fecebldo em 28 da Meio de 1957.

Cultura de tecidos vegelais

Sua importéncia no estudo biolégico de algumas
hiperplasias (¥}

pelo

Prof. ANDRE FRANCISCO NAVARRO

da Cadelra de Hortlculiura e Arborlgultura

A culura de tecidos segundo os métodos releridos por GAUTHERET
e oulros tem como ponio de partida formacoes tecidulares meristema-
ticas, com frequéncia oblidas a partir do meristema cambial. E no fim
de um certo nimero de repicagens, digo melhor transferéncias para
novos meios, vai-se reduzindo, progressivamente, por seleccio histol6-
gica, a lendéncia para a diferenciagio celular, aumentando, porém, o
poder de proliferacio de tecidos. Seguindo a técnica preconizada pelo
autor citado, deixam, contudo, de poder ser interpretados, por razdes
que é 6bvie enunciar, por evidentes, indmeros aspectos metabélicos con-
dicionados por indefliniveis interacgoes de correlagio. Quer dizer, por
outras palavras, este mode de proceder afasta muito a andlise biols-
gica experimental do quadro natural em que se desenrolam os fené-
menos da vida celular, Isto ndo significa que a cultura de tecidos
segundo os métodos referidos nao tenha ji permitido o esclarecimento
de muitos problemas da fisiologia e da patologia, e isto especialmente
desde os tempos em que o aperfeicoamento de virios métodos de ani-
lise fisico-quimica e biologica tem facullado a realizacio de estudos a
partir de amostras de diminuta massa. Contudo, como ficou dito, nio
podemos gemeralizar o emprego dos métodos cldssicos de cultura de

{*) Este trabalho foi extraido da conferiéncia de encerramenlo do Curso
Complementar de Fisiologia Vegetal promovido pela Associacio dos Estudantes
de Agronomia no decurso do ano lectivo de 1956-57.
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tecidos ao estudo de problemas da biologia que s6 possam ser devi-
damente equacionados desde que se mantenha, sensivelmente, o quadro
natural em que se desenrolam estes fenémenos. Esta a razio que nos
levou a procurar estabelecer, experimentalmente, a parlir do mélodo
de cultura de tecidos de GAuTHERET, aquele que hoje é usado nos
rossos laboratérios e que se aproxima mais do seguido na cultura dos
érgaos radiculares segundo a técnica de WriTe, mantendo em condi-
coes de convenienle crescimento, e duranle tempo suficientemente lato,
formacies histologicas relativamenle complexas, permitindo-lThes uma
evolugio que se aproxime mais do processo natural (1),

Tivemos, contudo, para colher o devido éxito, de evitar os inconve-
nientes que se verificam nos blocos histolégicos em cultura demasiado
prolongada e que determinam a sua morte prematura, atribuida ndo sé
a uma acumulagio de produtos 16xicos do catabolismo, como também
A inactivacdo das camadas inferiores absorventes por manifesta defi-
ciéncia de oxigénio.

O método usado compreende a ablacio periédica de regides infe-
riores do bloco histoldgico em estudo, quando se verifique o inicio da
formacgdo de necroses, procedendo-se entio, e sé entio, 4 sua transfe-
réncia para novo meto de cultura por forma a eliminar os inconve-
nientes que resuliam da acumulacio de produtos excretados. Embora
varidvel quanto i periodicidade, conforme a natureza e origem dos
tecidos em estudo, as repicagens que preconizamos sio muito menos
numerosas que as indicadas no método de GAUTHERET e dizem respeito
ndo apenas a tecidos em plena actividade de proliferacio celular, mas
sim, também, a complexos histolégicos onde se manifestam, em vérios
graus, fenémenos de diferenciacio — normais ou patelogicos, conforme
es casos estudados. Quando, porém, os tecidos em cullura, derem origem
a formacdes rizogénicas e haja conveniénecia, no estudo experimental,
de seguir o seu processo evolutivo, convird. entdo, suprimir as trans-
feréneias para novoes meios, e apenas se introduzirdo. quando for neces-
sario, no recipiente de cullura e com os indispensiveis cuidados de
assepsia, novas quantidades de liquido nutritivo, parte do qual serd
adsorvido pela geleia e o restante cobrird apenas a parle inferior do
bloco em estudo.

