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RESUMO

No presente tfrabalho, pretendeu-se analisar a influéncia de alguns factores na
micropropagagao de matesial adulto, hibridos de Castanea sativa x C. crenata,

Multiplicagdo: A concentrog@o de BAP maostrou ser a principal responsével pela
variabiiidade registada, embora o fipo de resposta seja dependente do gendtipo e do
meio de cuitura utilizados. As concentragdes de 0.1 e 0.2 mgl? foram as que melhores
resultados permitiram. As formulagdes nutritivas utilizadas foram, dos factores analisados, o
que menor variabilidade induziu, sendo no entanto de grande importéncia a natureza e as
razoes existentes entre as substéncias fornecedoras de azoto inorganico, surgindo como
francamente favordvel a utilizagdo de sulfato de amdnio em vez de nitrate, para além de
baixas razoes NH,*/NO,".

Enraizamento: Com taxas supericres a 80%, parece ser determinado pela concentragao
de AIB ou fempo de exposigdo, de acordo com a metodologia utilizada, independentemente
da formulagao nutitiva, que se apresenta comao importante na modelacao da morfelegia
do sistema radicular formado, onde a razdo NR,*/NO, se revelou importante, tendo ainda
sido verificado diferengas interclonais,

Transplante e aclimatagdo: Continua ainda a ser uma fase de elevada mortalidade,
cerca de 50%. gue poderd resultar da inadequacdaoe dos substratcs e/ou condicdes de
aclimatagGo, mas supomos que fambém do vigor fisiclégico com que os rebentos regenerados
in vitro se apresentam para, e durante, a fase de enraizamento.

Pensamos que serd possivel, a curto prazo, optimizar as condicded estudadas e, como
tal, utilizar estas técnicas na multiplicagdo vegetativa do castanheiro.

Palavras chave: Castonea sativa x C. crenata; micropropagacae; rebentarmento axilar; cione.

Abreviaturas: BAP:  4-benzilaminopuring; AlB: acido  indol butirico.



ABSTRACT

in the present work, we have studie the influence of some factors that can affect the
In vifro regeneration of adult material of three Castanea satfivax C. crenata hybrids.

It was shown that the concentration of 8AP is the principal responsible factor for the
variability that we have found in response variables in the multiplication phase, wich are,
however, dependent on the genotype and culture medium. The concentrations of 0.1 and
0.2 mgl are the most suitable, whether for proliferation or for obtention of secondary explants.
The influence of nutritive formuiction has been small, but the type of nitrogen supplies and
the rate of NH,*/NO;, have great importance in the contro! of shoot development.

The rate of rooting, up to 80 %, seems to be determined by the concentration of IBA,
independently of the culfure medium, which influences the rooting morphoiogical
characteristics, where it is important the relationship of NH,*/NO,".

the transplant and aclimatization remain o difficult process, and the rate of mortality,
about 50 %, could result of inadequate substrats and/or aclimatization conditions: but we
fhink that also the physiological stafus of the in vifro regenerated shoots, after and during
the rooting process, is determinant,

We think that it is possible, in a short time, to optimize the studied condifions and.,
therefore, obtain results that could permit the use of these techmiques for vegetative
propagation of chestnut.

Key-words: Castanea sativa x C. crenata; micropropagation; axiliary shooting; clone.

Abbrevialion: BAP:  5-benzylominopurin ; 1BA:  indol butiric acid.



ABREVIATURAS

AlB - acido  indol butirico
BAP - 4-benzilaminopuring
CcM - comprimnento do maior rebento formado por explant

CMra - comprimento da maior raiz formada por rebento
Cmra - comprimento médio de todas as raizes formadas por rebento
GD - meio de Greshoff e Doy (1972) '

1/2GD - meio de GD com macronuirientes reduzidos a metade

Hm - meio de Heller (1953}, modificado por Vieitez ef al., 1983

MS - meic de Murashige & Skoog (1962)

MSm - meic de MS com macronutiientes reduzidos a metade e nitratos a 174
NR - ndmero de rebentos maiores gue 5 mm formades por explant <==»>

taxa de muitiplicagdo <==> taxa de proliferacdo

NS - nimero de segrnentos formados na totalidade dos rebentos formadces por
explant
NRa - nUmere de raizes formadas por rebento

WPM - Woody Plant Medium (McCown e Lloyd, 1981
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I. O CASTANHEIRO
1. Consideracbes gerais
1.1 - Caracterizacio botanica

A identificagio de folhas fossilizadas em turfas com mais de cinco mil anos, com
caracteristicas de nervagdo e recorte em tudo iguais as dos castanheiros actuais, associa-
da a estudos de caracterizagdo de pélen, testemunham uma origem muito antiga para as
espécies do género Castanea.

De tal forma o castanheiro estd implantado desde tempos remotos na Europa, que

se torna dificil localizar e identificar as populagdes de origem expontinea e as popula-
GOes importadas de Este, que regressaram de wma forma mais ou menos acentuada ao-
estado selvagem.

O castanheiro europeu, que se distribui preferencialmente por todo o Sul mediter-
ranico, pertence ao género Castanen Miller, classe das Dicotileddéneas e & familia das Fagdceas,
juntamente com os géneros Fagus e Quercus.

Para além do castanheiro europeu, Castanea sativa Miller, o género Castanea inclui
ainda mais doze espécies, das quais cinco de origem asiatica (C. henryi Rehder ¢ Wilson,
C. molissima Blurae, C. crenata Sieb e Zucce., C. seguinii Dode e C. davidii Dode) e sele de
origem americana, C. dentata {Marsh.) Borkh, C. pumila Miller, C. floridiana Ashe, C. pau-
cispina Ashe, C. alnifolia Nuttal, C. ashei Sudworth e C. ozarkensis, apresentando uma grande
diversidade de maorfologia e dimensdes (Fig. A1).

De interesse para 0 nosso pais, para além da autéctone C. sativa, tém particular
destaque a C. crenata e a C. molissima, ndo pela sua produtividade, ja que sdo espécies
de maiores exigéncias edafo-climdticas, mas sim pelo facto de terem sido espécies utiliza-

das como dadoras de genes de resisténcia 4 doenga da tinta, grave enfermidade que tem



vindo a ser um dos factores determinantes na drdstica redugio de area de cultura ¢, con-

sequentemente, de produgio desta espécie.

' M
im]
- 2 7
£
X 5 A *
0 Lk
W -
| t 4 { " .‘:_;f ¢
! £ 33 2 .
[ -
1 2 3 L 5 3 ? & 3 10 1% 1213
1 C. dentata 2 C. sativa 3 C. henryi 4 C. molissima 5 C. ozarkensis
8 C. crenala 7 C. pumifa 8 C. seguinii 9 C. floridiana 10 C. ashei
11 C. davidii 12 C. paucispina 13 C. alnifolia
. J

Fig. Al. Dimenstes méximas de varias espécies de castanheiro. {Adaptado de Vieitez et al, 1986,
seg. Bazzigher et al, 1982}

O castanheiro europeu & considerado uma arvore de grande porte e longevidade,
com crescimento rapido até aos setenta, oitenta anos {com acréscimos de 10-25 mm de
didametro/ano, o que € significativo para espécies com lenho de alta qualidade) idade a
partir da qual estabiliza, podendo nesta fase atingir alturas de 20 a 30 metros, com copa
ampla e semiesférica, suportada por grossos ramos que, em idade avancada, tendem para
a horizontal,

O sistema radicular é constituido por raizes profundas e robusths desde que o solo
0 permita e, se houver dificuldades de penetracio, desenvolve abundante e longo siste-
ma radicular horizontal.

Prefere solos ligeiros, frescos e bem drenados, & base de areias siliciosas, de saibros
graniticos ou provenientes da decomposicdo de xistos, gneisses, grés, terras vulcanicas,
de aluvides profundos com taxas de argila pouco elevadas e sem calcario, onde o pH
ndo ultrapasse os 6 - 6.5. E, sem duvida, uma espécie de altitude onde em regime de
talhadia e alto fuste cresce até aos 1200 - 1300 m e, em produgao de fruto, até cerca dos
800 m.

As condicdes climaticas exigidas variam desde o maritimo atlantico {com inverno

ameno e verdo pluvioso), mediterrdnico (verdo quente ¢ seco) ac continental (inverno ri-



goroso e verdo quente). Com necessidades de dgua da ordem dos 700 mm por ano, com
exigeéncias no final do verdo (Agosto-Setembro), periodo durante o qual os frutos se
desenvolvem até ao seu tamanho final

Os rebentos do ano das drvores jovens em crescimento sdo pequenos mas com did-
metro consideravel. As folhas sdo alongadas e muito dentadas. Os gomos séo grossos,
de forma triangular com disposicdo filotaxica do tipo 2/5. Os ourigos tém dimensdo variavel,
0s mais frequentes séio pequenos, para os tipos indigenas e florestais, e de grandes a muito
grandes para os tipos fruteiros de boas variedades (8 a 15 cm de didmetro). Os ouricos
desenvolvem-se nos ramos do ano e localizam-se na parte terminal a sub-terminal. Os
espinhos sdo rigidos, com ramificagGes intricadas e mascaram a parede externa constituida
por quatro valvulas.

A base dos frutos possui uma cicatriz, testemunho da sua inser¢do no ourico. Esta
cicatriz, ou hilo, & variavel em dimensdo podendo a sua linha de contacto com o pericar-
po ser ondulada e portadora de pilosidade.

As flores masculinas estdo agrupadas quer sobre os amentilhos unissexuais, quer
sobre a parte superior dos amentilhos andréginos, tendo na base as inflorescéncias das
flores femininas. O grao de pélen & muito pequeno, 14 pm de didmetro para pélen de
genomas dipléides e 17 um para pélen de genomas tetrapléides (Dermen e Diller, 1962)

Segundo a presenca ou auséncia de estames por um lado, e o comprimento deles

em relagdo ao perianto da flor por oulro, os castanheiros podem ser:

i) sem estames, logo sem pdlen;

ii) braquiestaminados, filetes com 1 a 3 mm de comprimento, as anteras ndo ul-
frapassam o perianto, com pouco pdlen;

ii) mesoestaminados, filetes com 3 a 5 mm de comprimento, as anteras ndo ul-
trapassam o perianto, pouco pdlen; ;

iv) estames longos, filetes com 5 a 7 mm de comprimento, as anteras ultrapas-

sam largamente o perianto e pélen abundante.

