ORGANOGENESE EM MERISTEMA APICAL
DO CAULE DE SERINGUEIRA’

VICENTE H.F. MORAES?

RESUMO - Os polipléides de seringueira (Hevea sp.) mantém o mesmo grau de resisténcia ds doengas
das folhas do clone dipléide original, com um esperado aumento substancial de produtividade, ao con-
tririo dos clones obtidos por cruzamentos, em que a regra geral € a redugdo da resisténcia com o au-
mento da produtividade. S3o vilidos, portanto, esforgos no sentido de um melhor conhecimento do
meristema apical da Hevea, como suporte ao estabelecimento de técnicas de poliploidizacfo cujos re-
sultados sejam menos erriticos que os atuais. S3o pertinentes, sob esse aspecto, as seguintes caracteris-
ticas determinadas até a presente fase de estudo em andamento: a. auséncia de centro quiescente
(“méristéme d’attente™), provavelmente em fungio do formato achatado do promeristema durante
todas as fases do desenvolvimento apical; b. relativa uniformidade de tamanho do promeristema em
suas fases de atividade e repouso, contendo ao redor de 10.000 células em plantascom 1 ma 1,50 m
de altura; ¢, formagio de primérdios de gemas axilares com distdncia plastocrdnica de quatro a seis
primérdios foliares; d. auséneia de periodicidade mitética, com {ndice mitStico entre 4% e 5%, durante
um ciclo de 24 horas; e. organogénese mais ativa até o inicio da fase de rdpido alongamento caulinar,

Termos para indexagdo: polipldides, clone dipldide, centro quiescente, desenvolvimento apical, prome-
ristema. :

ORGANQGENESIS IN THE APICAL MERISTEM CF HEVEA 5P,

ABSTRACT - The polyploids of rubber tree (Hevea sp.) keep the same degree of resistance to leaf
diseases of the diploid original clone, with an expected substanclal increase in productivity, unlike the
clones obtained through crosses whose increase in productivity is generally associated to a decrease in
resistance. It is therefore worthwhile to make an effort towards a better understanding of the apical
meristemn of Hevea as a support to the establishment of polyploidization methods with less erratic
results, Under this prospect, the following characteristics determined up to the present state of a cur-
rent research are considered pertinent: a. absence of a quiescent centre (“méristéme d'attente”},
probably as a result of the flat shape of the promeristem throughout the different developmental
stages of the shoot apex; b. uniformity of size of the promeristemn in resting and active apices, with
approximately 10.000 cells in ptants 1 m to 1.50 m high; c. appearance of axillary bud primordia
with a plastochronic distance of four to six leaf primordia; d. absence of mitotic periodicity, with a
mitotic index (between} 4 to 5% during a 24 hours cycle; e. most active organogenesis up to the be-

ginning of the rapid shoot alongation.

Index terms: polyploids, diploid clone, guiescent centre, apical development, promeristem.

INTRODUGAD

Mendes (1946), com base nos resultados de
Gunnery {1935), foi o primeiro a sugerir a idéia da
indugio de poliploidia em seringueira para o au-
mento da produtividade de litex. No Brasil, Men-
des (1977), com técnica semelhante i de Denne
(1966}, para a poliploidizagdo de Trifolium repens,
e 3 de Sebastiampillai (1976), para a poliploidiza-
¢io de Tea sinensis, conseguiu um certo nimero de
polipléides do clone IAN 873, ainda ndo testados
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em sangria em condi¢Ses de drvores adultas, porém
com elevados indices de produtividade em testes
precoces de curta duragio (Mendes 1977, Empre-
sa Brasileira de Pesquisa Agropecudria 1978},

Na Maldsia, Shepherd (1969) obteve também
polipléides a partir de clones e de plintulas de se-
ringueira com quatro a dez dias apds a germinagdo,
na Estagio Experimental de Prang Besar. As drvo-
res adultas desses polipldides, submetidas 3 sangria,
vém apresentando graves defeitos de regeneragio
de casca e de esgotamento fisicldgico {Vasquez
Cortez 1979, comunicagin pessoal},

Em todos esses casos, a percentagem de sucesso
dos tratamentos para poliploidizagio tem sido
muito baixa e 0 mesmo ocorreu com as tentativas
feitas no Centro Nacional de Pesquisa de Seringuei-
ra e Dendé, nas quais empregou-se técnica seme-
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lhante & de Mendes (1946, 1977), Denne (1966) ¢
Sebastiampillai {1976), com a incluso de agentes
penetrantes na solugio aquosa de colchicina e, em
alguns casos, prévio tratamento das gemas e da has-
te clonal com cinetina {furfurilaminopurina).

