoluto
e alcool butilico terciario absolulo, nas proporgdes 3:1, 1:1, 1:3 ¢ dlcool butilico puro (duas tro-
cas),

2 — os frascos com os segmentos neste Bitimo composto, a temperatura ambiente, foram
acrescentadas raspas de parafina pura, até a saturagio; permanéncia posterior em estufa a 56 © C,
com a substituigio gradativa da mistura parafina + aleool butilico por parafina pura;

3 — permanéncia dos segmentos em parafing pura e em estufa por 5 dias;
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4 — inclusio dos mesmos em parafina para a nicrolomizagio: em recipientes de papel de
3X3X2 cm, devidamente identificados, cada segmento foi coberto por parafina liquida (70-80 °©
C) ¢, apos a solidificagio da mesma, cada bloco foi lapidade para adaptagiio ao microtomo
ANCAP 781, Os cortes foram feitos em série, A espessura de 10-11 micras;

5 — na seqiiéneia de microtomizagie, 8-15 secgdes de cada segmento forem distendidas em
adesivo de Binseng sobre 1aminas de 1 mum de espessura e, em chapa elétrica a 500C. Apés a dis-
tensdio, todas as laminas foram deixadas secar por 15 dias; antes da ctapa seguinte, foram coloca-
das em xilol puro para a retirada do excesso de parafina;

& — coloragio: foi utilizado o corante misio Azul de Astra ¢ safranina, em sc'ughes
alcodlicas a 1%, na proporgic 1:1; antes da coloragiic cada limina passou rapidamente por uma
bateria composta por dlcool etilico absofute + xilol (1:7), dleool 90%, 70% e 530%. Apos a
corwragiio, seguiu-se a ordem inversa da bateria, para completa desidratagio das secgdes,
finalizando-se com xilol puro;

7 — a montagem final foi feita pela cobertura das secgbes com laminulas 24X50 mm,
fixadas com Entellar.

Apds a secagem por 15 dias, as scogdes foram examinadas em
microscopio optico Nikkon. Foram feilas cerca de 2.500 ldminas.as ctapas
de desenvolviemnlo mais significativas foram registradas através de
fotomicroscdpios ¢ fotomacroscopios Wild.

Tabela 1. Meio de cultura bisico de Murashigue & Skoog (mg/1)

compostos quantidade COMpOstos quantidade
NH4NO3  1.650,000 CuS0O4.3H20 0.025
KNO3 1.900,000 CoCI2.6H20 0.025
CaCl2.2H20 440,000 FeSO4.7TH20 27,300
MgSO4.7H20 370,000 Na2EDTA.2H20 37.300
KH2PO4 170,000 Mioinositol 100,000
H3BO3 6,200 acido nicolinico 0,500
MnS04.4H20 22300 Piridoxina 0.500
K1 (.830 Tiamina 0,500
ZnS04 8,600 Sacarose 30.000,000
NazZMe04.21120 0,250 Agar 6,000,000

pll 5.6-5.%: Imensidade [uminosa 2-3.000 lux, Temp. média 23-27%-C

RESULTADOS E DISCUSSAQ

O meristema axilar ortotropico. de 5 micras de didmetro. ¢ formade
por uma pequene nimero de células meristemdticas situado no interior de
outro grupamento cclular de conformagio circular muito caracteristice.
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coon 1) micras de didmetro. Frostal e lateralmente, o grupo meristemalico
estd cercado por célula parenguimaticas bem maiores (Figs. 1 e 2).

Nio hi na literatura basica, referéncias sobre cstes meristemas.
Conforme Fryw (1983). esscs meristemas sdo iniciais de gemas axilares,
que ¢ formam a partir de células meristematicas dermatogénicas ¢
subdermatopénicas. 2-3 mm abaixo do dpice do meristema apical caulinar.
Esgsas células, na axila das folhas em formagio, se dividem periclinaliente
¢ originam pequenas saliéncias. Nestas, as células mars externas se
suberiflicam ¢ as imediatamente abaixo, se lornam parenquimaticas; na
base, algumas permanccem weristemiiticas. Com o alonganiento do eixo,
expansio da base das folhas e a formagio do cortex. este primordios ficam
imersns no pavénguima cortical, 1-2 tmn abaixe da cpiderme.

