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Resumo

A fase de enraizamento continua a ser um passo chave em todo o processo de
micropropagago, podendo de alguma forma condicionar o seu sucesso, com particular
destaque para as espécies lenhosas. Dai que uma melhor compreensio dos aspectos
biologicos envolvidos na formaglio de raizes adventicias, possa contribuir de uma forma
decisiva para resolver algumas das frequentes dificuldades.

Neste trabalho descrevem-se as alteragdes anatoémicas durante a formagio de raizes
adventicias em rebentos de castanheiro regenerados in vitro. A indugiio foi feita em meio
de MS, com os macronutrientes reduzidos a metade e os nitratos a um quarto, € com 3 mgl-
I de AIB durante 5 dias. seguidos de transferéncia para igual formulagdo mas sem auxina.

As primeiras divisdes celulares detectaram-se 24 h apos os rebentos serem
induzidos a formar um sistema radicular adventicio, Estas divisdes ocorrem em células
derivadas do cambio vascular e localizadas muito proximas deste. O posterior processo de
diferenciagio evolui no sentido de um incremento das taxas de divisdo celular com a
formagdo de meristeméides. Entre os dias 4 ¢ 6 sdo ja visiveis primérdios radiculares bem
diferenciados, que se desenvolvem radialmente ao cortex com a posterior rotura de toda a
camada epidérmica. Estes primordios evoluem para raizes adventicias que podem ser

observadas macroscopicamente entre o dia 10 e 12. Em simultanco assiste-sc a uma

progressiva difc iagdo do si vascular que acaba por se conectar com o sistema
vascular do rebento. O aspecto anatomico destas raizes em corte transversal parece em tudo

normal.

Introdugio

A indugdo ¢ o desenvolvimento de um sistema radicular adventicio ¢ um passo

fundamental em qualquer método de propagagdo vegetativa, incluindo a micropropagagao.
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Esta fase, a rizogénese, tem tanta maior importincia quanto mais dificeis s@io as espécies de
multiplicar, e com particular destaque para as espécies lenhosas.
A compreensdo das vias metabdlicas que estdo envolvidas no processo de

enraizamento ¢, de certo modo, ainda insuficiente, p 1 como Itado da

grande diversidade de factores que o controlam, e ndio existe uma teoria unica que consiga
explicar a diversidade de respostas que se observam (Halperin, 1986).

Uma abordagem possivel consiste na utilizagdo de métodos citologicos que
permitam avaliar alguns dos acontecimentos que levam & formagdo de primérdios
radiculares (Molnar e Lacroix, 1972a, b) e tém vindo a ser utilizados por diversos autores
em diferentes espécies (Zhou et al., 1992; Pluss ¢ Schmid, 1988; Berthon et al., 1987).

No castanheiro estd totalmente assumido que a utilizagdo de auxinas, em especial
do 4cido indol butirico (AIB), é indispensével para a indugdo radicular, onde o método de
aplicagdo, concentragio e tempo de exposigio sdo factores que podem afectar
significativamente os resultados experimentais (Vieitez et al, 1986; Gongalves et al.,
1994).

Com este trabalho pretendemos apresentar a sequéncia de alteragdes citologicas e
histolégicas que levam a formagdo de raizes em rebentos de castanheiro regenerados in

vitro.

Material e métodos

Material vegetal e condigies de cultura
Foi utilizado um clone adulto hibrido de Castanea sativa x C. crenata, designado
por M3. Os rebentos utilizados foram obtidos a partir de culturas stock, cujas condigdes de

estabelecimento e multiplicagio foram descritas em trabalhos anteriores (Gongalves, 1991;

Gongalves ef al., 1993). Rebentos proveni do g com 3 a 5 cm de
comprimento e 4 semanas de cultura, foram utilizados para o enraizamento. A indugdo foi
feita utilizando 3 mgl”"' de AIB no meio de cultura, durante 5 dias, apés o que os rebentos
foram transferidos para igual formulagfio, mas sem auxina. O meio base de enraizamento
continha os macronutrientes de Murashige e Skoog (1962) (MS) reduzidos a metade com

os nitratos reduzidos a um quarto, micronutrientes também de MS e supl dos com

tiamina, piridoxina, dcido pantoténico e acido nicotinico todos na concentragio de 1 mgi"‘

100 mgl" de inositol, 30 gl de sacarose e 7 gl de agar comercial. O pH dos meios de
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cultura foram ajustados a 5.5/5.6 antes de autoclavar. As culturas, durante o enraizamento,
foram mantidas na sala de cultura com condigoes standard de 16 h de luz e 8 horas de
escuro, com uma intensidade luminosa de 50 WEm®s’ fornecida por lampadas

fluorescentes branco frio e com temperatura de 25 °C dia e 20 °C noite.