Nesse esforgo para a obtengdo de poliplides de
seringueira tem-se concentrado a atengio na técni-
ca de introdugdo da colchicina nos dpices caulina-
res, com muito pouca preocupagio quanto aos de-
talhes especificos de estrutura e funcionamento do
proprio meristema apical do caule da seringueira,
Considerando que essa tendéncia tem sido a cau-
sa primiria da baixa freqiiéncia de sucesso dos tra-
tamentos ¢ das decepgBes posteriores, provavel-
mente devidas 'd mixoploidia, decidiu-se estudar
mais aprofundadamente o meristema apical da se-
ringueira, tendo como ponto de apoio a expressi-
va literatura existente sobre esse assunto para ou-
tras espécies, tal como a compilada nas revises de
Cutter (1965), Gifford Junior & Carson Junior
(1971) e Williams (1975), entre outras, ¢ como
ponto de partida as informagbes de Hall€ & Martin
{1968) sobre o tneristema apical do caule da serin-
gueira, em trabalho voltado para a periodicidade
de crescimento do caule.

MATERIAL E METODOS

Para o estudo da seqiléncia de formagfo de primérdios
foliares e primérdios de gemas axilares, foram coletados
dpices de plantas, com altura de 1 m a 1,50 m, dos clo-
nes IAN 717 (H. brasiliensis x benthamiana), IAN 873
(H. brasiliensis) e Fx 3864 (H. brasiliensis),

Para cada um dos estagios foliares A, B, C ¢ D, foram
estudados cinco dpices de cada um desses clones, com
dissecagdo sob binocular estereoscdpica ¢ observa¢io so-
bre a forma de aparecimento dos pnmérdxos de gema axi-
lar visiveis, em relagfo com o nimero de primérdios fo-
liares pré-formados.

O fndice mitético (percentagem de células em mitose,
em relagdo ao total de células) foi determinado de acordo
com o método descrito por Clowes (1961). Foram feitas
determinagSes desse indice em amostras de trés meriste-
mas colhidas entre 9 ¢ 10 h da manhg, para cada fase A,
B, C ¢ D de estdgio foliar, compreendendo o promeriste-
ma e 0s primérdios que o envolvem, com exclusio do me-
fistema supapical.

As determinagSes do indice mitdtico do promeriste-
ma, num ciclo de 24 horas, a intervalos consecutivos de
tr€s horas, foram feitas em dpices no estigio A de plantas
de viveiro (provavelmente H, brasiliensis) com dez meses
de idade. Esse mesmo tipo de material serviu para deter-
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mina¢fo do tamanho do promeristema (comprimento e
largura em cortes medianos). Foram coletados 20 dpices
de plantas de viveiro com altura homogénea, ao redor de
1,80 m, em cada uma das seguintes fases; A, - infcio de
entumescimento da gema apical; A, - abertura das esca-
mas protetoras; A - dpices com cerca de § mm de cresci-
mento longitudinal. Esse material foi fixado em Navashin
de Belling (Johansen 1940), tendo sido medidos com pa-
quimetro os dois difmetros mdximos a partir das escamas

- protetoras originais.

Em sec¢Bes medianas feitas a mio hvre foram medi-
das, em microsc6pio com ocular micrométrica, a distincia
entre 0s dois primérdios foliares mais jovens e a largura
da faixa do promeristema. As comparag¢3es em teste esta-
tistico basearam-s¢ nos valores obtidos da multiplicagfo
do comprimento pela altura do promeristema. Para efeito
de comparagfo mais grosseira, esse mesmo procedimento
foi repetido nos estdgios foliares By, B,, C e D, em amos-
tras de apenas cinco dpices por estdgio.

Para efeito de reprodutibilidade dos resultados, deve
ser esclarecido que as amostras dos dpices caulinazes fo-
ram colhidas na posi¢io intermedidria dos intervalos de
cada estigio, com excegfo de pequena amostragem para
detennmagé’o de atividade mitética em dpices prestes a
iniciar a abertura das escamas.

RESULTADOS

Formato do promeristema. Em todos os estd-
gios foliares nos trés clones estudados, o promeris-
tema apresenta-se achatado (Fig. 1), e situa-se li-
geiramente abaixo dos primérdios jovens, afasta-
dos consecutivamente para os lados e formando
em vista de topo um ingulo de aproximadamente
1209 entre si. Com o crescimento longitudinal, os
primérdios ji diferenciados passam a ocupar posi-
¢des abaixo do nivel do promeristema. O mesmo
formato do promeristema foi encontrado em plan-
tas de viveiro (pés-francos) e em gemas axilares
dormentes em infcio de brotagio.