Curigr (1987) faz mengiio a merisiemas  destacados, regides do
meristems apical gque ficam isoladas, devido 8 vacuolizagio ¢ diferenciacio
intermedidrias, ¢ que pormanccem dormentes ou inibidos até serem
cstimulados an desenvolvimento e gemas. Salienta que. sem divida, os
estimulos  dovem ser do patureza hormonal, mas o fendmeno ainda ndo
cstd completimoenie chicidado, Cita o inferfesénein de agoes corrclativas
entre a folha ¢ a yespectiva gema axilar completa. quando a folha jovem
pode cstivanlar ¢ seu desenvolvimento. Essas corrclagdes entre estruturas
de plantas om descavolvimento. sdo apresentadas e discutidas por
CTIANPAGN AT L H9T74),

WNoocaso das aroucariaccas, csfas corrclagdes sdo claramente de

L apieal. como pode se observar pelas brotagdcs
SETHLE : verificon que os merisicmas axilares da
arauciria ponpanceer cmbulidos na casca scoundida, na base das
cicatrizes {ojistes de individues adullos ¢, gue podem ser estimulados a0
descrvoivimente pela defoliagio das arvores por parasitas,

Na ease em cstude, qualguer Ttor quimice quoe interfira no

escivolviinenio destes menisiemias deverd ser orgdnico ou inorgdnico
(Tahela 1), Zaxwire e ol (1987) verificaram que g variagdo da
concuativgio do mirosnol. consicorado como for de cresciniento.
bephon nn venneso do nimera de merisieras axilares gque se desenvolvem
o segimenta, conforoe a pesicao no code. mas e fungio da variagio
e coneentrido de glicing € assunto, na realidade ¢ muilo complexe. sc
UverTies e conta gue exisie buubém uma correlacdo de dominancia catre
s menstema aitlares, os superiores indhem o desenvolvimento  dos
situndos mais shaixo (Fig. 33 ¢ gne latores como leor endogeno de
herponios  malrais, cstagoes do ano, Midres ambientais de cultivo,
possivelmepte  excr¢an influéncias nas resposias desscs  merisiemas.
Entretanto, como pode-se observar. enn meio MS/2, os meristemas que se
desenvolvem, o favem de mancira que pode scr considerada normal.
podendo-se obler plantets €. posteriormente, individuos normais.
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Pelo que verificon, ¢ meristema axilar cutra cm atividade logo nos
primeiros dias de cultivo, os situados na parte superior dos segmentos
sendo os mais precoces (Figs. 4 a 6). Nestas [iguras observa-s¢ 0 aumenio
do nimero de célutas meristematicas. Nas figuras 5 a Y. que retratam o
desenvolvimento médio, entre o 40 ¢ 60 dias, pode-se constatar que ©
primeiro tecido meristematico que se diferencia € a protoderme. O aumento
do mimero de suas células ocorre preferencialmente por  divisdes
anticlinais, verificadas pclas posigbes dos nuclcos muite  proximos,
resultantes da orientago das diviséics. Nas figuras 9 a 11, podem scr vistas
divisdes periclinais e anticlinais das células situadas abaixo da protoderme,
Em média. no 7o e 8o dias de cultivo, o meristema apical dos futuros gema
¢ broto, j& csta praticamenic organizado. podendo-se notar que a
protoderme  ndo cstd ligada As células  parenguimdticas do  cdriex
adjacentes. Neste estagio ja se verifica a protoderme, uma regifio central ¢
uma subprotodérmica ¢, dois pontos laterais onde cstdo sendo formados
primddios foliares. além do inicio de formagdo do procambio. Pode-se
verificar também que ha panicipagio das célnlas parenguimaticas do
cortex na formagio da regifio basal do meristemna apical (Fig. Hh.

