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RESUMO

Estudou-se o comportamento morfogenético in vitro de
explantes foliares de caixeta Didymopanax morototoni (Aubl.) Dcne.
et Planch., uma espécie florestal da familia Araliaceae de interesse
econdmico e ecoldgico nas florestas do Sul do Brasil. Discos foliares
foram retirados de folhas produzidas in vitro e cultivados em meio de
cultura WPM (Wood Plant Medium) com vérias combinacdes de BAP e
ANA. As respostas observadas foram calogénese nos discos foliares
na presenca de ANA, e regeneracéo direta de brotos na presenca de
BAP. A combinac@o de ANA e BAP promoveu a regeneracgdo indireta
de gemas, embrides somaéticos e raizes. As brotacdes e os embrides
somaticos, apés alongamento, foram isolados e produziram plantas
completas.

Palavras-chave: Didymopanax morototoni; morfogénese;
explantes foliares.

ABSTRACT

MORPHOGENETIC RESPONSES BY LEAF EXPLANTS OF
CAIXETA (Didymopanax morototoni (Aubl.) Dcne. et Planch.). This
research was carried out aiming to study the morphogenetic pattern
induced in vitro by leaf explants of caixeta (Didymopanax
morototoni (Aubl.) Dcne. et Planch.). This species belongs to
Araliaceae family and presents economic and ecologic importance in
the forest of South of Brazil. Leaf discs were obtained from leaf in vitro
produced and cultured in WPM (Wood Plant Medium) supplemented
with BAP and NAA. The responses showed were calogenic in the
presence of NAA and shoot regeneration in the presence of BAP. With
both BAP and NAA these explants showed an indirect pattern of bud
regeneration, somatic embryogenesis induction and rhyzogenesis.
Shoots and somatic embryos after alongated were isolated and
developed into whole plants.

Key words: Didymopanax morototoni; morphogenesis;
explants discs.

INTRODUCAO

Como muitas espécies florestais nativas, a caixeta
(Didymopanax morototoni (Aubl.) Dcne. et Planch. da familia
Araliaceae) apresenta interessante valor comercial devido as
boas qualidades de sua madeira, e por esta razdo sua
exploracéo foi bastante acentuada nas formages florestais
onde naturalmente ocorria, como na Mata Atlantica e
Depressao Central do Rio Grande do Sul.

Segundo REITZ et al, (1988) a fraca densidade
populacional da caixeta observada nas florestas ou vegetacéo
secundéaria reflete a necessidade de escarificagdo das
sementes para que ocorra a germinagdo, o que pode ser
verificado também em viveiro. A propagacdo desta espécie
através da estaquia é dificultada pela quase auséncia de
ramificacao lateral.

As técnicas de cultura de tecidos vegetais in vitro
tornaram-se uma alternativa para a propagacdo de plantas
gque desempenham um papel fundamental no equilibrio de
diferentes ecossistemas e que por razdes antropicas ou sérias
restricbes quanto a sua forma natural de propagacéo, seja
sexuada ou asexuadamente, encontram-se ameacadas de
extingdo. Estas técnicas sdo também ferramentas poderosas
no apoio aos programas de melhoramento genético florestal
pela possibilidade de capturar e fixar os componentes aditivos
e nao aditivos da variancia genética, através da propagacao
clonal (GEORGE & SHERRINGTON, 1984). Somam-se a
estas vantagens o rapido crescimento do estoque de
explantes com caracteristicas juvenis possibilitado pelo cultivo
in vitro , altas taxas de multiplicacdo, e producdo de material
genético uniforme.

MANTOVANI et al. (1998 e 1999), utilizando segmentos
nodais como explantes, desenvolveram um protocolo para a
regeneracdo in vitro da caixeta. Contudo, explantes de folhas
produzidas ex vitro mostraram-se exclusivamente calogénicos,
independentemente da idade e posicdo em que foram
retirados da folha e do balangco de reguladores de
crescimento.

Este trabalho avalia as respostas morfogenéticas
induzidas em explantes retirados de folhas de caixeta
produzidas in vitro quando cultivados com diferentes tipos e
concentracdes de reguladores de crescimento.

MATERIAL E METODOS

Utilizou-se como fonte de explantes folhas de
Didymopanax morototoni formadas em brotagdes de gemas de
segmentos nodais cultivados in vitro no meio de cultura WPM
(Wood Plant Medium de Lloyd & McCown, 1981) sem
reguladores de crescimento. Os discos foliares excisados (10
mm de diametro) foram inoculados com a face abaxial em
contato com o meio de cultura.

