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Resumo: O entendimento dos aspectos relacionados a diferenciacéo in vitro de brota¢des é importante,
pois auxilia na otimizacdo do desenvolvimento de protocolos de micropropagacao. Neste trabalho foi
estudado o inicio do processo morfogénico em explantes de camadas de bulbo de H. aulicum através
de observacdes de cortes histoldgicos realizadas aos 10, 15, 60 90 dias da inoculacdo em meio de
cultura MS suplementado com 0,1 uM de &cido naftalenoacético e 4,0 uM de benzilaminopurina. Foi
verificado que o inicio do processo morfogénico nos explantes de segmentos de bulbo de H. aulicum,
ocorreu nas células epidérmicas e subepidérmicas da regido abaxial das camadas, sendo que a provavel

funcéo da porcdo do caule na qual elas estdo inseridas seja o fornecimento de fitorreguladores.
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Introducao

Hippeastrum aulicum (Ker-Gawler) Herb, popularmente conhecida como agucena, € uma
espécie bulbosa nativa do Brasil com alto potencial ornamental e de uso medicinal, pois produz
alcaldides biologicamente ativos e clinicamente benéficos (ANDRADE, 2007).

Na micropropagacdo de Hippeastrum, geralmente sdo utilizados como explantes, segmentos de
duas camadas do bulbo aderidas ao prato basal (caule). Segundo George (1996), as camadas devem ser
mantidas unidas para que o tecido meristematico localizado entre as camadas ndo seja danificado para
ndo comprometer a competéncia do explante em regenerar novas brotac@es. Entretanto, segundo Vidor
(1995), em alguns trabalhos tém sido relatada a diferenciacdo de brotacfes a partir de tecidos
localizados na periferia externa das camadas de bulbo o que levanta davidas com relagdo a afirmacéo
anterior.

O entendimento sobre os aspectos relacionados a diferenciagdo in vitro de brotacBes é
importante, pois auxilia na otimizacdo do desenvolvimento de protocolos de micropropagacéo, além de
contribuir para o maior conhecimento sobre a fisiologia do desenvolvimento das espécies vegetais.
Neste sentido, neste trabalho foi estudado o processo morfogénico em explantes de camadas de bulbo

de H. aulicum, atraves de analises histologicas em diferentes fases da cultura.
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Material e Métodos

Para o estudo da origem do processo morfogénico, foram utilizados explantes constituidos de
uma porc¢ao de dupla camada de bulbo aderida ao prato basal, apds 10, 15, 60 90 dias da inoculacdo em
meio de cultura Murashige & Skoog (1962) suplementado com 0,1 uM de acido naftalenoaceético
(ANA) e 4,0 uM de benzilaminopurina (BAP). Os explantes foram fixados em glutaraldeido 2,50% em
tampéo fosfato de sodio 0,10M, em pH 7,20 , lavados na mesma solucdo tampdo e desidratados em
série etilica gradual (RUZIN, 1999). Apés a desidratacdo as amostras foram infiltradas em parafina
(JOHANSEN, 1940). A realizacdo das sec¢bes de 10,00 um de espessura foi feita em microtomo
rotativo e o material foi corado em astrablau 1,00% (9:1) ou safranina e verde firme (SASS, 1958), por

15 minutos.

Resultados e Discusséo

A primeira mudanga observada nos tecidos foi o aumento da concentragdo do amido nas células
parenquimaticas préximas a epiderme na superficie abaxial da camada (Figura 4A). Esta deposi¢édo de
amido foi observada em explantes de Narcissus antes e durante a formacdo de centros meristematicos
(CHEN & Z1V, 2003, 2005). Segundo estes autores, os altos niveis de carboidratos que acumularam
nos explantes presumidamente serviram como uma fonte de energia para a formacdo dos centros
meristematicos. Através de observacbes das seccdes de camadas de bulbo de H. aulicum das fases
subseqientes, constatou-se que o acimulo de amido ocorreu nas regides onde foi iniciada a formacao
do calo (Figura 4 A-D).

A maior atividade meristematica ocorreu nas células epidérmicas e subepidérmicas da regido
abaxial da camada, culminando na formacdo do calo. Isto sugere que as células sensiveis ao estimulo
dos reguladores de crescimento localizavam-se nesta regido. Este resultado estd de acordo com Vidor,
1995. Segundo este autor, as células da superficie abaxial de camadas de bulbos de amarilidaceas
possuem alta capacidade regenerativa, possivelmente devido a proximidade dos feixes vasculares,
sugerindo que o estimulo a divisdo celular provenha deste local. Este autor observou a polarizagdo no
processo de diferenciacdo in vitro em explantes de camadas de bulbo de Hyacinthus sp. Nesta especie,
0 autor observou a atividade meristeméatica em ambas as superficies da camada, porém a proliferacéo
de gemas ocorreu mais intensamente em uma das superficies. No presente trabalho, foi observado que
a superficie abaxial da camada apresenta maior proximidade dos feixes vasculares, ocorrendo uma

atividade meristematica a partir desta regido (Figura 1B).
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Neste trabalho, tendo em vista que a formacdo dos calos ocorreu a partir de células
subepidérmicas das camadas de bulbo e ndo a partir do meristema pré-existente entre as camadas,
sugere-se que o segmento do caule pode ter influenciado no processo de morfogénese através do
fornecimento de substéncias reguladoras de crescimento. Evidéncias de conex@es vasculares entre o
segmento do caule com as regides de tecidos onde ocorreu a desdiferenciacdo em H. aulicum reforcam

esta hipdtese.

Figura 1 Seccéo transverso-longitudinal de bainha foliar de Hippeastrum aulicum, aos 10 (A), 15 (B), 60 (C) e 90 dias (D)
da inoculacdo em meio MS, suplementado com ANA e BAP; a= grdos de amido; ab=superficie abaxial;

cf=compostos fendlicos; f=feixes vasculares; pm=parénquima meristematico (Barra= 100 pm).

Concluséo
O inicio do processo morfogénico nos explantes de camadas de bulbo de H. aulicum, ocorreu nas
células epidérmicas e subepidérmicas da regido abaxial das camadas, sendo o fornecimento de

fitorreguladores a provével funcéo da porcdo do caule na qual elas estdo inseridas.
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