Atd osia elapa de descuvolvimenlo, nfie sc reconhece ainda todas as
consideragoces feitas por Guirkrrin (1932 Esav (3972) ¢ Cutier (1987,
sobre a estrutura do meristeina apical enudinar de ginospermas om geral ¢
arancariiccas om particular, De acdrdo com Esan (1972). a maior paric
das conifcras 1o, na camada celulay syperficial odulas iniciais que se
dividem periclisalniente. razdo porge purn cles pdo ¢ apicavel a teoria
tomica-corpus do SCrsa (1924 O pesistens ."rft:'!‘! sm'izt composio por
um grupo de iniciais apioris (293 oflulas contrats de 2-3 comadas celulares
superficiais), células mics cenirais {abuine das lmmmms) ¢ constituindo
um grupamenilo povca maior. As ochiipg coinsis ¢ bamis do mesmo,
dariam origem as células da medudag as mais oxdornas, as oivias que irdo
formar os tecidos do chrtex,

Entretanto. Esau (19472). cita s glnevos Arancario. (Cupressus,
Thujopsis ¢ Agathis como exemplos Jde exoccdes po cxposto anleriornenie,
wma vez que muitas espécies. dos géncios cindos, gpresentam nos scus
meristemas apicais wma camada colular supers: 11 quase que
exclusivamente por divisdcs anticlinas, Purl(ml(, pard cslas especies.
pode-se considerar que os Apices tém a organizagido do tipo corpo-tinica.
constituida por tunica. com as imiclais sitnadas no centro do apice; corpus.
com as iniciais represeniadas pelo prupamento correspondents s células
macs cenfrais ¢ abrangendo ainda a regiio perilérica  (merisiema
fundamental do cértex segundo FOSTER (1949 e, 4 regifio meristemitica da
medula (meristema fundamental do cilindro central. com o procambio.
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Figs.1 e 2. Araucaria angustifolia, meristema axilar ortotropico de segmento caulinar, gm - grupo
meristematico, cp - células parenquimaticas, pa - parénquima cortical, 1, secgdo longitudinal
tangencial (escala:0,1 mm)detalhe da figura anterior (escala: 0,0625 mm).
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Figs. 3 e 4. Araucaria angustifolia; 3, segmento caulinar apos 45 dias de cultivo, Sg - segmento,
C - calo friavel, BD - broto axilar dominante, Bd - broto axilar dominado; 4, meristema em fase
inicial de desenvolvimento e organizagio, secgdio tangencial, cm - células meristematicas, pa -
parénquima cortical (escala: 0,1 mm).
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FIGS. 5 e 6. Arancaria angustifolia, meristema axilar no 40-5o. dia de cultivo do segmento,
secgiio longitudinal tangencial; 5, pt - protoderme, cic - células iniciais do corpus, pa - parénquima
cortical (escala: 0,1 mm); 6. detalhe da figura anterior (escala: 0.0625 mm).
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Figs. 7 e 8. Araucaria angustifolia, 7, meristema em fase pouco mais adiantada de desen-
volvimento e organizagio (4o-5o dia de cultivo), secgdo longitudinal tangencial (escala: 0,1 mm);
8, protoderme com divisdes anticlinais das células visiveis; pt - protoderme, cic - células iniciais
do corpus, pa - parénquima cortical (escala: 0,1 mm).
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Figs. 9 e 10. Arawcaria angustifolia, meristema em fase pouco mais adiantada de
desenvolvimento ¢ organizagio (40-50 dia de cultivo), secgio longitudinal tangencial; 9, as setas
assinalam paredes anticlinais de divistes celulares (escala: 0,025 mm); 10. meristema axilar ja
quase totalmente organizado em meristema apical de gema e broto axilar, pt - tnica, cic - células
iniciais do corpus, rp - regido periférica do corpus, rc - regido central do corpus (escala: 0,0625
mm).