Seqiéncia de formagdo dos primérdios de ge-
mas axilares. O primeiro primérdio visfvel de gema
axilar é precedido de quatro a seis primérdios fo-
liares (distincia plastocrdnica). Algumas células da
base do primérdio foliar permanecem meristem4ti-
cas e dio origem aos primérdios das gemas. Os pri-
meiros primérdios foliares recém-formados apare-
cem a partir do infcio do estdgio A, que se caracte-
riza como a fase organogénica mais ativa. No estd-
gio By hi redu¢do da organogénese, sendo inter-
rompida a forma¢do de novos primdrdios a partir
da fase de mais ripido alongamento caulinar (B, ).
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FIG. 1. Corte longitudinal de meristema apical do caule
de seringueira em fase organogénica.

Indices mitéticos em diferentes estigios folia-
res. A Tabela 1 contém as medidas obtidas de trés
meristemas por clone com contagens em onze sec-
¢des medianas de dez micra por meristema. Nos es-
tigios B; e B, predominam as mitoses nos primér-
dios foliares e de gemas axilares.

Indice mitdtico durante um ciclo de 24 horas.
Nio se verificou periodicidade mitética, de acordo
com os dados da Tabela 2. As diferengas entre mé-
dias ndo foram significativas ao nivel de 0,5%.

Variagdes de tamanho durante o estigio A. A
Tabela 3 apresenta as médias dos resultados obti-
dos. As diferengas de didmetro médio externo sio
altamente significativas entre A; e A, e A, e A;.
Para as dimensdes do promeristema (drea), ha di-
ferenca significativa, ao nivel de 0,5%, apenas en-
tre A; e A;. Com base no tamanho médio do pro-
meristema, calculado como o volume de um cilin-
dro, e no tamanho médio das células, estimou-se
que o promeristema das plantas com a mesma al-
tura e vigor dos individuos estudados deve conter
cerca de 10.350 678 células.
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TABELA 1. Indice mitotico (%) em diferentes estigios
foliares (promeristema + primérdios) de clo-
nes de seringueira. Manaus, AM, 1980.

Estdgio
Clones
A B, B, C D
IAN 717 5,3 23 0,8 0 0
IAN 873 4.1 22 1.1 0 0
Fx 3864 4,5 1.8 0,7 0 0

TABELA 2. Indice mitdtico durante um ciclo de 24 ho-

ras-em meristemas de seringueira no esti-
gio A. Manaus, AM, 1980.

Horas 9 12 15 18 21 24 03 06
IM.% 45 44 43 42 43 45 4,7 40

TABELA 3. Diametro médio externo dos dpices caulina-
res (DME) e drea do promeristema (AP) em
trés fases do estigio A de clones de serin-
gueira. Manaus, AM, 1980.

Fases DME (mm) AP (u?)
A, 5,77 24.756,2
A,y 6,03 26.255,6
Ay 6,51 27.000,0

Auséncia de centro quiescente. Em nenhuma
das se¢Bes estudadas para a contagem de mitose foi
encontrada qualquer evidéncia de centro quiescen-
te (“méristéme d’attente”).

Tamanho do promeristema nos estigios B, C e
D. Em dpices caulinares de didmetro externo do
mesmo tamanho dos estudados no estigio A (Ta-
bela 3), também ndo foi encontrada grande varia-
¢do de tamanho do promeristema (Tabela 4).

Constituigdo histogénica do promeristema. A
proposigio de estrutura tdnica-corpus ajusta-se ao
promeristema da seringueira que, nas plantas estu-
dadas, é composto de uma camada de dez a doze
células. Nio é possivel, porém, delimitar com pre-
cisdo o nimero de camadas da tanica e do corpus,
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TABELA 4, Area do promeristema (AP) nos estigios B,
C e D de clones de seringueira. Manaus, AM,

1980.
Estdgios AP (1t 2)e
B : . 26.639,2
c 24.763,2
D 25.139.6

* Médias de cinco épices.

uma vez que nas posi¢des onde se devem formar
os novos primérdios sio encontradas divises peri-
clinais mais préximas 3 superficie, reduzindo-se a
tinica a 2 - 3 camadas onde as divis3es sio sempre
anticlinais.

Reinfcio de atividade mitdtica apds a dormén-
cia. Em gemas com topo alargado, mas com esca-
mas externas ainda fechadas, portanto classifica-
das como no final do estigio D, j4 ¢ bastante nfti-
da a atividade mitética.