Como consequéncia, os castanheiros sem estames, os braquiestaminados ¢ 0s me-
soestaminados ndo deverdo nunca ser escolhidos como polinizadores.

A antese das flores masculinas da-se, para os castanheiros indigenas, de acordo com
os anos, da segunda quinzena de Junho para os mais precoces, a meados de Julho para
0s mais tardios. As flores femininas estdo agrupadas de uma a cinco, em inflorescéncias
localizadas na base dos amentilhos andréginos. Cada flor contém vérios évulos, poden-

do dar um fruto com uma ou mais sementes. As flores femininas consideram-se em plena



floragao quando todos os estigmas das flores centrais e laterais estdo totalmente desabro-
chados. Esta fase corresponde ao periodo de maxima receptividade das flores femininas
e, por consequéncia, a melhor possibilidade de fecundacio.

A polinizagdo estd fortemente correlacionada com as condigdes climéticas que exis-
tem durante o periodo de floragdo, de meados de Junho a meados de Julho. Com efeilo,
o pdlen ndo pode libertar-se das anteras sendo em condi¢des de temperatura elevada (15
a 18°C) e de humidade baixa que favoregam o seu transporte, quer pelos insectos, quer
pelo vento. Os castanheiros sem estames, os braquiestaminados e os mesoestaminados,
com pouco polen, sdo incapazes de autofecundagéio, pelo que esta sé seria possivel pelos
castanheiros de estames longoes. No entanto a taxa de autofecundagio é muito reduzida
{menos de 10 frutos em 100 ourigos) quando comparada com 0s valores médios de fer-
tilidade da mesma drvore com fecundagao livre (165 a 225 frutos em 100 ouricos), com
uma taxa de autogamia de 7% (McKay, 1942).

Assim, com exigéncia de fecundagio cruzada, uma producio mdxima de frutos sé
podera ser assegurada se a escolha dos polinizadores for realizada tendo em conta trés

aspectos:

i) boa intercompatibilidade genética com a variedade base (aptidio que devera
ser determinada previamente por cruzamentos controlados);

ii) boa simultaneidade de periodos de floracio, traduzindo-se por uma estreila
concordéncia entre o periodo de emissdo do pélen pelo polinizador e o periodo
de receptividade maxima das flores femininas da drvore a fecundar (concor-
dancia obtida nos locais de plantagdo da variedade base, por estudos fenolégicos
precisos e desenvolvidos ac longo de vérios anos sucessivos);

iii) boa adaptagdo ecoldgica no local de plantagio.

Todas as espécies do género Castanen tém igual nimero de cromossomas, 2n=24
(Jaynes, 1962) e as espécies hibridas que tém sido estudadas sdo androestéreis bem como
algumas espécies chinesas e japonesas (Jaynes, 1963a), sendo esta androesterilidade de ori-
gem citoplasmica em muitas das drvores observadas. Se assim for, todas as plantas pro-
venientes de sementes destas arvores deveriam ser também estéreis masculinas, mas tal
ndo foi ainda confirmado. Jaynes (1964) reuniu em pormenor a informacio da primeira
geracdo de cruzamentos interespecificos e enumerou aqueles que verificou serem verda-
deiros hibridos, utilizando como marcadores a presenga de caracteres dados pelos proge-
nitores. Cruzamentos entre cada um dos grupos deram taxas de produgio de sementes

superiores aos de cruzamentos entre espécies dos dois grupos. Jaynes concluiu que "existem



barreiras geneticas entre as espécies e os subgéneros no género Castanes, mas elas sio

varidveis e incompletas”.

1.2 - Importancia econdémica

O castanheiro desempenhou desde sempre um importante papel na economia rural
das populagtes mais desfavorecidas das regides interiores do nosso pafs. A castanha é
utilizada para a alimenta¢do humana e dos animais e parte dela ¢ vendida, o que per-
mite obter alguns dividendos. O aproveitamento do lenho, de caracteristicas excepcionais
para a industria de mobilidrio e de tanoaria é uma segunda fonte de rendimento.

Esta situagdo de cdupla fungdo do castanheiro, produtor de fruto e produtor de ma-
deira, & hoje posta em causa pelas exigénecias da fruticultura moderna, que propde uma
delimitagdo das regides e dreas segundo as suas caracteristicas edafo-climaticas e definir,
quais as de potencialidade para o castanheiro produtor de fruto e quais as de potencia-
lidade para a exploragio do castanheiro em talhadia e alto fuste.

Em termos de produgio de fruto é unanimemente reconhecida a superior qualidade
das castanhas portuguesas, sendo de referir entre as variedades mais comercializadas a
Longal, Judia, Verdeal, Martainha, Cota, Lada, Baria, Colarinha e Negral.

As regides mais importantes de distribuigdo geografica desta espécie sdo as de Tras-

os-Montes (Carrazeda de Montenegro, Braganga e

Ty

{ . .
Vinhais), Beira Interior (Trancoso, Sabugal e Guar- Tabela A1. Distribui¢éo geografica do
‘ . ) castanheiro {1000 ha).
da), Beira Literal (Sernancelhe, Satdo, Vila Nova de
. , . __— Distrite Puros  Domin. Total
Paiva ¢ Moimenta da Beira) e com menor significa- }
¢ . " V. Castelo 3 ; 5
do, Alentejo (Castelo de Vide, Marvido e Portalegre) Bragis 3 _g 9
\ V. Real 38 .0 3.8
(Tab. Al). Braganga 11.63 .0 1.8
Este valor actual contrasta bastante com as Aveiro 2 .G 2
i L ) Viseu 3.7 .0 3.7
dreas potencias para esta espécie, que poderdo atin- | Guarda 63 1.2 2.5
. Coimbra 5 .0 5
gir os 50000 ha. C. Branco 1.4 3 1.7
P % Pontale 1.4 A 1.
Na Tabela A2, esta indicada a produgdo de cas- | g, are 5 g
tanha e os valores do comércio externo no periodo TOTAL 297 24 -
de 1980 a 1987 no Continente. Da sua analise, tor-
Fonte: Direcgio Geral das Florestas, 1989,

na-se evidente o continuo decréscimo na produgio \ —

e a importante procura externa de castanha que
levou, em 1988, & quase total exportagio da producao e a que correspondeu uma entra-
da de divisas superior a um milhdo de contos. Daqui se deduz o acentuado valor cres-

cente deste fruto.



Os paises da Comunidade, para
a série de anos analisada, tém vindo
a aumentar as importagSes de casta-
nha com origem em Portugal (Tab.
A3). E hoje aceite que a exportacio de
castanha, quer para consumo em espé-
cie, quer de castanha congelada, tem
boas perspectivas, dadas as previstes

de aumento do consumo ne mercado

comunitario, e devido ao facto de as

suas importagfes terem como origem

L

Tabela A2. Produgio e valores do comércio exlerno ds
castanha no Continente.

Ancs  Produggo Importagéo Exportacac
ton ton 10%s¢  {on 10%sc

1980 20224 - - 6149 232018
1981 18200 2946 147605
1982 17290 - - 4571 344880
1983 18846 - 4009 312146
1084 17901 - - 4274 378827
1985 17005 - - 6484 588404
1986 16325 - - 522t 603839
1987 18000 48 4122 8568 737924
1988 14500 3 76 12200 1083978

Fonte: INE, Estatisticas Agricolas

vy

principal os estados membros, o que podera fun-

cionar como um incentivo ao desenvolvimento do sector no pais.

Os operadores comerciais a

7

de exportagbes,

Tabela A3. Castanha exporiada para a CEE, em % do total

o

nivel mundial e especialimente a ni-

vel da Comunidade, referem-se a

Anos 1980 1981 1982 1983 1984 1985

1986 1987

noessa castanha como sendo de ex-

% 31.1

286 207 459 456 638 318 777

Fonte: INE, Estatisticas do Comércio Externo
A

celente qualidade, o que tem bene-

ficiado a sua procura e cotagdo e,

estima-se que 50000 ton ndo chega-

riam para satisfazer a procura. Ora a obtengdo deste quantitativo niio se coaduna com os

sistemas de produgdoe tradicional. Assim, ¢ fundamental actuar em dois sentidos:

1) revalorizar os antigos soutos,

com baixas produgdes, quer
através da sua transformacio
em manchas produtoras de ma-
deira quando, devido ao isola-
mento ou condigdes topografi-
cas, ndo seja possivel rentabili-
zar a produgdo de fruto, quer
através do recurso a enxertia
como processo de rejuvenesci-
mento;

i)

ao nivel das novas plantagoes,

~

[ Tabela A4. Importagac e exportagio de madeira de
castanheiro.
Anos Imporacaa Exportacao

Ton 10%sc Ton 10%sc

j980 - - f~ - *
1981 ® - * *
1982 * ) * )
1983 6524 99392 1 27
1984 111786 168548 25 486
1985 17034 320767 - -
1986 35900 725590 - .
1987 49230 1056730 1 220
1988 57732 1296595 387 7341
1989** 54374 1332286 70 858
* nao era individualizade " provisério

] Fonte: INE, Estatlsticas do Comércio Externc.

promover a selecdo e produgéo de material vegetal, variedades e porta-en-

xertos e aplicar novas técnicas de implantagiio e conducio.



Em relagdo & produgdo de madeira, de acordo com as fontes estatisticas disponiveis,
ndo foi possivel obter dados relativos da produgdo, pelo que apenas se apresentam na
Tabela A4, dados relativos & exportagio e importagio de madeira de castanheiro nos Gltimos
dez anos, sendo de registar o crescente aumento nas importacdes e o pouce significado

que tém as nossas exportagdes.

1.3 - Principais doengas

Apesar de estarem identificadas vérias doengas no castanheiro, algumas comuns a
outras espécies, tais como a ferrugem alaranjada do entrecasco do sobreiro, causada pela
Endolhiella gyrosa Sacc., o carvéo do entrecasco do sobreiro, causado pela Nunmmularia re-
gia (De Not) Sacc., a podriddo branca das raizes, causada pela Rosellinia necatrix (Hart.)
Berl,, a seca das folhas do castanheiro, causada pela Phleospora castanicola (Desm.) Sacc.,
sobressaem pela sua importancia, devido a um certo cardcter epidémico em determina-
dos paises, o chamado cancro do castanheiro, causado pelo fungo Cryphonectria parasitica
(Murrill) Barr (Endothin parasitica) e a doenga da tinta provocada pelos fungos Pliythophto-
ra cinnamomi Rands e P. cambivora (Petri) Buis.