(1) Este método de culura de tecidos comegou a ser ensaiado, com éxito
nos nossos laboraldrios a partir de 1955, com a preciosa colaboracio das pre-
paradoras 1). Engénia Mauricio e I). Maria Alice Pinto.
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Foi por via do uso do método que resumidamente acabo de des-
crever que nos fol possivel levar a efeito vdrios trabalhos de investi-
gacio, enlre os quais aquele que é objecto da presente nota e cuja fina-
lidade era fixar analogias e diferencas anatomicas e de alguns aspectos
de comportamento fisiolégico entre formagdes hiperplisicas oblidas a
partir da cultura de tecidos de elementos histolégicos normais e hiperpla-
sias produzidas artificialmente, seguindo os métodos de estase descritos
por ERWIN SmiTH, MARQUES D= ALMEIDA e outros. K procedendo assim
procuramos acrescentar modesta contribuicio para uma mais prolicua
andlise dos resullados de exaustivos trabalhos de invesligagio sobre o
condicionalismo {isiologico de tumores de diversa origem, especialmeate
formagdes histéides ocasionadas por virus, baciérias, fungos e parasitas
animais e muito especialmente o crown-gall, este (iltimo tumor estudado
com maior mindcia, pelo interesse derivado da semelhanca que apre-
senta «quanto i forma, estrutura e evolugio» com determinados cancros
animais, analogia ainda muito discutida, é certo, mas salientada por
notdveis cientistas, entre os quais destaco ERwin SmiTir e Macrou. Sio
deste wltimo investigador as palavras que se seguem, referindose as
hiperplasias provocadas pelo Agrobacterium tumefaciens em diversas
espécies das familias das Compostas, Solaniceas, Cruciferas, Umbe-
liferas. Gramineas, Urticiceas, etc.:

«O estudo da estrutura e do desenvolvimento destas formagies
mostra que nio hd somente uma semelhanca superficial, mas sim uma
homologia profunda. Como o cancro, o crown-gall resulta duma proli-
feragio exagerada de células novas, pouco diferenciadas, semelhantes
aquelas cuja divisio assegura, no estado normal, a regeneragio e o
crescimento dos tecidos. As células formadas que o constituem perma-
necem como as dos cancros, de pequeno tamanho, de citoplasma denso
e niicleo volumoso; a relacio niicleo-citoplasma é por consequéncia ele-
vada, como nos tecidos cancerosos, A insuficiéncia de vascularizagio é
ainda um caracter que aproxima o crown-gall do cancro; ela determina
num caso como no outro a necrose do lecido tumoral, mas esta necrose é
parcial e nio provoca a destruicio tolal de tumor. Ao lado dos lébu-
los que faz desaparecer, outros surgem e crescem sem cessar consti-
tuindo verdadeiras recidivas locaisn. «Q crown-gall, com efeito, dife-
renca-se da maior parte das galhas, que sdo tumores benignos, por nio
ficarem isolados dos lecidos circundantes por uma barreira de tecidos
de prolecgdo. Sdo da mesma forma os cancros, tumores invasores, que
penetram e destroem os tecidos envolventes. A zona de invasio oferece,
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nos dois casos, um aspecto microscépico idénlico: no crown-gall como
no cancro, podem ver-se pequenas células de tumor, formando corddes
que se insinuam afastando as grandes células diferenciadas dos
parénquimas normais, A circunstincia de surgirem metdstases, e eslas
muitas vezes reproduzirem a estrutura do tumor primitivo, é outro indi-
cio salientado por virios autores para eslabelecer a analogia entre as
formas tumorais malignas observadas nos dois reinos».

E inleressante relembrar agora, e fundamental para deduges que
me proponho fazer, que na cultura de tecidos vegetais de tumor. se
verifica em relacio a quase todos eles, embora em hiperplasias da mais
variada origem, uma perfeita identidade fisiologica perante as hor-
monas, isto €, um autotrofismo auxinico sé comparivel ao que se veri-
{ica em relacio aos tecidos normais anérgicos ao dcido B-indolacético.
por hebituacdo. E esles mesmos, como é sabido, adquirem algumas
caracteristicas tipicas dos tecidos lumorais. E esta identidade fisiold-
gica que BUTLER e JoxES completam com a afirmaciio da analogia anaté-
mica, evidenciada até, segundo estes autores, entre o préprio crown-gall
¢ determinadas hiperplasias que se desenvolvem nas zonas cicatriciais
de certos enxerlos, referindo é claro a enxertos de fragmentos somdticos
pouco afins.