DISCUSSAQ

Os resultados deste trabalho confirmam as in-
formagdes de Hallé & Martin (1968) quanto i pre-
dominincia da atividade organogénica e da ativida-
de mitética do promeristema no estigio A.

O formato achatado do promeristema, seme-
lhante ao descrito para Helianthus (Lyndon 1976),
Ginkgo e Cycad (Esau 1953), torna diffcil a exclu-
s3o cirlrgica de suas camadas externas, conforme a
técnica descrita por Mendes (1977), com base nu-
ma suposta forma acuminada,

As dimens3es do promeristema, apesar de relati-
vamente pequenas (em média 260 micra de largu-
ra por 100 micra de altura), correspondem a um
grande nimero de células com mitose nio sincro-
nizada e mesmo sem qualquer tendéncia de perio-
dicidade mitética didria, o que estd de acordo com
o padrio geral da maioria das plantas (Jacob &
Morrow 1961, Gifford Junior & Carson Junior
1971, Lyndon 1976 & Bernier 1977). Essas con-
digdes tornam extremamente dificil a poliploidiza-
¢3o homogénea de todas as células da camada or-
ganogénica (promeristema), devendo a atengio ser
concentrada nas gemas axilares neoformadas apés
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a aplicagdo da colchicina. E importante nesse parti-
cular o fato de que a “distincia plastocronica”
para o aparecimento dos primérdios das gemas axi-
lares & de quatro a seis primérdios foliares. Igual
raciocinio aplica-se para o tratamento das gemas
axilares, embora, nesse caso, o tamanho do prome:
ristema seja menor que o das gemas apicais,

Isso explica por que nem sempre se obtém bro-

“tagBes polipléides da gema axilar de uma folha

com caracterfsticas polipldides formadas por ge-
mas tratadas com colchinicida. Pode ter havido po-
liploidizagdo apenas do primérdio foliar, mas nio
da gema axilar, que se forma dei:ois. Nesses casos,
h4 maior probabilidade de encontrar brotagdes po-
lipléides de gemas axilares situadas em folhas mais
abaixo. - : -

Dirigindo-se a atengdo para as gemas axilares, fi-
ca-s¢ menos distante da situagio descrita por
Broetjes (1974), em que facilmente obtém-se po-
lipléides de gemas adventicias de Begonia forma-
das a partir de uma dnica célula. Gemas advent{-
cias sio formadas da cicatriz de brotagSes poda-
das de porta-enxertos jovens de seringueira, mas
nio de clones enxertados. -

Infere-se também que o tratamento de gemas
nas primeiras fases do estigio A nSo deve ser efi-
ciente, sendo mais légico aguardar a plena expres-
sio do estdgio A (abertura total das escamas prote-
toras e aparecimento dos primeiros primérdios ver-
de-claros dos catifilos), quando j4 ocorreu a inicia-
g¢do dos primeiros primérdios das gemas axilares.
Aparentemente mais como uma contigéncia de
ajuste ds técnicas de aplicagio da colchicina, os
métodos descritos de poliploidizagio estio corre-
tos quanto a esse detalhe,

A auséncia no promeristema de zona de células
com menor atividade mitética (“méristéme d'at-
tente”) (Buvat 1955) é fator favordvel 4 obtengio
de polipléides homogéneos. De acorde com Lyn-
don (1976), os dpices achatados tém crescimento
isotrépico e o centro quiescente seria conseqiién-
cia da geometria triangular dos 4pices acuminados.

A alteragdo inexpressiva de tamanho do prome-
ristema durante um ciclo de crescimento, em com-
paragio com auamentos de até quatro vezes em es-
pécies de 4pices acuminados (Parke 1959, Cannel
1978), mostra que as fases de dorméncia do dpice
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nio sio devidas i redugio do volume da camada
organogénica.

CONCLUSOES

1. As informag@es contidas neste trabalho po-
dem contribuir para a orientagio e malor eficién-
cla das técnicas de obtengdo de polipldides da se-
ringueira.

2. Considerando-se que, nos clones polipléides,
ndo havendo alteragio do genoma, a maior produ-
tividade por sangria nio & acompanhada de redu-
¢do da resisténcia a doengas, como no caso dos
clones obtidos por cruzamentos, serio vilidos os
esforgos para um melhor controle da agio da col-
chicina, particularmente no tocante i indugdo de
sincronizagdo das mitoses, através de agentes qui-
micos (Clowes 1965) ou redugio da intensidade lu-
minosa (Lyndon 1976).
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