A C. parasitica foi responsavel pelo quase total desaparecimento do castanheiro ame-
ricano (Castanea dentata) dos Estados Unidos durante o final do século passado e principio
deste, onde em pouce mais de 50 anos uma éarea superior a 40 milhdes de hectares foi
completamente dizimada, tendo sido introduzida na Europa provavelmente no final da
1* Guerra Mundial. Em Itdlia fez importantes estragos na regido de Campanil e de Pié-
mont, apos o que foi perdendo todo o seu cardcter de viruléncia como consequéncia do
aparecimento dum fenémeno curioso, a hipoviruléncia exclusiva contagiosa (Grente, 1975a).
Em Franga ¢ detectada depois da 22 Guerra Mundial, mais tarde em Espanha e, em Por-
tugal, identificou-se em 1989 um primeiro foco infeccioso na regido de Braga.

Quanto & doenga da tinta é, sem diivida, a que tem causado maiores prejuizos a
nivel do continente europeu e, em Portugal, ela é ndo s6 responsavel pela drdstica redu-
¢ao da area de cultura (Fernandes, 1966) como também pelo estrangulamento na expan-
sdo desta espécie, ja que a Castanea sativa ndo apresenta imunidade aos fungos causado-
res desta doenga.

O sistema radicular é o local escoihido para iniciar o ataque (Grente, 1975b), come-
¢ando pelas extremidades das radiculas e progredindo em direcgao ao colo, atacando pro-
gressivamente a casca das raizes de didmetro cada vez maior acabando por atacar a base
do tronco. As lesGes consistem numa destruigio do c¢imbio, pelo que o crescimento em

didmetro para. Como resultado surge o fendilhamente da casca e consequente perda dos



translocados floémicos o que torna impossivel o fornecimento de nutrientes a parte aérea
da planta, o que se traduz por um emurchecimento e morte progressiva das extremida-
des da copa.

A primeira sintomatologia é o porte pendente das folhas do cume, tornando-se a
silhueta da arvore muito caracteristica: os ouricos das extremidades dos ramos nio sao
tapados pelas folhas destacando-se facilmente no céu como fundo. De seguida as folhas
amarelecem, podendo cair prematuramente ou ficando fortemente agarradas aos ramos,
tal como os ourigos, durante o perfodo Outono/Primavera, evoluindo a doenga ao longo
de varios anos e muito de acordo com as caracteristicas climaticas anuais (Grente, 1975b).

Um aspecto a referir, é que a doenga da tinta s6 muito raramente aparece em cas-
tanheiros de exploragdo florestal em sistema de talhadia. Uma explicagio possivel para
tal facto tem a ver com o vigoroso rebentamento na base do tronco que se regista com
este sistema de exploragiio, e que induz uma rapida e intensa formacio de rafzes. Esta-
belece-se entdo uma competigio entre o poder destruidor dos fungos e o poder de rege-
neragao do tronco através da formagdo de novos rebentos e, em condicdes naturais, a vitéria
val para a arvore (Grente, 1975b).

Este facto testemunha uma indicagdo de como o parasitismo da Phytophthora sp. esta
de certo modo condicienado por factores que o favorecem ou inibem.

Para além destas influéncias do sistema de exploragio e das condicdes ambientats,
tambeém pela analise do mecanismo genético da resisténcia a estes fungos, tem sido possivel
extrair preciosas indicagdes. Assim se comegou'a trabalhar no sentido de seleccionar porta-
enxertos ¢/ou produtores directos resistentes a doenca. Segundo Grente (1975b), duas es-

tratégias podem e devem ser desenvolvidas em simultaneo:

i) identificacio e selecgdo de arvores que localizadas em zona de forte contami-
nagéo, tenham resistido aos ataques da doenga durante dezenas de anos, sendo
entdo prova de uma resisténcia natural, nas condi¢des onde se encontravam.
A ideta de multiplicar vegetativamente este material, com conslituigio de campos
de pés-mdes, encontra assim uma forte base de apoio;

ii) constante e permanente identificagio de novos gendtipos com indexagem sis-
tematica a prova de resisténcia a doenca por inoculagio, o que dé resultados

rapidos.

Para alem destas metodologias torna-se também imperioso pensar em proteger, den-
tro do possivel, as plantacdes existentes, e dentro deste dominio as investigactes sobre

os efeitos protectores de micorrizas tém demonstrado resultados bastante prometedores,
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permitindo jd conhecer alguns mecanismos de acgio, dos quais se podem citar (Grente,
1975b):

i) 0 manto do micélio que envolve a raiz micorrizada, e que constitui um novo
tecido, pode-se apresentar como uma barreira mecinica contra a infeccio;

ii) o fungo micorrizico pode segregar determinadas substincias com efeito anti-
bidtico, ou influenciar a prépria microflora das raizes, no sentido de favorecer
um antagonisme, ou mesmo a producdo de substincias téxicas para o parasi-
ta;

iii) a simbiose com o fungo pode alterar 0 metabolismo da planta, por exemplo,

promovendo a sintese de cerlas substancias de acgio fungicida.

Uma outra razdo para continuar as pesquisas nesta drea da micorrizagio, prende-se
com a possibilidade de produgdo de cogumelos comestiveis ou oulros, podendo assim

dar um rendimento acrescido aos proprietdrios de soutos e castingais.

1.4 - Técnicas convencionais de propagacio clonal

A propagagdo assexual, mecanismo de reprodugdo a partir de estruturas vegetati-
vas da planta progenitora ¢ possivel, porque qualquer célula vegetal contém teda a in-
formagdo genética necessaria para regenerar uma planta completa, sendo esta caracteristica
peculiar das celulas vegetais, conhecida por totipoténcia celular. Esta reproducio vegela-
tiva pode dar-se por formacdo de rebentos e raizes adventicias, ou pela unifio de partes
vegetativas, isto €, por enxertia.

Podem-se enumerar seis principais razdes que justificam a ulilizagdo destas meto-

dologias para a propagagio de plantas:

i) manutengae de clones. A propagagio vegetativa faz uso exclusivo de divisdes
mitdticas, onde a divisdo do material genético & feito de uma forma equacio-
nal para as células filhas; como tal, estd garantida a uniformidade genolipica
da descendéncia a qual se da o nome de clone (Shull, 1912; Stern, 1943). Este
processo € de particular importancia para as espécies floro-horto-fruticolas, as
quais siio fortemente heterozigéticas, pelo que as caracteristicas de interesse
econdmico seriam perdidas de imediato se fossem propagadas por semente;

ii) propagacio de plantas sem semente. E o tinico processo de propagar espécies

que ndo produzem semente vidvel, tal como acontece com algumas varieda-
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des e/ou cultivares de bananeira, figueira, laranjeira e videira;

iti) evitar longos periodos de juvenilidade. Plantas que crescem de semente, em
particular lenhosas e herbaceas perenes, apresentam normalmente um longo
periodo de juvenilidade, no qual ndo ocorre floragio. Uma vez atingida a fase
de floracdo, ela passa a ocorrer regularmente. A propagagiio vegetativa retém
esta capacidade de floragdo ¢ diminui significativamente esta fase juvenil sem
floracio;

iv) condugdo na forma de crescimento. Durante a fase juvenil as plantas apre-
sentam, normalmente, diferentes padrées de crescimento, o que pode ser par-
cialmente orientado pela propagacio vegetativa;

v) cruzamentos inter e intra-especificos. A possibilidade de proceder a cruzamen-
tos deste tipo, que por via sexual sdo muitas vezes impossibilitados por me-
canismos de incompatibilidade, torna este processo de reprodugio extraordi-
nariamente importante sob o ponto de vista do melhoramento;

vi) econbmicas. Em geral, a propagacdo vegetativa em larga escala, nio & mais
economica quando comparada com a propagagio por semente, mas a sua uti-
lizagdo € justificada pela superior qualidade do material vegetal obtido. No
entanto, é de notar que a propagacdo vegetativa reduz grandemente a fase de

juvenilidade e como tal, o tempo de entrada em produgio.

Para o castanheiro, a manutengdo das caracteristicas genotipicas (manutencio clo-
nal), a redugdo do perfodo de juvenilidade, o controle no crescimento da planta, os cru-
zamentos inter e intra-especificos e, finalmente, os aspectos econémicos que atrds foram
enumerados, sdo factores determinantes para que a propagagdo desta espécie para a
producdo de fruto seja por via vegetativa. Mas também sob o ponto de vista de apro-
veitamento do lenho as metodologias de propagagio vegetativa 1&m pbtenciais vantagens
sobre a propagacdo por semente.

E opinifio generalizada desde ha muitos anos, de que o castanheiro é uma espécie
de dificil enraizamento, o que significa que o enraizamento por estacas, métode mais
produtivo sob o ponto de vista de propagagdo vegetativa ¢ com base nos trabalhos
publicados, de realizacio dificil e economicamente invidvel. Fracassos obtidos com a uti-
lizagio desta técnica foram sucessivamente citados por Urquijo (1952), Schad et al. (1952)
e Vieitez (1952). Areses e Vieitez (1970) verificaram que as estacas de castanheiro adulto
contém inibidores de crescimento, detectados pelo teste do coledptilo da aveia, e inibido-

res do processo de enraizamento, pelo que estes dois grupos de substancias quimicas devem
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desempenhar um pape! determinante na {raca capacidade rizogénica do castanheiro (Viei-
tez, 1981).

Jaynes e Messner (1967), descreveram metodologias para enraizamento de estacas
com algum sucesso, utilizando estacas de rebentos basais, mas a forte variacio interclo-
nal que se registou na capacidade de enraizamento e de sobrevivéncia, tornam estas
metodologias pouco praticiveis em larga escala, isto &, apesar da taxa de enraizamento
ser elevada, a capacidade de sobrevivéncia ao primeiro inverno pode ser muito baixa (Jaynes,
1976).

Face as dificuldades surgidas, tentaram-se outros métodos de propagagao assexual,
sem no entanto ter sido ainda possivel eleger um método verdadeiramente eficaz. Urqui-
jo (1946) tentou, embora sem qualquer &xito, o “air-layering” e, apesar de se ter conse-
guido a indugdo de rizogénese mediante a aplicagdo de vérias auxinas (Vieitez, 1961, 1963),
este processo depende em muito do tpo e idade do ramo.

