TECNOLOGIAS FUTURAS: APLICAGAO DA POLIEMBRIOGENESE PARA A
PROPAGAGAO MASSAL DE PLANTAS ELITE DE ARAUCARIA ANGUSTIFOLIA
(BERT,) O. KUNTZE

RESUMO

O termo reconstituicao define uma categoria de
propagacao vegetativa pela qual ocorre areorganizacao
do tecido embrionario original. Células do complexo
celular embrido-suspensor, quando excisadas e inocu-
ladas em meios de cultura adequadamente formulados
originam novos embrides através de processos continu-
os de clivagem e gemagao. Este fendmeno tem sido
induzido em algumas espécies de coniferas e o correto
dominio destas técnicas permite a propagacao em larga
escala de gendtipos superiores, o melhoramento e a
conservacao de germoplasma. Aciculas jovens e embri-
oes maduros de Araucaria angustifolia (Bert.) O. Kunize
inoculados em meios LP (VON ARNOLD & ERIKSSON,
1981) e MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) suple-
mentados com 2,4-D, BAP e KIN mostraram a prolifera-
cao de células calosas que nao apresentavam caracte-
risticas embriogenéticas. Embrides imaturos constitui-
dos de complexos celulares embrido-suspensor prolife-
raram novas massas celulares que, em avaliagoes
histoquimicas, revelaram caracteristicas embrioge-
néticas. Estas células foraminduzidas a ciclos repetitivos
de divisdo celular. Ensaios estao sendo conduzidos
visando o estabelecimento de linhagens celulares
embriogenéticas em suspensoes liquidas e amaturacao
das estruturas pr6 embrionarias para a obtengao dos
embrides somaticos e/ou sementes sintéticas.

Palavras-chave: Cultura de tecidos vegetais, poliem-
briogénese somatica, Araucaria
angustifolia, propagagao massal,
sementes sintéticas.

1 INTRODUGAO

Durante parte significativa deste século a floresta
de pinhais constituiu-se na area mais importante para a
exploracao madeireira no sul do Brasil, dada a grande
homogeneidade e densidade do populagaoarbérea, prin-
cipalmente o pinheiro-do-parana (Araucaria angustifolia)
e aimbuia (Ocotea porosa) (REITZ et alii, 1978).

Araucaria angustifolia tem sido a espécie madei-
reira nativa mais importante do sul do Brasil. Esta
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ABSTRACT

Reconstitution in plant morphogenesis is a type of
vegetative propagation in which the reorganization of
embryonic tissue does occur. When embryonal-suspen-
sor cells (young zygotic embryo) arc excised and inocu-
lated in suitable culture medium new embryonal-suspen-
sor cells are originated by cleavage and budding pro-
cesses. This phenomenon has been described in gymno-
sperms and its manipulation may allow the mass clonal
propagation of elite plants, as well the improvement and
the germ plasm conservation. Young needles and mature
embryos of Araucaria angustifolia (Bert.) O. Kuntze were
inoculated in LP (VON ARNOLD & ERIKSSON, 1981)
and MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) media supple-
mented with 2,4-D, BAP and KIN, and showed the
proliferation of callus tissue that couldn’t be subcultured
and showed no embryogenic characteristics. Immature
zygotic embryos containing embryonal-suspensor masses
(ESM) were. inoculated in the same media and the
proliferation of new ESM with embryonic features were
demonstrated. Condition for obtaining repetitive cycles of
cell division and the scale-up of this ESM were estab-
lished. Experiments are in progress with the aim of
establishing embryogenic cell lines in liquid suspension
and obtaining somatic embryos and/or synthetic seeds.

Key words: Plant tissue culture, somatic polyem-
bryogenesis, Araucaria angustifolia, mass
clonal propagation, synthetic seeds.

espécie ocorre nas partes leste e central do planalto
meridional do Brasil em altitudes superiores a 500 m.
Atualmente, estima-se que a floresta ombrdfila mista
encontra-se reduzida a aproximadamente 5% da super-
ficie original (CARPANEZZI et alii, 1988).