A

i

E | L A’ L. B . T

Acta Biol. Par., Curitiba, 2/ (1, 2, 3, 4): 57-76.1992. 67

Figs. 11 e 12. Araucaria angustifolia; 11. meristema axilar ji quase totalmente organizado em
meristema apical de gema e broto axilar, detalhe da tinica, as setas indicam divisdes anticlinais
(escala: 0,025 mm); 12, gema parcialmente organizada, secgdo longitudinal tangencial, ma -
meristema apical, pm - primordio foliar. pch - procambio, pa - parénquima cortical (escala:
0,0625 mim).
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Figs. 13 e 14. Araucaria angustifolia, meristema apical com primérdios foliares (= gema axilar),
secgdo longitudinal tangencial; 13, tu - tinica, rp - regido periférica do corpus, re - regido central
do corpus, peb - procambio, pm - primérdio foliar (escala: 0.0625 mmy); 14, detalhe da figura
anterior (escala: 0,025 mm).
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Figs. 15 e 16. Araucaria angustifolia; 15, meristema apical com primérdios foliares (= gema
axilar), entre 80-100 dia de cultivo, sec¢do longitudinal tangencial (escala: 0,0625 mm); 16.
fotomacrogratia de gema axilar no 100. dia de cultivo, pa- parénquima cortical, pcb - procambio
(escala: 0,1667 mm).

Af

e U




70 Acta Biol. Par., Curitiba, 21 (1, 2, 3, 4): 57-76.1992.

Figs. 17 e 18. Araucaria angustifolia; 17, fase mais adiantada de desenvolvimento da gema,

* devido a atividade do meristema apical formado, 110-130 dia de cultivo, pa - parénquima cortical, 4
peb - procambio (escala: 0,1667 mm): 18, gema parcialmente organizada mostrando procambio
em detalhe com traqueoides diferenciados, secgdio longitudinal tangencial, notar a esquerda um
grande numero de divisoes celulares periclinais que iniciam a formagao de um primordio foliar e

‘as divisbes anticlinais na tinica; as setas assinalam os dois fendmenos; tu - tlnica, pcb -
procambio, 1q - traqueoides (escala: 0,025 mm). =
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Figs. 19 e 20. Araucaria angustifolia, detalhe de gema com primordios foliares em virios
estagios de formagio e zoneamento histologico evidente. 19, tu - tanica, rc - regido central do
corpus, rp - regido periférica do corpus (escala: 0,025 mm): 20, ¢ mesmo que a figura anterior
(escala: 0,050 mm).




Figs. 21 e 22. Araucaria angustifolia; 19, detalhe de gema, mosirando primérdio foliar, tu -
tinica com divisoes celulares anticlinais, regido interna com divisdes periclinais e anticlinais,
causas do crescimento do primordio (setas) (escala: 0.025 mm); 20, gema prestes a irromper pelo
cortex, entre o 150-160 dia de cultivo, inicio da fase de alongamento que precede a formagao do
broto (escala: 0,025 mm).
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scgundo FosTER (1949)). Esau (1972) conclui que por apresentarcm
organizagio meristematica semelhante as angiospermas, estas espceics de
gimnospermas, seriam as mais evoluidas dentro deste grupo.

O que foi exposto anteriormente pode ser reconhecido para a
Araucaria angustifolia (Figs. 10 a 12), com ¢ meristema apical dos [itturos
brotos em fase final de organizagio (Figs 13 a 17, 19 a 22). As figuras 10,
11 ¢ 12 ilustram as fases finais de organizagio do meristemia apical e inicio
de formagio da gema do 90 ao 1lo dia de cullivo do segmento. Pode-se
verilicar claramente, principalmente na figura 11, que as divisdes das
células da protoderme em formagio estdo ocorrendo no sentido anticlinal.
Nestas mesmas figuras pode-se reconhecer o inicio da formagdo dos dois
primeiros primordios foliares (pm), representados pelo grupos de células
menores. Ainda nas figuras 10, 12, 13 ¢ 15 a 22, pode-se notar a preseinga
e formagio do precimbio, partindo dos primérdios [oliares e que, como s¢
verd mais larde, ira estabelecer a conexdio vascular com o sistema dc
condugio do scgmento.

O meristema apical do futuro broto ¢ caule do planter. ¢ do novo
individuo a ser obtido, estd completo nas figuras 13 a 22, Pela presenga do
grande numero de folhas pode-sc concluir que o meristerna apical
apresenta, ainda no interior do cortex do segmento. uma atividade sem
precedente.