Pondo de parte, por ndo estar incluido no tema desta palestra, o
estahelecimento de qualquer paralelo entre malignos afectando plantas
e animais, precisemos, sim, com mais pormencr, o que se poderd dizer
sobre analogias analémicas e fisioldgicas mais salientes entre as for-
macoes hiperplasicas malignas e benignas vegetais, e muito especial-
mente enire as que provém da ac¢io de virios agentes bioldgicos e as
obtidas por estase resultante do estimulo de agentes fisicos ou quimicos
sobre virios érgdos das plantas. I sigames nesta andlise sumaria os
textos de MAGROU e de SMITH na parte que se refere especialmente as
varias formas cecidogéneas do tipo histdide. A formagin das galhas
ou cecideos de diferente origem ¢ atribuida, como se admile desde
longa data, a substincias segregadas pelos agentes parasitirios causado-
res das refertdas hiperplasias, E supds-se até que, além dos principios
estimuladores dos fenomenos de hipertrofia e hiperplasia, os referidos
parasilas, em determinadas fases da sua evolugdo, segregariam subs-
tdncias de wma outra indole capazes de provocar o aparecimento de
necroses — toxinas e enzimas, originando a morte e digestio dos teci-
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dos neoformados. No crown-gall, porém, o necrosamento resultaria, em
grande parte, de deficiéncias de irrigacio.

A natureza dos principios responsdveis pela cecidogénese manti-
nha-se, porém, no dominio da pura hipdtese alé aos trabalhos de
MoLLIARD referentes 3s nodosidades radiculares das Leguminosas pro-
vocadas pelo Rhyzobium leguminosarum. Este autor fazendo germinar
com os devidos cuidados de assepcia, sementes de ervilha em filtrados de
cultura desta bactéria, obteve nio propriamente tumores localizados do
tipo caracleristico das raizes das Leguminosas, mas hipertrofias e hiper-
plasias generalizadas, consequentes da didiferenciacio de células peri-
ciclicas e da hipertrofia da zona cortical.

Estas modificacdes anatémicas, que se iraduzem por uma lendéncia
i tuberiza¢io semelhante 3 que se verifica nas raizes lransformadas
em micorrizas endotréficas, puderam, também, ser por nés observadas,
igualmente, e com andloga morfologia e caracteristicas anatomicas, em
hiperplasias radiculares de Daucus carota provenientes de blocos histo-
l6gicos mantidos em cultura de tecidos segundo a técniea ji descrita,
mas onde se constituiram, por acidental fraccionamento do bloco de
geleia, espacos saturados de humidade. Os tumores observados nos
orgios radiculares que penetraram nesses espagos eram de resto seme-
Thantes aos descritos por ERwIN SMITH como tumores de estase de
orgdos caulinares e folheares. Fig. 1. Notou-se também, nalguns casos, um
acréscimo sensivel da densidade de pelos radiculares e extensificagdo
até A parte terminal da raiz, da zona pilesa. (Fot. 2 e 3). Contudo, a
formacdo de hiperplasias radiculares, por estase hidrica foi de facto
menos facil de obter, mercé, julgo, do grau de habituagio destes drgios
a um elevado gradiente auxinico. As fotografias 4 € 5 mostram bem a
identidade destas formagdes com as desecritas por SMITH, MARQUES DE
ALMEIDA e outros.

A descoberta pela senhora BrowN e GARDNER em 1936, € a de
WiLcox e LINK em 1937 e ainda a de BERTUELOT e zenhora AMoOREUX
em 1938, permitiram desvendar, em parte, a natureza inlima das acgbes
hiperpldsicas e hipertréficas de certos agentes bicldgicos, estabelecendo
as possiveis relagbes enlre os mesmos e a presenga de um gradiente
elevado de dcido B-indolacélico, possivelmente derivado de tritofana.