Esta plantatem valor econémico e social inegaveis.
Possui muitos empregos, como planta ornamental, fonte
de alimento, madeira de qualidade, papel, lenha e maté-
ria-prima de produtos quimicos (REITZ et alii, 1978). Por
estes aspectos, pela limitada produgao de sementes e

(1) Lab. Cult. Tecidos Vegetais, Departamento Fitotecnia, Centro de Ciéncias Agrarias, Universidade Federal de Santa Catarina, 88049,

Floriandpolis, SC.
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tendo comoobjetivo aconservagéoe apropagagaomassal
de gendtipos superiores estao sendo utilizadas técnicas
de biotecnologia vegetal aplicadas a estaespécie.

Emumjaclassicolivro sobre morfogénese vegetal,
SINNOTT (1960) utilizou o termo reconstituigao para
caracterizar uma categoria de propagacao vegetativa
onde ocorre areorganizagao do tecido embrionario pelo
qual este retorna a sua estrutura original, ou seja, ha a
formagéo de umnovo embrido reconstituido por clivagem
a partir de um pré-existente. Um exemplo classico de
reconstituicao é apoliembriogénese das gimnospermas.
Células do complexo celular embriao suspensor origi-
nam em condigdes especificas in vitro novos embridces
reproduzindo os mesmos estagios seqlienciais observa-
dos na embriogénese zigdtica, sem a necessidade de
induzir a desdiferenciacao e a posterior rediferenciagcao
celular (DURZAN & GUPTA, 1987; GUPTA & DURZAN,
1987). A poliembriogénese somatica pode ser induzida
a partir da excisao in vivo do complexo celular embriao
suspensor e sua inoculagéo para condigoes in vitro em
meios de cultura adequadamente formulados.

O sucesso da aplicagao de técnicas de cultura de
tecidos vegetais para plantas perenes parece serdepen-
dente dautilizagao de explantes juvenis ou embrionarios
devido ao fato de a morfogénese se expressar mais
facilmente nestes tecidos ( DURZAN, 1990). Normal-
mente sdo empregadas gemas apicais, cotilédones,
hipocdtilos que regeneram novas plantas através de
processos de restauragéo e regeneragao (SINNOTT,
1960), que séo dependentes de desdiferenciagao, indugao
e rediferenciagao, implicando no risco de ocorréncia de
variagoes genéticas (DURZAN, 1988a).

A poliembriogénese somatica é, portanto, o méto-
do de multiplicag@o que captura o processo natural de
reconstituicdo do embrido zigdtico transplantado in vitro
e é obtido a partir dos complexos celulares embriao
suspensor (DURZAN, 1988b). A adequada manipulagao
in vitro destas massas celulares embrionarias permite o
estabelecimento e a obtengao de ciclos repetitivos de
formagao de novos complexos celulares pré-embriona-
rios através de clivagem e gemacgao. DURZAN (1988a)
postulou que as células deste complexo embrionario
atuam como unidades replicadoras antes do que
explantes propriamente ditos.

Para que haja a multiplicacdo destas células é
necessaria a formulacao de meios enriquecidos com
fontes de aminoacidos, baseados na composigao dos
pré-embrides zigéticos. O 2,4-D parece exercer papel
preponderante no estabelecimento e manutencao de
ciclos repetitivos de diviséo celular. A retirada deste
regulador de crescimento do meio de cultura, aadigao de
ABA e a modificagéo das condigbes osmoticas parecem
favorecer a progresséo e maturagdo dos embrides
somaticos (HAKMAN & VON ARNOLD, 1985; HAKMAN
et alii, 1985; DURZAN, 1988b; DURZAN & DURZAN,
1991; TAUTORIUS, 1991). Os niveis e proporgoes de
2,4-D, KIN e BAP no meio de cultura sao importantes
para o crescimento e a manutengao continua e ciclica
dos complexos pré-embrionarios. A redugao gradual
destesreguladores de crescimento favorece a diferenci-

agao celular. O ABA parece serimportante rio desenvol-
vimento das massas celulares embrionarias poisinibe os
processos de clivagem e leva & completa maturagao dos
embrides somaticos (DURZAN & GUPTA, 1987).