Foram adicionadas ao meio de cultura diferentes
combinacdo e concentracBes de BAP (6-benzilaminopurina) e
ANA (&cido 1-naftalenoacético) em 10 repeticbes por
tratamento e 3 frascos com 4 discos foliares por parcela. As
culturas foram mantidas por 60 dias (um subcultivo a cada 30
dias) a 25°C (+2°C) e fotoperiodo de 16 horas sob intensidade
luminosa de aproximadamente 1000 Ilux, fornecida por
lampadas fluorescentes branca-frias

RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o cultivo dos discos foliares observou-se a
expressao de diferentes padr6es morfogenéticos em uma
ampla variedade de respostas: formacdo de calos,
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neoformacdo de gemas, raizes e embribes somaticos,
conforme esquema da Figura 1.

A calogénese ocorreu nos discos foliares cultivados na
presenca de ANA, e iniciou com a proliferacdo de células ao
longo das bordas cortadas do disco foliar progredindo com a

proliferagdo destas células recobrindo totalmente o explante. A
velocidade de formacdo e o potencial de desenvolvimento
destes calos foram estimulados, pelo aumento na
concentracdo da auxina, independentemente de combinacdes
com diferentes concentragdes da citocinina.
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Figura 1 - Comportamento morfogenético de discos foliares de caixeta (Didymopanax morototoni), retirados de folhas produzidas in
vitro, em diferentes concentracdes e combinagGes de BAP e ANA em meio de cultura WPM, ap6s 60 dias de cultivo in

vitro

Os tratamentos proporcionaram a formacao de calos com
diferencas morfolégicas de cor e estrutura. Quanto a
coloracdo, os calos apresentaram-se amarelos, amarelo-
esverdeados e verde escuros. Quanto a estrutura, os calos
apresentaram-se compactos ou compactos nodulares.

A expressdo de padres morfogenéticos esteve
associada a estas morfologias. Calos amarelo-esverdeados ou
verde escuros compactos nodulares apresentaram-se
tipicamente organogénicos, nos quais ocorreu a neoformacao
de gemas. Calos amarelados compactos nodulares
apresentaram-se embriogénicos e também organogénicos nos
quais observou-se a formacdo de embrifes somaticos e
raizes, respectivamente. Por outro lado calos amarelos
compactos ndo nodulares ndo apresentaram nenhum tipo de
regeneracgdo apos 60 dias de cultivo.

As estruturas nodulares amareladas e verdes,
observadas nos calos nos diferentes tratamentos com BAP e
ANA, foram identificadas como proliferacdes de células
meristematicas, os meristemoides, primérdios de gemas
vegetativas, raizes e embrides somaticos.

Estruturas semelhantes foram também identificadas por
NARAYANASWAMY (1977), BHOJWANI & RAZDAN (1983) e
LAINE & DAVID (1994) antes da emergéncia de gemas
vegetativas e raizes em calos de explantes foliares de
Eucalyptus grandis.

A presenca isolada de BAP 0,1 mg.L'l induziu a
formacéo direta de numerosas gemas adventicias ao longo
das bordas cortadas dos discos foliares ap6s 3 a 4 semanas
de cultivo. Este tipo de regeneracdo em explantes foliares
ocorre geralmente a partir de células do parénquima (BROWN
& THORPE, 1986), normalmente células perivasculares,
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provavelmente devido ao teor enddgeno de reguladores de
crescimento presentes no tecido vascular de transporte (VAN
ECK & KITTO, 1992).

Em alguns casos o processo intermediario de calo
antecedeu a formacao das gemas, porém sempre na presenca
de ANA. O maior numero de gemas neoformadas, em torno
de 7 a 8 por calo, foi obtido com BAP 0,1 mg.L'l, apos 60 dias
de cultivo. O crescimento destas gemas s6 ocorreu apos a
transferéncia dos calos para novo meio de cultura, com o
mesmo balanco de reguladores de crescimento. Baixas
concentracdes de BAP e ANA favoreceram o desenvolvimento
destas brotacdes, sendo que a combinacdo destes
reguladores de crescimento na concentragdo de 0,1 mg.L'1
originou brotagdes mais alongadas, o que permitiu a
individualizagcdo e uma melhor manipulagdo destas.