As liguras 16 e 17 sdo [lotomacrografia das gemas formadas ¢ em
inicio da fase de alongamento. A figura 18 mostra o detalhe do procambio
¢ lraquedides jd difcrenciados. A figura 17 mostra a participagio das
células parcnquimaticas do cortex do segmento na formagio do procambio,
por desdiferenciagio direcionada para o sistema vascular do segmento,

A partir da figura 11. aglomerados nucleares laterais ¢ subprotodérmicos,
maiores ou mencres, sdo resullantes de divisdes celulares [ocais (anticlinais
¢ periclinais) c. causam a formagdo das saliéncias mais ou mecnos
pronunciadas,

que representam primoérdios foliares em estagios avangados ou iniciais de
desenvolvimento. Nos mais avangados, as divisbes sdo periclinais ¢
anticlinais; nos iniciais, predominantemente periclinais (Figs. 20 ¢ 19
respectivamente). As gemas (Figs. 20 a 22) tém cerca de 2 mum de
diametro, representando um aumento médio de 400 a 500 vezes o volume
inicial do meristema axilar, com diimetro médio de 5-6 micras.

CONCLUSOES

Os meristemas axilares de scgmentos caulinares de araucarias de 30-
60 dias. cultivadas in vifro. em meio basico de MURASHIGUE & SKOOG. se
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organizam ¢ sc desenvolvem formando dpices meristematicos caulinares
normais, que por intensa atividade formam gemas com inumeras folhas.
Com o alongamento do eixo caulinar compactado (entre-nds muito curtos),
originam brotos ortotrépicos que irrompem através do cortex, apds o 130
a0 150 dia de cultivo. A estrutura do meristema apical formado, comparada
a do meristema apical caulinar de origem seminal de outras espécies da
mesma familia (GRIFFITH, 1952} ¢ normal, podendo-sc esperar portanto,
quc brotos obtidos a partir dos segmentios cultivados in vitro ¢ nas
condigles citadas, apds enraizamento, reconstituam plantas normais e
aproveildveis para fins de refloresiamente em bases clonais. Estudos
comparativos a atividade do meristema apical caulinar de recém
germinados poderio e eslardo sendo feitos para maior consisténeia das
observagdes encontradas.

RESUMO

Foram feilos cstudos anatdmicos sobre a organizagio e
desenvolvimento dos meristemas axilares ortotrdpicos de segmenlos
caulinares de Araucaria angustifolia cultivados in vitro, em meio basico de
MURASHIGUE & SKo00G, sem reguladores de crescimento. Os resultados
mostraram que cstes meristemas formam apices caulinares normats, razdo
porque pode-se esperar que plantas normais venrtham a ser obtidas a partir
dos mesmos.

PALAVRAS CHAVE; meristemas-axilares-ortotrépicos, micropropagagio,
Araucaria angustifolia.

SUMMARY

Anatomical aspects on the orthotropic axillary meristems organization
and development of Araucaria angustifolia seedlings sicm segments
cultivated in Murashigue & Skoog's basal medinm without growth
regulators, were carried out. Provided that results showed normal shoots
with normal apical meristem were developed from axillary bud meristems,
normal planiets and plants can be expecled from in vitro slem segments
cultivated on the cited conditions.

KEY wORDS: orthotropic axillary shoots, micrapropagation, Araucaria
angustifolia.
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RESUME

Etudes anatomiques sur 1organization ¢t developement des
méristémes axillaires des microboutures de jeuncs plantes d draucaria
angustifolia cultivées in vitro sur le milicu de culture de Murasjogue &
SKooG, sans régulateurs de croissance. on ¢té realiscés. Les résultats
montrent que ¢fs méristtmes forment bourgeans ou apex caulinaire
normaux, raison por laquelle ont peut espérer plantets normaux dans les
conditions citées.

Mors Cris:  méristemes axillaires orthofropes, micropropagation,
Araucaria angustifolia.
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