2 MATERIAL E METODOS

Cones femininos de Araucaria angustifolia (Bert.)
O. Kuntze em diferentes estagios de desenvolvimento,
foram coletados entre os meses de julho e dezembro de
1991 emdiferentesregioes do estado de Santa Catarina.

Estes cones sofreram um corte superficial das
escamas e foram submetidos a um pré-tratamento com
hipoclorito de sddio a 2,25% durante 12 horas. Posteri-
ormente, em camara asséptica procedeu-se nova
desinfestagdo com o mesmo produto durante 40 minu-
tos, seguido de uma passagem durante 10 minutos em
alcool 70°GL. Por fim, os cones foram submetidos a trés
rinsagens com agua esterilizada. A partir disto, proce-
deu-se a dissecagéo dos cones para a retirada dos
embrides maduros, imaturos e das massas zigodticas
poliem-briogenéticas. Aciculas jovens também foram
utilizadas como fontes de explantes.

Foram testados trés meios basais: LP modificado
( VON ARNOLD & ERIKSSON, 1981), DMH (HONG,
1991) e MS modificado (MURASHIGE & SKOOG, 1962;
GUPTA & DURZAN, 1987). Estes meios foram
suplementados com sacarose (30g/l), Glutamina (0,45
g/l), Inositol (0,10 g/l), caseina hidrolisada (0,50 g/l), 2,4-
D (5,10,25 e 50 mg/l) e BAP e KIN (24,5 e 10 mg/l) e
solidificados com agér a 0,5-0,7%.

Os tipos de explantes citados anteriormente foram
inoculados nestes meios indutivos e a manutengao des-
tas culturas deu-se no escuro a 25°C. Quando a prolife-
racao de massas celulares era visivel sobre os tecidos
matrizes, procedeu-se o seu cultivo para meios LP-
secundarios para a indugao de ciclos repetitivos de
divisdo celular. Nestes meios procedeu-se a redugao
dos niveis de 2,4-D e de BAP para 1,10 e 0,45 mg/l
respectivamente, a eliminagéo dacinetinae arepicagem
semanal para meios frescos de mesma composigao.

A qualidade das culturas foi monitorada principal-
mente por avaliagoes histo-quimicas através do carmin
acéticoa2% edoazuldeEvansa0,1%. Amontagemem
l&aminas com glicerol permitiu a visualizacéo e avaliagao
dos diferentes tipos celulares verificados como resultado
das proliferagoes dos tecidos matrizes. Aspectos mais
relevantes foram fotomicrografados em microscépio
Olympus CBA com o auxilio de fotocélulas Olympus
EMM-7.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Aciculas - A expressao morfogenética mais cons-
picua de aciculas jovens foi a formacgao de calos consti-
tuidos de células parenquimatosas em todas as combi-
nagoes de reguladores de crescimento testadas. A dife-
renca mais visivel foi observada para a velocidade de
formacéo deste tipo de calo, que foi maior em meios
contendo concentragoes mais elevadas de 2,4-D (50,0
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mg/l). Curvatura intensa dos tecidos do explante foi
verificada como resposta a KIN e BAP. Notou-se que as
bases das aciculasresponderam mais favoravelmente a
formacéo de calos. Oxidagao em varidveis graus foi
observada quando darepicagem destas massas calosas
para novos meios. Aspectos restritivos desta ordem ja
haviam sido citados para os géneros Aghatis e Araucaria
por MAENE & DEBERGH (1987). As abordagens para
este tipo de explante concentram-se na possibilidade de
serem induzidas rotas de embriogénese somatica efou
organogénese.

Embrides maduros - Diferentes padroes de prolife-
ragao celular foram observados nos embrides maduros.
Na regido do mesocétilo verificou-se a formagao de
massas celulares de coloragao clara que, aparentemen-
te, se formavam a partir dos feixes vasculares do em-
brido zigdtico. Quando vistas ao microscopio, estas
células exibiam um formato alongado, com presenca
abundante de grédos de amido junto ao nucleo central.
Nos cotilédones, observou-se a proliferacao de células
hialinas, de tamanho menor do que aquelas que surgiam
naregiaodomesocotilo. Apesar destas células apresen-
tarem reacgéo positiva para o corante carmin acético nao
foi possivel estabelecer e estabilizarlinhagens celulares
morfogenéticas. O estabelecimento delinhagens celula-
res embriogenéticas a partir de embrides zigoticos ma-
duros de coniferas parece restrito a poucas espécies
(TAUTORIUS et alii, 1991). Uma abordagem alternativa
para este tipo de explante parece ser aindugao de rotas
organogenéticas como a formacao direta de gemas na
regiao do mesocétilo (CHEAH & CHENG, 1978).