A rizogénese ocorreu de forma abundante nos calos de
caixeta, porém ndo foi induzida com ANA isoladamente ou em
combinacdo com BAP 10,0 mg.L™. O potencial rizogénico foi
favorecido por baixas concentracdes dos reguladores de
crescimento, sendo que o maior numero de raizes foi formado
com ANA 0,01, 0,1, e 1,0 mg.L™" em combinacio com BAP
0,01 mg.L". O aumento destas concentracdes reduziu o
comprimento e o numero de raizes, porém, aumentou O
diametro destas. As raizes apresentaram geotropismo
positivo, e formaram-se, independentemente do tratamento,
ainda na primeira fase de cultivo, aos 30 dias.

A embriogénese somatica ocorreu de forma indireta na
presenca de ANA 10,0 mg.L™" e BAP 0,1 mg.L™. Os embrides,
em diferentes estadios de desenvolvimento (globular,
cordiforme e torpedo), foram observados somente apds a
primeira repicagem dos calos para novo meio de cultura com o
mesmo balango de reguladores de crescimento.

Resultados semelhantes foram obtidos em explantes
foliares de Stevia rebaudiana (FERREIRA & HANDRO, 1987);
Orange mint (VAN ECK & KITTO, 1992); e Eucalyptus grandis
(LAINE & DAVID, 1994), onde a regeneracdo de gemas,
raizes e embriGes somaticos foi obtida sempre que uma
combinagdo entre auxina e citocinina, basicamente ANA e
BAP, estava presente no meio de cultura.

Processos integrados de desdiferenciagdo, indugdo a
competéncia e rediferenciagcéo celular, segundo
CHRISTIANSON & WARNICK (1988), e HANDRO & FLOH
(1990) estdo envolvidos na expressdo de padrdes
morfogenéticos in vitro. A organogénese e embriogénese
somatica podem ser expressadas em tecidos diferenciados
dependendo, sobretudo, da intensidade de determinacéo e
competéncia das células (THORPE, 1980; BROWN &
THORPE, 1986), bem como, das condi¢bes de cultivo, como
meio de cultura, reguladores de crescimento e condi¢des
ambientais (TRAN THANH VAN, 1980).

As brotacGes de gemas neoformadas de caixeta, através
das vias direta e indireta, foram transferidas apds 60 dias de
cultivo para novo meio de cultura acrescido de 0,1 mg.L'l de
BAP, onde regeneraram tufos de novas brotagbes. A
multiplicacdo destas brotacdes pode ser mantida nas mesmas
condi¢cdes, sem diminuicdo da taxa de multiplicagdo, por
sucessivos subscultivos. Mesmo na auséncia de auxinas nesta
fase de multiplicacédo, observou-se a formacédo de raizes na
base das brotacdes das gemas neoformadas nos tratamentos
iniciais contendo ANA. As brota¢8es enraizadas foram entao
transferidas para substrato e aclimatizadas conforme protocolo
sugerido por MANTOVANI et al. (1999), para a mesma
espécie.

Os embribes sométicos foram transferidos em estadio
cotiledonar para novo meio de cultura acrescido de 1,5 g.L™ de
carvdo ativado, e apds desenvolvimento foram também

transferidos para substrato e aclimatizados antes da
transferéncia para casa de vegetacao.

CONCLUSAO

Sistemas multicelulares, que apresentam tecidos
organizados e células diferenciadas com intensidades
variadas de determinagdo, como nos discos foliares de
Didymopanax morototoni, possuem a habilidade de expressar
seu potencial morfogenético em condig¢es in vitro.

As diferentes respostas morfogenéticas verificadas sdo o
resultado da interagdo entre diferentes concentragdes de BAP
e ANA e também de uma condicdo mais responsiva destes
tecidos, e o cultivo in vitro favorece esta reversdo a
juvenilidade.

A utilizacéo de folhas regeneradas in vitro como fonte de
explantes possibilita a producdo de grande nimero de plantas
de caixeta através da organogénese direta e indireta e
também embriogénese somatica.

A utilizagdo deste tipo de explante permitira a
organizacdo de um modelo ciclico regenerativo, em que
plantas produzidas e ainda em condi¢des in vitro tornam-se
fontes de propagulos para novos sistemas regenerativos,
reduzindo desta forma o tempo e o custo de produgéo.
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