Em rela¢do as técnicas convencionais de enxertia, nas suas diferentes variantes, elas
tém sido utilizadas com relativo éxito (Shafer, 1966), sendo a incompatibilidade entre cavalo
e garfo uma das principais preocupagdes em tais metodologias. Moore (1963), introduziu
a enxertia em castanha germinada, e 05 seus estudos serviram de base para se ensaia-
rem novos métodos de enxertia em cavalos juvenis {Jaynes e Messner, 1967; Park, 1967,
1968, 1969) e em hipocdtilos (Vieitez e Vieitez, 1981b).

O método mais utilizado para a propagagio vegetativa de gendlipos seleccionados,
tem sido a amontda. Foi usado pela primeira vez em Franga, por Schad et af. (1952), com
anithamento dos rebentos e posteriormente em Espanha por Vieitez (1955), com aplica-
cdo de auxinas, em Portugal por Fernandes (1972), que utilizou o anilhamento e a apli-
cagdo de auxinas em simultdnec, e na Suica por Bazzigher ef al. (1982),

Esta técnica permite obter plantas enraizadas e com manutencio fenotipica da plan-
ta mae. A aptidao de enraizamento varia de acordo com as espécies e tas_}nbém entre clones.
As plantas destinadas 3 amontda s3o dispostas em condicdes normais de plantagdo. As
plantas sdo depois decepadas a 10-15 cm do solo ou do ponto de enxertia, no caso de
plantas enxertadas, sendo neste caso importante controlar os rebentos do 'porta—enxerto.
Para a execugio da amentda é mais importante o estado fisiolégico dos rebentos do que
a sua espessura, pelo que se devem preparar no seu estado herbacea, para que 0s resul-
tados sejam melhores. Este estado decorre entre finais de Maio e principios de Junho. As
operagdes consistem em retirar as folhas até 20 cm de altura, pincelar com uma auxina,
e colocar na base do rebento um arame fino, que nao devera ficar a exercer pressdo sobre
o rebento, e isto para que o estrangulamento se dé de uma forma progressiva & medida

que o ramo engrossa, devendo ter o cuidado de deixar dois a trés rebentos como "respi-



radores". Em seguida cobre-se
com terra e a recolha dos reben-
tos pode-se iniciar quando da
queda das folhas em Novem-
bro/Dezembro (Fig. A2), deven-
do os rebentos enraizados per-
manecer 1 a 2 anos em viveiro
antes de serem instalados em
locais definitivos.

Em relagdo a enxertia ela
é praticada sobre porta-enxertos
seminais, rebentos de talhadia,
ou sobre arvores ja produtoras
quando se pretende reconversio
do souto. As técnicas de enxer-
tia utilizadas variam de acordo
com a época do ano em que se
pretende executar tal operagio,
mas as mais utilizadas em vivei-
10, e sobre plantas seminais de

um ano sdo, a fenda simples e

a inglesa e a enxertia em bor-

e TR LN e i

bulha, com ou sem tecido asso- Fig. A2. Rebentos de castanheiro obtidos por amontda
ciado. Enxertias sobre individuos adultos, j& em pomar, sio geralmente em fenda ou em

coroa, mas também de borbulha.

2. Programas de melhoramento genético

Quando se pretende planificar programas de melhoramento genético para o casta-
nheiro, eles terdo que ter em conta uma dupla finalidade: melhoramento das caracteristicas
culturais sob o ponto de vista da producdo de fruto e de lenho, e a obtencio de material
vegetal resistente as doencas.

Sem duvida que o segundo objectivo é nesta fase prioritario, ja que em relacio a
qualidade e quantidade de fruto podemos afirmar que as nossas variedades sio susceptiveis
de fornecer toda uma gama de variabilidade capaz de as adaptar as diferentes condicdes

edafo-climdticas, bem como no que diz respeito & possibilidade de fruto para transforma-
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¢do industrial, quanto & qualidade do lenho, a selecgio de drvores elite permitird tam-
bém dispdr de material vegetativo em abundéncia.

Ja em relagdo ao segundo objectivo, obtencio de material vegetal resistente, as so-
lugdes tém-se mostrado bem mais complicadas. Uma primeira medida foi a utilizacdo de
espécies exoticas, a C. molissima e a C. crenata portadoras de genes de resisténcia a doen-
¢a da tinta, mas cedo se verificou que estas duas espécies eram bem mais exigentes sob
o ponto de vista edafo-climético (Fernandes, 1953). Na produgio de fruto, tentou-se a uti-
lizagdo destas espécies como porta-enxertos para as nossas variedades, no entanto tam-
bém rapidamente se verificou uma grande incompatibilidade, pelo que esta via foi tam-
bém abandonada.

Assim, em Portugal, tal como em outros paises europeus, em face da resisténcia
quase nula da C. safiva a doenga da tinta, recorreu-se a hibridagao desta espécie com espécies
exodticas, em especial a C. crenata, como portadoras de genes de resisténcia. Os objectivos
pretendidos eram comuns a qualquer programa de hibridagdo, isto ¢, conseguir reunir
num individuo caracteristicas importantes que se encontram dispersas pelos seus proge-
nitores e, eventualmente, obter o chamado vigor hibrido ou heterosis.

Para conseguir tais objectivos, a metodologia mais indicada seria a que permitisse
transmitir os genes de resisténcia que possuem os castanheiros ex6ticos para o castanhei-
ro europeu. Para isso executaram-se retrocruzamentos sucessivos a fim de aumentar a in-
corporacdo de genes do progenitor recorrente, bem como os genes de caracteristicas
importantes do dador. Um detalhado programa de melhoramento, mas neste caso para a
incorporagdo de genes de resisténcia & C. parasitica no castanheiro americano, é apresen-
tado por Burnham (1986, 1988) e ilustra de uma forma muito concisa as diferentes fases
de programas deste tipo.

Ha no entanto que fazer referéncia a um aspecto importante nestes programas de
melhoramento e que tem a ver com a [inalidade da utilizacio das arvores, ou seja, para
a produgao de fruto ou para a produgdo de madeira. ¢
Em relagdo a sua exploragdo florestal, segundo Gomes (1982), a aplicagao dos re-

sultados obtidos nestes cruzamentos deveria desenvolver-se segundo duas vias:

1) constituigio de povoamentos por via agdmica com base nos melhores clones,
desde que 0 enraizamento de propagulos proparcionasse ficil e rapida multi-
plicagdo, o que ndo acontece;

i) a partir dos melhores clones e com uma base genética ampla, constituir pomares

produtores de semente para a instalagdo de povoamentos por via seminal,
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Para a producdo de fruto a estratégia tera que passar numa primeira fase, pela uti-
lizagdo dos clones de C. sativa e hibridos considerados resistentes e que & partida pode-
rao garantir uma melhor afinidade para com as variedades portuguesas. Segundo Gomes
(1988), existem pelo menos 20 clones de C. sativa considerados resistentes. Em termos futuros
e no sentido de aumentar a "pool” genética, deverdo desenvolver-se polinizacdes contro-
ladas com cruzamentos entre clones de C. sativa considerados resistentes, entre clones
hibridos e retrocruzamentos da populagdo hibrida com os clones de C. sativa (Gomes, 1988),
devendo as novas plantas ser testadas, 0 que vem de encontro aos pressupostos de Grente
ja referidos.

Mas s6 a possibilidade de multiplicar em larga escala os individuos seleccionados,
permitird o desenvolvimento e concretizagao destes programas. Contudo, a quase total
autoesterilidade do castanheiro, ndo permite a obtengdo de linhas com gendtipo esldvel,
pelo que a multiplicagdo vegetativa é a Unica via a explorar.

Em relagdo as metodologias classicas de propagagiio vegetativa possiveis de serem
utilizadas neste género, as suas deficiéncias e dificuldades ja referidas, nao tém permiti-
do responder de uma forma positiva, tornando-se assim num importante estrangulamen-
to, tendo as modernas biotecnologias que fazem uso da cultura de tecidos vegetais in vi-
tro aplicadas a propagagdo de plantas, demonstrados jd, serem possuidoras de enorme

potencial, capazes de serem alternativa eficaz as metodologias cldssicas.

II. A CULTURA DE TECIDOS VEGETAIS IN VITRO

1. Aspectos historicos

Os principios fundamentais que suportam a possibilidade de cultivar tecidos vege-
tais em condicdes artificiais, estdo contidos no conceito de totipoténcia celular. De facto,
a célula vegetal tem capacidade de autonomia e, como tal, capacidade de regenerar até
se obter uma nova planta completa. Se isto era ébvio para o caso de esporos e zigotos,
ja o mesmo ndo era para o caso de células somdticas.

A primeira tentativa de cultivar células e/ou tecidos vegetais, surgiu com Haber-
landt em 1902. Embora ndo tenha sido bem sucedido, este investigador é hoje considera-
do como ¢ fundador da cultura de tecidos vegetais em meios de cultura artificiais. Entre

1907 e 1927 varios botanicos, alguns alunos de Haberlandt, referenciaram tentativas para
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fazerem crescer células adultas, mas todas elas sem grande sucesso (Gautheret, 1982), ao
contrario dos éxitos que se obtinham na drea da cultura de tecidos animais.

Em 1927 Went, conseguia isolar a primeira substancia de natureza auxinica, as quais
promovem crescimento celular. Quimicamente verificou-se que se tratava do 4cido 3-indol
acético, substancia esta que ji havia sido descoberta e isolada hd vérios anos atrds por
Salkowski, em 1885. Logo que se comegaram a verificar os efeitos desta substincia nos
tecidos vegetais, trés autores, White, Nobécourt e Cautheret publicam, em 1939, indepen-
dentemente, resultados obtidos no éxito de cultura de tecidos vegetais in vitro, por lon-
gos periodos de tempo, sendo estes trabalhos considerados como pioneiros. Desde entao
que o ritmo das descobertas foi sendo cada vez maior. A utilizagio de novas substin-
cias, como o leite de coco, proporcionou um novo incremento, permitindo inclusivé a cultura
de embrides de monocotiledéneas, bem como elevadas taxas de proliferagio celular em
tecidos de cencura (Caplin e Steward, 1948). Em 1955, Miller, Skoog e colaboradores con-
seguem isolar e identificar a substdncia constituinte do leite de coco e que tio extraor-
dindrios resultados estava a permitir obter, a qual foi dado o nome de cinetina (Miiler et
al., 1955, 1955a)

Os numerosns ensaios de associacdo de auxinas com citocininas e a apresentacdo
de novas formulagdes nutritivas cada vez mais adaptadas as necessidades fisiolégicas das
células vegetais propostas, entre outros, por Heller (1953), Murashige e Skoog (1962), White
(1963), Gamborg et al. (1968), Schenk e Hildebrandt (1972) e Greshoff e Doy (1972), per-
mitiram que uma cada vez maior diversidade de células, tecidos e érgios pertencentes a
diferentes espécies fossem possiveis de estabelecer in vitro.