Poliembriogénese zigdtica e somatica - A avalia-
¢ao continua de cones fertilizados e nao fertilizados de
Araucaria angustifolia revelou interessantes aspectos
da embriogénese desta espécie. A polinizagao parece
ocorrer entre as escamas e a velocidade de germinagao
do tubo polinico parece diminuir quando este atinge a
nucela. Neste estagio, contudo, o megagametdfito ainda
nao se encontra completamente formado, o que parece
acontecer por volta do més de novembro quando ocorre
a fertilizagdo das quatro a seis células arquegoniais
presentes na extremidade proximal do megagametdfito.

A partirdafertilizagdo (nov - dez) ocorre aformagao
e desenvolvimento dos pré-embrides que parecem nao
exibir ofendmeno de clivagem. Este aspecto caracteriza
um processo de poliembriogénese zigdtica simples, na
qual cada pré-embrido é o resultado da fertilizagao de
gametas originados de diferentes graos de pélem
(TAUTORIUS et alii, 1991). Na maioria das outras
coniferas ocorre o fendmeno de poliembriogénese com-
plexa, naqual das quatro aseis arquegdnias originam-se
até 24 pré-embrides através de processos de clivagem
(GIFFORD & FOSTER, 1988). Portanto, em Araucaria
angustifolia, a quantidade de pré-embrides formados
sera fungcao do numero de arquegénias fertilizadas.
Observagoes posteriores indicam que apenas um pro-
embri&o progride enquanto que os outros degeneram e
esta ocorréncia também foi verificada para outras
coniferas (DURZAN, 1988a e TAUTORIUS et alii, 1991)

Quando pré-embrides em estagio poliembrionario
foram inoculados em meios LP contendo 10 mg/l de 2,4-
D e 4,5 mg/l de BAP e KIN, verificou-se a proliferagao
intensa de células em 12% dos explantes, apds 4 sema-
nas em cultura. Estes complexos celulares apresenta-
vam-se sob aparénciafriavel, translicidae muscilaginosa.
Quando avaliadas ao microscépio estes complexos exi-
biam agregados de células arredondadas com forte
reatividade para o corante carmin acético e células
alongadas, com reatividade ao corante azul de Evans.
Estas caracteristicas foram empregadas por DURZAN
(1988a) e por TAUTORIUS et alii (1991) para definir
massas celulares embrido-suspensor de linhagens
poliembriogenéticas de outras espécies de coniferas.
Proliferagoes celulares desta natureza também foram
obtidas para Pinus banksiana (DURZAN & CHALUPA,
1976), Picea abies (MO et alii, 1989) e Pseudotsuga
menziesii (HONG et alii, 1991).

A repicagem destas massas celulares para meios
de cultura com a mesma composigcao, porém com os
valores de 2,4-D e de BAP reduzidos para 1,10 mg/l e
0,45 mg/l, respectivamente, permitiu a obtencao de
culturas celulares em proliferagéo continua e tipos celu-
lares com as caracteristicas citadas anteriormente foram
estabelecidos e estabilizados com sucesso.

4 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho indicam, pela
primeira vez, a possibilidade de captura de massas
celulares pré-embrionérias zigéticas e a indugéo da
proliferag@o continua de células com carateristicas de
linhagens poliembriogenéticas em Araucaria angustifolia.
Novos ensaios estéo sendo conduzidos no sentido de
induzir a progressao destes complexos celulares pro-
embriogenéticos, até a obtencéo de embrides maduros
e sementes sintéticas. Estas técnicas seréo de grande
valia paraa propagacao massal de genétipos superiores
eparaaconservagao e o melhoramento do germoplasma
desta espécie.
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