BERTHELOT e a senhora AMOREUX afirmam mesmo que o facto
verificado do teor excepcionalmente baixo em tritofana de certas espé-
cies poderia ser causa da imunidade delas perante os ataques de Agro-
hacterium tumefactens. Locke, RiCHER e Duccar em 1938, verificando
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também o maior teor em dcido B-indolacético das plantas inoculadas com
Agrobacterium tumefaciens em relacio a teslemunhas, admitem, porém,
que a causa mio serd propriamente a auxina produzida pelo parasita
mas sim a fitohormona elaborada pelas proprias eélulas dos tectdos
parasilados. E assim é que, quando decapitaram as planlas privando-as
dos drgios produtores de fitohormona, observaram, com estirpes ate-
wnadas de Agrobacterium tumefaciens, aue as formaces hiperpldsicas
eram nitidamente menos evidentes. E finalmente nesta sequéncia de
trabalhos experimentais foram particularmente esclarecedoras as inves-
tigacdes de BRAUN e LAsKARIs, trabalkande com Solanum Lycopersicum
inoculado com estirpes atenuadas de Agrobacterium tumefaciens e apli-
cando como estimulante nas extremidades decapitadas de plantas desta
espécie determinadas guxings — a heterauxina e duas euximonas — os
dcidos naftilacético e o B-indolbutirico. Verificaram estes imvestigadores
que as plantas aetuadas pelas auxinas e inoculadas com Agrobacte-
rium tumefaciens especialmente na série do dcido naftilacético for-
mavam tumores de grande desenvolvimento, os quais enxertados em
plantas sds dariam ‘hiperplasias de crescimenlo excepcionahmente
rapido. Pelo contrdrio, quando se verificava apenas a actuaciio da fito-
hormona ou das auximonas constituiam-se hiperplasias de desenvolvi-
tnento muito mais limitado. Isto é a acgio impulsionadora inicial
exercida pela bactéria em referéncia continuava desconhecida, e era
indispensivel que se verificasse para que se mantivessem as caracte-
risticas ‘malignas de hiperplasia. Da mesma forma, os tumores ohlidos
por estase por ERWIN Satitn e outros investigadores referidos na nola-
vel obra Buacterial Diseases of Planis ¢ por MARQUES DE ALMEIDA, na
publicagio «Acerca do Transporte Polar das Auxinas, I — Da estase
do transporte e das formacoes neopldsicas», embora alguns deles de
aspeclo evolutivo excepeionalmente ripido e de caricler eminentemente
invasor e destruidor dos tecidos, nio eram suscepliveis com o crown-
-gall de revelar a formacdo de verdadeiras meldstases em zonas onde a
estase ndo livesse exercido acgio paralisadora da circulagdo auxinica,
continuando assim. conforme a expressio de Macrouv, desconhecida a
natureza da impulsie inicial determinada pela bactéria responsavel
por esta hiperplasia maligna.

De resto. podemos admitir que a estase, alterando a permeabili-
dade das membranas citopldsmicas, ocasiona em aprecidveis exten-
soes organicas um condicionalismo hormonal determinante de profun-
das alteracbes anatdmicas e fisiclégicas. E, conforme verifiquei em tra-
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balho conjunto que realizei com MARQUES DE ALMEIDA, esle estado
hormenal reflecte-se mesmo na manutengio da forma juvenil de certos
drgios, como as folhas, Montanoa bipinatifide quando se submetem
caules de plantas desta espécie a uma estase hidrica prolongada. E
facto interessante a relembrar é que essa morfologia se alterava quando,
surgindo &rgios radiculares no fragmento semdtico, se modificava o
gradiente hormonal dos tecidos caulinares.

Sio ainda de citar, para melhor esclarecimento deste aspecto do
problema, os trabalhos realizados em East Malling promovendo o apa-
recimento de hiperplasias pela accio do dcido B-indolbutirico e as
investigaches realizadas na América, citadas por BuTLER e JONES, em
aue foram obtidos, pela accdo do dcido B-indolacético, tumores primd-
rios e secunddrios, aparecendo esles a uma certa distincia do ponto
actuado pela auxina, Investigacbes realizadas nos nossos laboratorios
em 1956 permitiram verificar, também, a distineia aprecidvel da
regido injectada, hiperplasias com numerosas formagOes rizogénicas,
usando dcido naftilacético em concentracio de 2x107°% injectado
continuamente, durante um periodo de trinta dias, em caules de Sola-
num Lycopersicum (Fot. 6 e 7). bem como pela inoculagiio com extracto
obtido por coccio de Gelidium pulchellum, em incisdes praticadas na
hase do caule, e usando como induto a lanclina.

Neste iltimo trabalho experimental, concluido em Junho de 1957,
verificou-se a formacio de tumores secundirios muito afastados da
zona de incisdo, surgindo mesmo algumas hiperplasias no peciolo das
folhas, afastadas 5 nés do meritalo onde se praticou a inoculacio.

O facto de nio ser possivel manter durante tempo suficiente as
hiperplasias obtidas por estase hidrica tem tornado, porém, de dificil
realizagio os estudos de {isiologia e de anatomia comparadas com outras
formas hiperpldsicas. As tentativas para prolongar a sua evolugio, em
cultura de tecidos, ndao tém sido, alé hoje, coroadas de éxito, em parte
por dificuldades de desinfec¢io contra fungos normalmente invasores
da cultura de tecidos e possivelmente, lambém, pela diminuta massa dos
fragmentos hiperpldsicos ensaiados,

Dentro de alguns meses, serd possivel, todavia, aue os blocos histo-
logicos em cullura e que ja ulirapassaram um ano de existéncia, nos
venham a fornecer preciosos elementos para esta andlise.