Estas técnicas foram rapidamente aplicadas a estudos de morfogénese, permitindo
a comparagao do desenvolvimento da estrutura da planta obtida in vitro com o da plan-
ta crescendo em ambiente natural e, como tal, significativos acréscimos do conhecimento
nas areas de histogénese e organogénese. Com base nestes estudos cedo se verificaram
as potencialidades destes sistemas de regeneragio in wvitre na pmpaéagéo de plantas, o
que mais tarde se viria a chamar de micropropagacio ou propagacgic in vitro. A sua
primeira aplicagio com grande sucesso foi feita por Morel (1960, 1964) para a obtencio
de plantas isentas de virus e propagagdo clonal de orquideas.

Em 1950 surgia um trabalho pioneiro, apresentado por Levine, onde se refere pela
primeira vez a obtencdo de embrides somaticos a partir de culturas de calli de cenoura,
surgindo com ele a possibilidade da confirmacao definitiva da totipoténcia celular, Qutra
area em que a utilizagdo dos sistemas de cultura de tecidos comegava a ganhar impor-
tancia era a da genética e melhoramento vegetal. Assim, varias foram sendo as referén-

cias de &xitos, tais como, diferenciagio em embrides somaticos hapldides (Guha e Mahes-



17

wari, 1964) com a consequente regeneracio de plantas completas (Bourgein e Nitsch, 1967)
e a integragio de DNA estranho por células vegetais (Ledoux, 1965). A obtencio de
protoplastos por accdo de sistemas enzimdticos e a sua relativa facilidade em serem
cultivades em meios sintéticos, com reaquisicdo da capacidade meristemdtica permitiu a
Takabe, Labibe e Melchers (1971) obterem as primeiras plantas regeneradas a partir de
protoplastos, e o seu posterior uso em sistemas de hibridacio somatica, estando assim
ultrapassada a barreira da incompatibilidade sexual imposta pela natureza. Ainda na drea
do melhoramento, foi reconhecido o potencial das metodologias de cultura de tecidos na
obtencdo de variabilidade genética, e o termo variagdo somaclonal, foi introduzido por
Larkin e Scowcroft em 1981. Como tltimos éxitos, estdo a obtengdo de plantas transfor-
madas a partir da incorporagdo de genes estranhos via vectores (Murai ef al., 1983; Horsch
et al., 1984; Klee et al., 1987).

2. Sistemas de cultura de tecidos e suas aplicagdes

Desde o inicio da utilizagdo das metodologias de cultura de tecidos vegetais in vi-
tro, que foram facilmente constatadas as enormes vantagens e potencialidades destes sis-
temas para o estudo e compreensio de mecanismos fisiologicos do mundo vegetal, de
tal forma que hoje em dia, a sua aplicagdo estd alargada a campos tdo distintos como a
bioclogia celular, fisiologia, genética, fitopatologia, agricultura, horticultura, silvicultura e
industria.

Foi com base na utlizagdo dos diferentes sistemas de cultura de tecidos que foi possivel
aprofundar e obter novas linhas de investigacdo. Assim, as culturas de calli, que podem
ser obtidas quer directamente dos explants iniciais, quer de células ji em cultura, sdo hoje
utilizadas como excelentes meios para obtengdo de organogénese indirecta (Reinert e Bajaj,
1977, Amumirato, 1983; Evans ef al., 1983; George e Sherrington, 198'i1; Pierik, 1987), de
rebentamento adventicio, quer por embriogénese somdtica quer por cultura de células em
suspensao (George e Sherrington, 1984); sdo um extraordindrio meio no campo do me-
lhoramento, através da obtencio de variabilidade somaclonal (Sibi, 1976; Oono, 1981; Dulieu
e Barbier, 1982; Ahuja, 1987), tendo ainda aplicagdo no campo da fisiologia (Reinert e Bajaj,
1977}, patologia (Ingram, 1977) e criopreservagao (Finkle e Ulrich, 1983).

.. A cultura de células em suspensdo, ¢ hoje utilizada para a produgio de metaboli-
tos primarios e secundarios (Tabata et al., 1979 e Crocomo et al., 1981) de grande aplica-
Gao industrial; é, teoricamente, um extraordinario sistema para propagagio de plantas em

larga escala; no campo da fisiologia permitiu estudar o comportamento da célula isolada,
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sendo assim quebradas todas as interacgdes a nivel tecidular; no campo da patologia tornou
possivel o estudo da interacgio parasita/célula ao nivel da accio de toxinas nas mems-
branas e organitos, em ambiente controlado e livre de qualquer outro contaminante (Ingram,
1877).

A cultura de protoplastos tem permitido uma elucidacio na especificidade e modo
de accao de fungos e bactérias no metabolismo celular, em particular, nas bases genéli-
cas da resposta de resisténcia ou de susceptibilidade das plantas a um factor especifico
(Ingram, 1977), ja que a parede celular, que por vezes pode ser impeditiva dessa relagio,
estd ausente, o que se torna de grande importancia na relagio célula/virus. Estes siste-
mas tém permitido ainda significativos avangos no campo da genética e melhoramento
(Handro, 1981; Gamborg et al, 1981; Takabe et al,, 1971}, ja que por fusio & possivel a
obtenc@o de hibridos somaticos, com a consequente supressao de barreiras de incompati-
bilidade sexual, permitindo a obten¢do de novas espécies alopldides, sua utilizacdo como
pontes genéticas, aproveitamento da assimetria produzida por incompatibilidade somatica,
bem como possibilidade de induzir artificialmente essa assimetria. Os sistemas de proto-
plastos constituem ainda um éptimo sistema para aplicagao da tecnologia de DNA re-
combinante e consequente obtengdo de plantas transformadas (Ohyama, 1983; Sederof et
al, 1987; Lindsey e Jones, 1989).

A cultura de anteras e/ou grios de polen, tem sido um sistema utilizado, cada vez
com maior éxito, para a producio de linhas homozigdticas por duplos hapléides, e mesmo
para a obtengao de plantas hapléides por androgénese, com grande aplicagiio em progra-
mas de melhoramento (Nitsch, 1981; Bajaj, 1983).

Todos os sistemas atrds referidos podem ser considerados como sistemas de cultu-
ra desorganizados (George e Sherrington, 1984), j4 que em todos eles as células passam
por uma fase de desdiferenciagdo, aumentando o volume tecidular com total auséncia de
estruturas organizadas ¢ contendo apenas um limitado nimero de diferentes células es-
pecializadas. Ao contrdrio, os sistemas de cultura organizados, baseiam-se na continui-
dade do crescimento e preservacdo das estruturas histoldgicas jd existentes, dependendo
exclusivamente do tipo de estrutura em cultura e do tipo de pré-determinagio genética
que as células receberam (George e Sherrington, 1984), ou quando tais estruturas sio
formadas de nove a partir de tecidos desorganizados, processo designado por organogé-
nese.

Dentro deste dmbito devemos referir a cultura de embrides, que tem permitido ul-
trapassar problemas de dorméncia de sementes ou de incompatibilidade pré ou pos-zigética,
permitindo ainda a aquisi¢do de conhecimentos sobre processos fisioldgicos e morfolégicos

no desenvolvimento de embrides vegetais (Pierik, 1987; Yeung e Thorpe, 1981). Tém ainda
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sido utilizados como explants iniciais para a obtengdo de culturas de calli com competén-
cia embriogénica (Vieitez et al., 1990; Gingas e Lineberger, 1989).

A cultura de 6rgdos determinados, isto é, que estdo destinados a possuir um ta-
manho e forma definidos, tais como folhas, flores e frutos, tém permitido o estudo de
efeitos de reguladores de crescimento no desenvolvimento destes 6rgdos, mas é, sem diivida,
a cultura de 6rgdos com crescimento indeterminado, isto é, cujo crescimento é potencial-
mente ilimitado, tais como tecidos meristernaticos apicais de caules ou de raizes, que maior
aplicacdo e impacto tem provocado na propagacdo vegetativa.

No caso de raizes, a descoberta de que elas podiam crescer em condigdes assépti-
cas e isoladas (White, 1934), constituiu o primeiro passo no desenvolvimento das meto-
dologias de cultura de tecidos e, desde entdo para ca, tem contribuido para estudos de
fisiologia e metabolismo de aminodcidos, bem como nos processos de ramificacdo, de
assoctagdo micorrizica (Rhodes, 1983), sistemas de nodulacio com fixadores de azoto e
outros simbiontes e ainda, para estudos de interacgio entre raizes ¢ organismos patogé-
nicos, tais como fungos e nematodes (Ingram, 1977).

De especial importancia se reveste a utilizagio de meristemas e dpices caulinares,
ja que sdo o sistema até hoje mais utilizado na propagagio vegetativa, e isto, porque apesar
de todos os sistemas ja referidos permilirem a regeneragdo de plantas completas, a pro-
pagagdo in vitre por gomos apicais e/ou axilares apresenta os mais baixos niveis de
variabilidade genética, garantindo assim uma elevada manutencdo da estabilidade genotipica
e, consequentemente, fenotipica, dos individuos assim obtidos, embora as taxas de mul-
tiplicagdo sejam, em geral, inferiores aos sistemas que fazem uso de culturas desorgani-
zadas.