Histologia

Foram recolhidas diariamente as partes basais dos rebentos, com 5 a 8 mm, até ao
dia 11. A fixagdo foi feita em solugdo de dlcool, acido acético e farmol (FAA) durante um
minimo de 24 h. A desidratagdo foi executada em série de etanol entre 60 a 95%, com
permanéncia minima de 1 h em cada, e a inclusdo foi feita em resina sintética, LKB
Historesin Kit®, de acordo com as instrugdes do fabricante. Os cortes foram feitos
sequencialmente num micrétomo rotativo com 5 a 7 pm de espessura e a coloragdo com
acido periodico e reagente de Schiff (PAS) contrastado com azul de toluidina a 0.05%, ou
56 com azul de toluidina também a 0.05%. Em cada dia foram recolhidos e processados 4

rebentos.
Resultados e discussio

No dia 0, as secgdes do caule mostram uma normal e tipica organizagdo dos tecidos
caulinares, sob o ponto de vista anatomico (Fig. 1). O cdmbio vascular, com as células dele
derivadas que, gradualmente, assumem as caracteristicas de clementos celulares de xilema
¢ floema secunddrios, sio facilmente visiveis, bem como um anel descontinuo de
esclerénquima que delimita o floema primario.

A formago de raizes nos diferentes rebentos em cada uma das amostras nio ¢
totalmente sincronizada, isto é, em rebentos com igual tempo de indugfio encontram-se
diferentes estados de evolugdo deste processo, no entanto ndo deixa de ser bem patente
uma sequéncia muito similar em termos de alteragdes histologicas. A primeira divisdo
celular que pode pronunciar a reversdo ao estado meristematico e inicio da formagdo de um
future primérdio radicular, detectou-se as 24 h apos contacto com o acido indol butirico

(Fig. 2) 0 que pode indiciar uma actividade metabolica bastante precoce. Estas células sdo

derivadas do cdmbio ou mesmo do parénquima lar e apr citopl denso ¢
nucleo bastante pronunciado. A partir do dia 3-4 as células em divisdo aumentam

rapidamente de numero e podem agora ser detectadas ao longo de vérios pontos do cdrtex
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(Fig. 3). Progressivamente estas células originam formagdes meristemoides que se
individualizam e come¢am a apresentar a sua forma tipicamente apontada, estando o
primérdio radicular perfeitamente definido entre os dias 6 e 8 (Fig. 4). Assiste-se entdo a0
crescimento através do cortex, que tem vindo progressivamente a sofrer uma certa
desagregagdo em consequéncia da actividade meristematica das suas células que originam
uma estrutura calosa que ¢ facilmente detectada no exterior a vista desarmada (Fig. 6).
Estes primérdios radiculares come¢am também a sofrer uma certa diferenciagdo interna,
com muitas das células a contribuirem para a actividade meristemética que permite o

crescimento do primérdio, mas com outras a dift i em el s vasculares,

nomeadamente traqueidos (Fig. 5). As divisdes periclinais das células nas camadas mais
externas do primérdio permitem a formagdo de uma camada de protecgdo. Entre os dias 10
e 12 apbs o inicio da indugdo, duas ou mais raizes adventicias emergem a superficie
externa do caule (Fig. 6).

Esta sequéncia de alteragdes anatomicas acabadas de descrever, durante a indugdo e
desenvolvimento de raizes adventicias formadas in vitro, pareceb em muito similar as
referidas para outras espécies (Zhou et al., 1992; Samartin ef al., 1986; San-José et al.,
1992) e também em relagdo s referidas por Vieitez ef al. (1981) em Castanea sativa Mill,
de caracteristicas juvenis. As principais diferencas do nosso estudo com este ultimo tém a
ver com os tempos cronologicos da sequéncia descrita, que podem ser devidos as diferentes
condigdes de enraizamento bem como ao genétipo, uma vez que aquele trabalho foi feito
utilizando rebentos juvenis provenientes de plantas seminais com 3-4 meses de idade.

Assim, com os resultados observados, os acontecimentos anatomicos que levam a
formagdo de raizes neste clone, podem ser descritos em 3 a 4 fases. A primeira consiste no
aparecimento de células com citoplasma denso e niicleo bem visivel localizadas muito
proximas do anel cambial que revertem assim para o estado meristematico. A segunda
consiste no rapido incremento das divisdes mitoticas nestes centros de iniciagio que
permitem a formagdo do meristemoide radicular. A polarizagdo das divisdes celulares

origina uma estrutura com uma forma tipicamente em ponta, o primérdio, e consiste na

Hionl

fase trés. Final o primordio 1 cresce em direcgdo ao exterior da caule, através

do cortex, desenvolve o seu proprio sistema radicular, que se unird de uma forma mais ou

menos funcional ao sistema vascular caulinar, e acaba por se identificar exteriormente.



Fig. 1. Corte transversal do caule no dia 0 de indugdo;

m - medula; x - xilema; ¢ - cdmbio; f - floema; e - anel 1 de indugdo. Sdo visiveis células que

de esclerénquima; ct - cortex; (40x). revertem ao estado meristematico;
¢ - cimbio; cm - células meristematicas;
(100x).

Fig. 3. Corte transversal do caule
no dia 4 de indugdo. Sdo visiveis
células em divisdo ao longo de
varios pontos do cortex, com a
formagdo e individualizagdo de
meristemdides (100x).

Fig. 4. Corte transversal do caule
no dia 8 de indugdo. E visivel o s
crescimento  dos  primordios
através do cortex, atingindo o
exterior (40x).

210



Fig. 5. Corte transversal do caule no dia 8 de indugdo, Fig. 6. Aspecto da base do

mostrando um primérdio radicular longitudinal, recém rebento apds 12 dias de indugdo,
formado, onde se pode observar a progressiva onde s3o visiveis duas raizes
dife i deel vascul (setas) (400x). adventicias recém formadas

(barra =1 cm).
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