Contudo, numa série de espécies experimentadas quanto a forma-
cdo de hiperplasias por estase hidrica, numa delas, o lilazeiro — Syringa
vulgaris, — foi possivel obter, a partir duma formagio suficientemente
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evoluida, figuras analémicas jd notivelmente esclarecedoras quanto a
semelhangas, denunciadas nas estruturas de hiperplasias mais novas
ubtidas por estase e em cultura de tecidos vegetais, com o crown-gall.
confirmando assim a opinido emitida por BUTLER ¢ JONES quanto a
analogia estrutural de certas hiperplasias com o tumor provocado pelo
Agrobacterium. tumefaciens. As microfotografias 8 e 9 relativas ao
tumor de estase da espécie referida, a Syringe vnlgaris, denunciam
especialmente aprecidvel semelhanga em referéncia aos nédulos vascula-
res dispersos, envolvidos por formagdes periciclicas, situadas em vdrias
regides da estrutura, constituindo pseudo-estelas de morfologia variada,
¢ ainda o aparecimento de tecidos meristemdticos, didiferenciados a
partir de células parenquimatosas localizadas para o exterior das cama-
das periciclicas, A aclividade proliferante toma nesta esirulura fre-
quentemente o aspecto lobular, formando, como diz MacRrou, recidivas
locais ampliando, progressivamente, o tumor primitivo. E foi ainda fécil
nbservar, em varias regides anatémicas, a presenca de tecidos dispersos
com caracteristicas meristematicas, formados por celulas com relagoes
micleo-protoplasma muito elevadas. Noutras regides notaram-se tecidos
didiferenciados constituindo faixas alongadas semelhantes aquelas que
puderam ser observadas na cultura de tecidos de Daucus carota que se
mtroduzem entre os tecidos definitivos parenquimatosos lomando o
aspecto infiltrante, semelhante a algumas estruturas de crown-gall.

O que fica dito vem, segundo julgo, algo esclarecer sobre a natu-
reza intima das hiperplasias nos dominios do reino vegetal. Isto €, a
semelhanca anatémica do processo evolutivo dos virios tumores nio
provocados artificialmente com os obtidos pelo artificio da estase —
e podemos incluir, nestes uitimos, as formacies hiperpldsicas originadas
em cultura de tecidos — seria expressiio de uma causa formativa comum
e que, conforme tudo leva a crer, representard um desvio metaholico
consequente do elevado gradiente filohormdnico quando este atinge
horizontes parafisiologicos. Simples acréscimo de fitohormona livre ou
outra causa, a ciéncia o desvendard um dia. E quanto ao caso inexplica-
vel da acgdo inicial até hoje insubstituivel provocada pelo Agrobacterium
tumefaciens responsivel pelo cancro vegetal, e que se verifica mesmo
no caso em que a referida bactéria ja ndo actuar directamente, nio serd
dificil admitir que ele seja consequente dum desvio metabélico perene
semelhante iquele que se observa nos tecidos anérgicos a fitohormona
obtido por habituagao progressiva.
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Esta ou outra explicagio, o que parece poder admitir-se é que, na
origem dos fenémenos que conduzem a hipertrofia ¢ 4 hiperplasia dos
tecidos e que revestem cardcter benigno ou maligno conferme a inten-
sidade e a perenidade das causas determinantes do fenémeno — isto, ¢
claro, nos dominios do remo vegetal —, estd sempre a existéncia de um
meio humoral desequilibrado, especialmente no que se refere ao facies
hormonal e a que ndo é alheio também um ambiente respiratério defi-
ciente em oxigénio. Serd esla causa semelhante a que, nos organismos
animais, muito mais complexos pela diferenciacio glandular, deter-
mina as formacdes malignas — os cancros animais? A ciéncia o dird
decerto um dia, e Deus permita que esse dia esteja jd préximo.

SUMMARY

| — The A. has developed a modification of Gautherel’s lissue culture method
which allows maintenance of hystological blocks for longer periods. This
offers a greater ease of interpretation of hystological processes relative Lo
tumour development.

2 — The modification consists of slicing off the lower portion of the hystological
blocks at the first signs of necrosis; subcultures are made at this stage. When
subculturing is nol envolved, fresh liquid nutrient may be iniroduced in the
culture vessels, the active pertion of the blocks remaining quite free from

conlact with the lquid medium.

3 — Dala were obtained on the comparative analomy of the following formation
and progressive developmenl of crown gell, of tumours induced by hydrie
slasis and also these brought about by different hormones,

4 — A remarkable likeness of structure and physiological behaviour was noted
between neoplasic formations obtained by hydric slasis, euximonas and
erown gall, This supports the observations of Butler and Jones on the anato-
mical analogy between Agrobacterium tumefaciens lwmours and certain
lyperplasies of scar zone: in some grafls
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