Dois tipos de cultura tém sido utilizados, dependendo do tamanho do explant ini-
cial. Assim, a cultura de meristemas, que consiste na ulilizagio da extremidade do apice,
constituido exclusivamente por células meristematicas, com dimenséoéentre 0.2 e 1 mm,
e de grande aplicagio na obtengdo de plantas isentas de virus (Skirvin, 1981; Boxus e
Druart, 1986), e a cultura de dpices caulinares, que consiste na utilizag&o de explants iniciais
com dimensdes que podem ir até aos 10 mm de comprimento, tém constituido dois
extraordinarios metodos de propagacio de plantas. Se as condicdes de cultivo forem as
indicadas para a espécie, ambos os tipos de cultura vao permitir o desenvolvimento de
pequenos rebentos. Com tratamentos apropriados, os rebentos assim obtidos podem ser
induzidos a desenvolver raizes, concluindo-se a obten¢do da planta completa, ou podem
ser utilizados como fonte de obtengéio de explants secunddrios, para assim aumentar o
niimero de rebentos disponiveis para enraizamento e posterior aclimatagio. As culturas

de meristemas e gomos axilares sdo hoje também utilizadas para desenvolver sistemas
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experimentais de criopreservaciio (Kartha, 1981), com a consequente formagio de bancos

de germoplasma.

2.1 - A micropropagacio

De acordo com a terminologia proposta pela Associagio Internacional de Cullura
de Tecidos, entende-se por micropropagagio ou propagagzo in vitre, a propagacio de plantas
em meios de cultura de formulagao definida, mantidas em ambiente artificial controlado,
utilizando contentores de pldstico ou vidro, com manipulagio em condi¢les assépticas
(IAPTC, 1985).

Foram os trabalhos de Murashige (1974) e posteriormente de Debergh e Maene (1981)
que estabeleceram os principios gerais de um sistema de micropropagacio, tendo sido

definidas cinco fases:

Fase (0: Selecgdo da planta mie e preparagio do explant.
Envolve toda a fase de manipulagdes do material vegetal, desde a recolha
até ao estabelecimento in vitro. Nesta fase incluem-se os pré-tratamentos do
material vegetal e sistemas de desinfeccdo, tornando-se fundamental o con-
trole de factores como a idade e estado fisiolégico da planta mae, idade e

posicio do tecido ou Orgdo na planta e constitui¢io genética, entre cutros.

Fase 1: Estabelecimento de uma cultura asséplica.
Inclui o isolamento do explant e sua colocagio em condigdes assépticas no

melo de cultura.

Fase 2: Fase de multiplicacdo.
De acordo com a metodologia utilizada o principal objectivoé:é conseguir pro-
pagar sem perda de estabilidade genética, tendo como factores mais impor-
tantes para o sucesso a formulagdo dos meios de cultura e as condigdes fisicas

do ambiente de crescimento.

Fase 3: Preparacdo para o crescimenio em ambiente natural.
Inchui a formacao de raizes adventicias, quer in vitro quer in vivo, podendo
haver necessidade de uma fase prévia de alongamento dos rebentos obti-
dos na fase 2.

Fase 4: Transferéncia para o ambiente natural.

Sdo determinantes nesta fase todo um conjunto de factores fisicos, tais como
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luz, humidade e temperatura, que devem ser alterados de forma gradual a

fim de permitir & planta a sua autosuficiéncia fotossintética.

Teoricamente sdo varios os métodos hoje disponiveis para desenvolver sistemas de
propagacao in vitro (Fig. A3). Dentro deles podemos referir os sistemas de rebentamento
axilar, utilizando como explant primério meristemas, dpices caulinares ou gomos nodais,
sistemas de organogénese e/ou embriogénese directa, isto ¢, directamente do explant e,
também, por organogénese e/ou embriogénese indirecta, isto ¢, passando por uma fase
de calli, podendo depois estes calli serem também utilizados para obtengio de culturas

de células em suspensdo e de protoplastos com posterior regeneracio da planta comple-
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Fig. A3. Principais metodos de micropropagagao. (Adaptade de George e Sherrington, 1984)

Bsles sistemas tém vindo a obter uma cada vez maior aplicagdo, quer em espécies
herbaceas, quer em espécies lenhosas e o facto de se assistir a uma cada vez maior uti-
lizagdo e aplicacio generalizada dos sistemas de propagagio em geral e de clonagem em
particular segundo metodologias in vitre, é testemunho mais do que suficiente para
demonstrar as intuneras vantagens potenciais. Dentro delas podemos referir (Pierik, 1987;

George e Sherrington, 1984):;
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i} a propagagdo in vitro € maijs rapida do que a propagagdo in vive;

ii) é possivel propagar algumas espécies in vitro as quais sdo dificeis ou mesmo
impossiveis de propagar in vivo;

iii) as culturas sdo iniciadas por explants de reduzidas dimens@es, bem como os
proprios propagulos de multiplicagéo, pelo que se conseguem obter niimeros
elevados de plantas em areas reduzidas;

iv) a propagagdo € executada em condigdes assépticas, livre de agentes patogéni-
cos;

v) utilizando metodologias apropriadas, nomeadamente a cultura de meristemas,
é possivel a obtengdo de plantas isentas de virus;

vi) como resultado do controle de varios factores, tais como, nutritivos, hormo-
nais e fisicos, o efeito das estagdes do ano pode ser eliminado e, como tal, a
producdo pode ser continua;

vil) a obtengdo de plantas enraizadas com o seu préprio sistema radicular torna
desnecessario, se for caso disso, o recurso a enxertia;

viii) as plantas nio necessitam de cuidados entre os subcultivos;

ix) para o melhorador é todo um campo de potenciais aplicagdes, permitindo a
obtengao de resultados que, pelos métodos cldssicos eram impossivels, ou de

obtengdo lenta e dificil.

Em relagao aos métodos disponiveis, fazemos referéncia especial ao sistema de pro-
pagacdo por rebentamento axilar, ja que foi o utilizado neste trabalho. Os explants para
iniciar este tipo de culturas podem ser apices caulinares ou gomos axilares, consistindo
de zonas merislematicas com um maior ou menor ntmero de primordios folheares, onde
existem meristemas de gomos axilares em formagdo. A utilizagio do meristema como
explant inicial estd reservada a metodologias que pretendem associar a erradicagio de
viroses. Ap6s uma primeira fase de crescimento dos rebentos, estes 50 depois utilizados
para fornecer explants para as fases de subcultivo sucessivas, que sdo colocados em meios
que induzem o desenvolvimento dos gomos axilares. Had no entanto que referir que,
eventualmente, nem todos os rebentos obtidos por este sistema sdo de origem axilar, pois
é possivel a formacdo de rebentos adventicios, quer directamente do explant e que com
ele estabelecem conexdes vasculares, quer indirectamente do callus que frequentemente se
forma ra base do explant (George e Sherrington, 1984), pelo que a origem precisa s6 pode
muitas vezes ser determinada por cuidadosos exames anatémicos. No entanto, em mui-
tos casos, os calli que se formam sdo do tipo semi-organizado e, como tal, com capaci-

dade de produzir planlas geneticamente estaveis (George e Sherrington, 1984). Assim, os
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explants de subcultivo deverdo ser, tanto quanto possivel, escolhidos dos rebentos de ori-
gem axilar, ou dos que com ele estabelecem conexdes vasculares, dai que, quando se pre-
tende manutencdo clonal se torne fundamental ajustar as concentragdes dos reguladores
de crescimento, para que ndo se registe a formagao de rebentos adventicios por organo-
geénese via calli, mesmo em prejuizo das taxas de multiplicagdo. Para conseguir tais ob-
jectivos a utiliza¢iio de elevadas concentragfes de certos reguladores de crescimento na
fase de multiplicagio, nomeadamente de citocininas, é de desaconsethar.

Varios sdo os factores que infuenciam o processo de formagio de novos rebentos e,

no caso do castanheiro, foram tidos em consideragdo os seguintes:

1) influéncia do niimero de subcultivos no processo de desenvolvimento das cul-
turas;

ii} necessidades varidveis de citocininas na fase de multiplicagdo de acordo com
o objectivo pretendido;

i) caracteristicas fisicas e qualitativas das formulagdes nutritivas, nomeadamente
concentragdo idnica total, balangos NH,*/NO, e K*/Ca** ¢ potencias osméticos;

iv) formagio de calli como resultado de elevadas concentragdes de citocininas.

v) possiveis diferencas de comportamento gendtipo dependentes.

Apés a fase de multiplicagdo torna-se necessdrio preparar os rebentos obtidos no
ambiente artificial e heterotréfico dos tubos de ensaio, para a sua sobrevivéncia em am-
bientes naturais e ja obrigatoriamente autotréficos. Esta fase, para além de envolver uma
fase de enraizamento, jd que sdo raros os casos em que a rizogénese ocorre simultanea-
mente com a multiplicagdo, envelve ainda toda uma série de alteragdes no comportamen-
to fisioldgico da jovem planta, nomeadamente o estimular da funcao fotossintética, ab-
sor¢ao de agua e outros nutrientes através do seu sistema radicular e resisténcia a desi-
dratagao e agentes patogénicos. E apesar dos muitos progressos ja obgﬁdos, a fase de en-
raizamento permanece como uma das mais dificeis na propagagio de espécies lenhosas
{(Németh, ‘198_6). As metodologias possiveis de utilizar para induzir rizogénese sdo basi-

camente duas:

1) os rebentos individualizados podem ser colocados directamente num substrato
de enraizamento natural, sob nebulizacio e elevada taxa de humidade, tendo
o processo de rizogénese sido previamente estimulado por imersio basal do
rebento em solugdes hormonais de concentracgio e em tempos variaveis de

acordo com as espécies, geralmente designado por enraizamento in vivo;
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ii) 0s propdgulos ou rebentos individualizados podem ser colocados em novo meio
de cultura sintético, esterilizado, com omissido de citocininas e incremento da
concentragao de auxinas e, em particular nas espécies lenheosas, com reducio

das concentragdes de macronutrientes do meio de cultura.

Esta dltima metodologia, de acordo com as espécies e mesmo clones, pode ser fa-
vorecida se for utilizado ou adicionado meio liquido, bem como utilizacio de dois tem-
pos na rizogénese, um de indugdo, com os rebentos ou propagulos em contacto com o
meio com auxinas durante periodo de tempo varidvel, e um de alongamento, por poste-
rior transferéncia para um meio livre de auxinas,

A fase de transplante e aclimatagio é, também, uma fase critica em todo o proces-
so. E isto porque um fraco desenvolvimento da cuticula das plantas, associado a um
deficiente funcionamento dos estomas, se tornam numa das principais causas de desidra-
tagdo nas primeiras horas de aclimatagio. Também as folhas, muito finas, sdo pouco
eficientes fotossinteticamente, j& que o seu meséfilo tem poucas e pequenas células a
constituir os parénquimas em paligada e grandes espacos intercelulares e as conexdes
vasculares entre o sistema caulinar e radicular sdo reduzidas, o que dificulta o transporte
de translocados xilémicos e floémicos. Para além destas causas, é sabido que muitos sistemas
radiculares desenvolvidos in vitro, nfo sio fisiologicamente activos, verificando-se que mais
de 50% destas raizes morrem imediatamente ou entio mantém-se durante a aclimatagao
sem produzir qualquer crescimento (McClelland et al.,, 1990).

Assim, todo o processo de transplante e aclimatagao deverd desenvolver-se de uma

forma gradual, e vdrios sdo os cuidados a ter presente, tais como:

i) os rebentos ji enraizados ou nido, devem ser bem lavados, para retirar todos
os vestigios de agar e tratados com um fungicida;

ii) 0 substrato a utilizar deverd ser previamente esterilizado;

lii) apés a transferéncia as plantas devem ser protegidas da desidratacio e de
elevadas intensidades luminosas através de nebulizacdo e ensombramento, onde
devem permanecer vérios dias até funcionamento do sistema radicular e
mecanismos fotossintéticos;

iv) uma vez estabelecidas, deverdo ser gradualmente sujeitas a redugio das taxas
de humidade ambiental € a acréscimos da intensidade luminosa, até condig¢des
ambientais naturais;

v) necessidade de prevenir ataques fiingicos.

Em relagdo a esta fase, muitos sdo ainda os progressos e os desenvolvimentos a es-

perar, ji que ela € uma fase relativamente cara e muito susceptivel de falhas, dai que os
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grandes laboratorios comerciais estejam constantemente a apresentar inovacdes que per-
mitam ndc s¢ uma maior eficacia dos tratamentos, como também uma progressiva auto-
matizacdo de todo o sisterna, por forma a diminuir os custos. Quando tal acontecer, o
preqo das plantas propagadas in vitro certamente que ird descer significativamente, o que

tornara estas metodologias economicamente rentaveis (Levin e Vasil, 1989).

3. A propagagdo de plantas lenhosas por cultivo in vitro

3.1 - Generalidades

Gautheret {1934) foi o primeiro investigador a conseguir cultivar com éxito tecidos
de plantas lenhosas, utilizando para isso tecidos cambiais de ulmeiro. Em 1940, conse-
guia obter diferenciagdo de gomos a partir desses mesmos tecidos. Dez anos mais tarde,
Ball (1950), consegue obter diferenciagio de gomos a partir de calli de Sequoia semperol-
rens e Winton, em 1968, refere pela primeira vez a obtengio de uma planta completa, a
partir de calli de Populus tremuloides tripléide. Foi entdo sendo progressivamente demons-
trado que era possivel o crescimento, subcultivo e a indugio de organogénese a partir
de vérios tipos de explants, para um cada vez maior mimero de espécies lenhosas.

Segundo Bonga e Durzan, em 1987, eram trabalhadas in vitro 122 espécies de 52
geéneros, sendo 19 espécies de 7 géneros de 4 familias de gimnospérmicas e 103 espécies
de 45 géneros de dicotiledéneas. Contudo, apenas para um pequeno niimero destas espécies,
se tém ji definidas e padronizadas, quais as condigdes ideais subjacentes a todo o pro-
cesso de regeneragdo para a sua produgdo em massa, a fim de que possa ser avaliada a
estabilidade genética e morfogenética dos clones sob condigdes de campo.

E opinido generalizada, que existe uma maior dificuldade no estabelecimento de sis-
temas de propagagdo in vitro de espécies lenhosas do que de espécies herbaceas. Alguns
factores que contribuem para tal sdo a forte influéncia genotipica inter e intra-especifica
no tipo de respostas regenerativas, a contaminagdo das culturas por agentes patogénicos
enddgenos, a inibigio do crescimento por fenéis e polifendis libertados pelos explants e,
finalmente, a dificuldade no estabelecimento em cultivo in vitro de explants provenientes
de material com caracteristicas fisioldgicas adultas.

. Como consequéncia da forte influéncia genotipica, é sabido que para cada uma das
espécies que se pretende clonar, se torna necessario desenvolver um sistema especifico,
isto é, o que resulta bem para uma espécie, pode ja4 ndo funcionar para outra. E em adi-

Gdo a esta variagao interespecifica, assiste-se ainda, por vezes, a uma forte variacido intra-
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especifica, de clone para clone. Quando se pretendem desenvolver sistemas para diferen-
tes géneros, estas dificuldades surgem com muito mais relevincia.

Também a contaminagao bacteriana das culturas in vitro, logo na fase de estabeleci-
mento, ou posteriormente durante a fase de proliferagdo, é um grave problema. Tal fac-
to, que pode ser consequéncia de processos de desinfecciio deficientes e, entdo, hd que
os corrigir, € muitas vezes resultado de actividade bacteriana endégena, dos préprios te-
cidos e, como tal, ndo & possivel de eliminar pelos processos de desinfeccio normais.
Quando tal acontece, hd que ter em conta aspectos de sanidade da planta mae que for-
nece os explants, ou utilizar sistemas de estabelecimento que diminuam esse risco, como
por exemplo utilizando como explants meristemas ou dpices meristematicos, sistemas de
proliferacio que favorecam o répido alongamento caulinar, com baixas concentragdes de
citocininas, auséncia de luz entre oulros e, se necessario, utilizacio mista destas metodo-
logias associadas ao emprego de antibidticos no meio de cultura. Quando tal acontece, é
sempre aconselhavel proceder a indexagens regulares.

O terceiro factor, inibigdo do crescimento por libertagdo de fendis para o meio de
cultura pelos explants, ndo sendo possivel evitar, é no entanto possivel minimizar os seus
efeitos. Assim, vdrios sistemas podem ser definidos na tentativa de inactivar a acgio dos
compostos fendlicos no meio de cultura, & medida que véo sendo libertados, por exem-
plo através da alteracdo do potencial redox ou ainda por diminuicio da actividade das
fenolases. Na prdtica, alguns destes sistemas tém sido conseguidos através da inclusio
no meio de cultura de anti-oxidantes, como por exemplo o dcido ascérbico, o acido citrico
e o hidrocloreto de cisteina, ou de substancias com capacidade de absorgio de subslan-
cias fendlicas como o carbono activo ou a polivinilpirrolidina; outra solucio consiste na
passagem sucessiva do explant por meios liquidos com anti-oxidantes antes de serem co-
locados no meio de cultura, ou ainda, por transferéncias sucessivas do explant para novo
meio de cultura.

Finalmente o quarto aspecto referido, dificuldade de estabelecimento de material ve-
getal de caracteristicas adultas é, sem duvida, o que maiores problemas tem levantado
aos investigadores, em particular em géneros como Ju nglans, Castanea e Quercus, entre ou-
tros, em que a maturidade ¢ atingida muito tardiamente. Assim, ja que a clonagem deste
material € feita a partir de individuos cujas caracteristicas fenotipicas se manifestam na
fase adulta, torna-se necessario utilizar ou desenvolver metodologias que permitam ob-
tengdo de material vegetal com caracteristicas juvenis. No primeiro caso, utilizagio de
material com certas caracteristicas de juvenilidade, é sabido que em muitas espécies o
material proveniente dos ramos inferiores, em especial proximos do tronco, sdo mais juvenis,

bem como rebentos ortotrépicos que se originam da base do tronco. Quanto ac segundo
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caso, utilizagdo de técnicas de rejuvenescimento, pode-se actuar quer ao nivel da planta
mae, antes de retirar o explant, quer ja apds o estabelecimento in vitro.

As metodologias mais utilizadas até ao momento tém sido a aplicagao de citocini-
nas ao nivel da p.]anta ou durante o estabelecimento em cultura, enxertias em série, uti-
lizagdo de rebentos de touga e podas severas (Greenwood, 1986).

O rejuvenescimento in vitro de tecidos adultos, recorrendo a aplicacio de uma cito-
cinina, geralmente a benzilaminopurina, é feito com base na capacidade deste regulador
de crescimento promover o crescimento de gomos axilares ou o rebentamento adventicio,
sendo opinido de varios autores que os rebentos assim obtidos, apresentam maior facili-
dade de multiplicagdo e de posterior enraizamento (Mullins et al., 1979; Lyrene, 1981; Bonga,
1982; Fouret et al., 1984; Bekkaoui et al.., 1984; Bouriquet et al., 1984; Franclet ¢f al., 1987).

O recurso a execugio de enxertias em série, geralmente utilizando porta-enxertos
juvenis, tem sido utilizada com éxito em algumas espécies, nomeadamente em Pseudotsu-
ga (Franclet, 1981} e tuia (Misson e Giot-Wirgot, 1984), no entanto Hackett (1985), adverte
para a necessidade de existirem controlos para comparagio que permitam distinguir efeitos
reversiveis de verdadeiro rejuvenescimento.

Também os rebentos obtidos a partir de toicas e da base do tronco, ou resultantes
de podas severas, tém sido largamente utilizados, apesar de também ndo se ter ainda
perfeito conhecimento se 0 aspecto juvenil dos rebentos é resultado de um processo de
rejuvenescimento ou apenas de uma actividade meristemdtica de tecidos juvenis que
permanecem na planta (Greenwood, 1986). Espécies como a Pinus radiata L., P. pinaster
L. e Picea abies Karst.(Bolstad e Libby, 1982; St-Claire e¢f al., 1985; Franclet et al., 1980} )
nas Gimnospérmicas, tém vindo a ser propagadas com este tipo de material vegetal. Nas
Angiospérmicas, também vdrias sdo as espécies em que se utiliza este tipo de material
vegetal para iniciar sistemas de propagacdo in vitre, como por exemplo castanheiro (Vieitez
et al., 1983), carvalho (Vieitez et al., 1985; San-José ef al., 1983, 1985) e sobreiro (Manzane-
ra e Pardos, 1990).

Ainda no &mbite do rejuvenescimento, é de referir a utilizagdo de metodologias de
estiolamento ao nivel dos ramos da copa em caslanheiro, como alternativa a inexisténcia
de outro material com caracteristicas juvenis (Ballester et al., 1989).

A acrescentar a estas dificuldades juntam-se outras, comuns a todas as espécies que
530 propagadas por estas metodologias, tais como: necessidade de equipamento labora-
torial e especializado, riscos de contamina¢io que podem inviabilizar grande quantidade
de culturas, desenvolvimento de métodos especificos para cada espécie, o tamanho ini-
cial das plantas & muito pequeno, sdo muito susceptiveis a perdas de dgua e, para além

de ndo serem' fotossinteticamente autosuficientes, algumas metodologias ndo garantem
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estabilidade genética. Perante o exposto, € assim indispensavel, quando se inicia um pro-
jecto de multiplica¢do de plantas por cultura de tecidos, ter em atengéio os seguintes pres-

supostos:

i} possibilidade de obtengio de taxas de regeneracio elevadas;

i) capacidade das plantas obtidas in vitro resistirem ao transplante e, desenvol-
verem-se no campo, segundo as expectativas ou ainda melhor;

iii) existir uma certa compatibilidade entre os sistemas adoptados e os sistemas
de multiplicagdo convencionais;

iv) as caracteristicas seleccionadas deverdo justificar economicamente, ou de qual-

quer outro modo, o uso de sistemas de propagagio por cultura de tecidos.

No entanto, todos as metodologias actualmente em utilizacdo, necessitam de ser mais
amplamente exploradas, para que a sua efectiva utilidade na multiplicagie de plantas
lenhosas adultas seja uma realidade. Neste sentido, o potencial das técnicas de embrio-
genese somatica aplicadas a espécies lenhosas tem de ser objecto de intensa investigacio.
Protocoles completos tém que ser desenvolvidos com um adequado controle da regene-
ragdo da planta, para que a fidelidade genética do gendtipo dador, possa ser amplamente
conservada nos seus propagulos posteriores. Também a engenharia genética poderd
contribuir de uma forma decisiva para aumentar a eficiéncia destas metodologias.

Esta investigacdo poderd entdio levar a propagagdo in vitro de espécies lenhosas a
tornar-se competitiva face a propagagio pelos métodos convencionais, ndo devendo es-
quecer que um dos importantes aspectos a ser considerado, em termos de aplicacio
comercial, & a relacdo custo/beneficio.

De facto, torna-se dificil referir com exactidao os custos de obtengdo de plantas quer
por via convencional, quer por técnicas in vitro, mas é assumido que estas podem apre-
sentar valores superiores na ordem dos 30 a 200 %, ndo devendo no entanto esquecer
que um dos aspectos mais importantes da propagacio clonal, é o facto de permitir a
multiplicagao de novas variedades ou de gendtipos melhorados, com a sua introdugio
no mercado muito mais rapidamente do que através dos métodos convencionais. O ganho
potencial tambeém ¢ dificil de determinar, mas os quantitativos do produto ecanomica-
mente Gtil, madeira, fruto e 6leos, podem também ser significativamente mais elevados
no material clonado. No aspecto florestal e tendo em conta o importante aspecto econémico
a longo prazo, tem sido demonstrado que incrementos de apenas 2 a 3 %, podem ter

um importante impacto econémico (Carlisle, 1971).
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3.2 - Caso do castanheiro

Os primeiros ensaios com este género foram desenvolvidos por Jacquiot (1950, 1956,
1970) a partir do estabelecimento i vitro de tecidos cambiais. Com o estabelecimento de
fragmentos de caules de plantas com menos de um ane (Borrod, 1971) e de tecidos coli-
ledonares (Vieitez et al, 1978a; Keys e Cech, 1979,) foi possivel obter a formacio de calli
como primeira resposta fisiolégica. As primeiras manifesta¢des de organogénese foram ob-
servadas por Vieitez et al. (1978b), que conseguiram obter rizogénese adventicia a partir
de calli com origem em tecidos cotiledonares e, mais tarde, plantas completas a partir do
desenvolvimento do embrido seminal (Vieitez e Vieitez, 1980a; Keys e Cech, 1981). Os
trabalhos que se seguiram permitiram o estabelecimento e multiplicacio in vitro de vérios
tipos de explants provenientes de plantas com caracteristicas juvenis, tais como gomos
axilares (Vieitez e Vieitez, 1980b, 1982; Keys e Cech, 1982; Chevre et al., 1983: Qi-Guang
et al, 1986), apices caulinares (Rodriguez, 1982) e secqdes de epicétilos e hipocétilos (San-
José et al., 1984).

A utilizagdo de explants com origem em material de caracteristicas adultas, tem de-
parado com bastantes dificuldades quer no estabelecimento quer na sua multiplicagio e
enraizamento. Os primeiros resultades com algum éxito foram referides por Biondi et al.
em 1981, e por Vieitez ef al. em 1983. Esta equipa de investigadores utilizou como ex-
plants segmentos nodais e dpices caulinares de rebentos axilares de varas de amontoa
que, como atras foi referido, apresentam certas caracteristicas de juvenilidade.

Nio pretendendo sermos exaustivos, seguem-se algumas referéncias sobre as dife-
rentes metodologias que tém vindo a ser utilizadas para o estabelecimento e multiplica-
gdo in vitre deste género.

Assim, os processos de desinfecgdo do material vegetal estdo logicamente relaciona-
dos com o tipo de explant utilizado e também com o local de crescimento da planta mae
(0s tratamentos deverdo ser mais duros se o material vegetal é pro:aeniente de plantas

com crescimento no campo):

- embrides:
- imersdo da semente pelada em alcool durante 4 m (Vieitez e Vieilez, 1980a)
ou 1 m (Keys e Cech, 1981)
- gomos axilares e apicais:
- imersdo rapida por etanol, passagem por hipoclorito de céicio 5% durante

5 m seguido de lavagem (Vieitez e Vieitez, 1980b; Vieitez et al., 1983).
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- tecidos cotiledonares:
- imersdo da semente em hipoclorito de calcio a 7% durante 10 m, seguida
de lavagem (Vieitez e Vieitez, 1980a);
- imersdo da semente em alcool durante 5 m seguida de imersdo em clo-

rox 20% durante 30 m e lavagem {Rodriguez, 1982a)

Os meios de cultura utilizados no estabelecimento e multiplicagio deste génerc apre-
sentam como caracteristica comum uma baixa concentragio idnica, pelo que metos como
0 de Heller (1953), de Murashige e Skoog (1962) com redugio dos macronutrientes a metade
e por vezes os nitratos a um quarto, e o meio de Greshoff e Doy (1972) tém sido os
mais utilizados (Vieitez e Vieitez, 1980b; Biondi ef al., 1981; Vieitez ef al., 1983). Em rela-
¢do aos suplementos hormonais, para o estabelecimento e multiplicagio de rebentos a
citocinina mais utililizada tem sido a benzilaminopurina em concentracdes que vdo de 0.1
mgl! a 1-2 mgl?, sem adigdo de qualquer auxina.

Para a fase de enraizamento os meios utilizados sdo normalmente reduzidos a metade
da sua concentragio de macronutrientes (Biondi ef al., 1981; Rodriguez, 1982a; Vieitez ef
al., 1983), sendo indispensdvel a utilizagio de uma auxina em concentragdes que variam
segundo a metodologia utilizada. '

Em relagdo aos tipos de cultura ji ensaiados com este género, sio de referir a cultura
de embrides maduros e imaturos, a cultura de calli, qualquer que seja a sua origem e
que tém como pressuposto a sua utilizagdo em sistemas de organogénese indirecta, quer
de caulogénese e rizogénese (Vieitez e Vieitez, 1980b) quer de embriogénese somatica
(Gonzalez, et al., 1985; Vieitez et al., 1990) e a cultura de gomos e apices caulinares atras
referida.

Em relagdo a este tltimo tipo de cultura e que se integra mais no ambito deste tra-
balho, a utilizagdo de material vegetal adulto com caracteristicas de juvenilidade tem
permitido obter resultados bastante satisfatérios, embora com algunfa variagao interclo-
nal, o que ndo acontece com material proveniente da copa da arvore, apesar de alguns
resultados terem sido obtidos apds tratamento de esticlamento do ramo na copa (Balles-
ter et al, 1989),

Em relacdo ao processo de rizogénese dos rebentos obtidos in witro, para qualquer
dos metodos possiveis de utilizar, regulador de crescimento no meio ou por imersio basal,
parece ainda ser fundamental encontrar um equilibrio entre a dose de auxina e o tempo
de aplicagdo, bem come conjugar estes procedimentos com outros que permitam solucio-
nar o problema da necrose apical que se regista durante esta fase e que é determinante

para a manutengdo do bom estado fisiolégico da planta. Sobre esta anomalia as metodo-
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logias apresentadas por Vieitez e colaboradores (1989) para a controlar, parecem-nos ser
bastante promissoras, mas de dificil execugdo sob o ponto de vista da propagagio em
larga escala. Quanto ao enraizamento in vive, 0s Unicos resultados até hoje referidos dizem
respeito ao enraizamento de rebentos com origem em material juvenil, ndo tendo sido
conseguido para material adulto (Mullins, 1987).

Em relagio a fase de transplante e aclimatagio é muito pouca a informacio, bem
como a sua dificuldade de repeticio. Keys e Cech (1982} fazem uma breve referéncia ao
assunto indicando grandes dificuldades, Vieitez e colaboradores (1986), referem valores
de sobrevivéncia na ordem dos 35% e Mullins (1987) refere que para rebentos enraizados
in vitro, se registaram elevadas taxas de mortalidade, embora em rebentos com enraiza-
mento in vivo se tivessem verificado melhores resultados, mas sem qualquer quantifica-
¢do, e sempre com a utilizagdo de material juvenil

No que respeita & actividade experimental que se delineou para este trabalho (cf.
Material e Métodos) ela teve como principal objectivo, para além da aquisicio e aperfei-
coamento de metodologias referentes a propagagdo in vitro , analisar o comportamento
do castanheiro quando submetido a estes sistemas de propagagio, sob a acgio de vérios
factores que se consideram como importantes na modelagio do tipo de respostas regene-
rativas possiveis de obter e que sdo: o clone, as formulacdes nutritivas, a concentracio

de BAP e a concentragdo e tempo de exposi¢io ao AIB.
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LMATERIAL VEGETAL

Utilizaram-se trés clones hibridos, adultos, de castanheiro (Castanea sativa x C. crenata).
Um clone, de origem espanhola, designado por 431, com 18 anos de idade, que se encontra-
va ja estabelecido in vitro pelo Instituto de Investigagdes Agrobioldgicas da Galiza em San-
tiago de Compostela. Os outros dois, com idade ndo determinada, mas superior a 15 anos,
foram cbtidos em Portugal. Um deles foi recolhido na Quinta das Relvas, Guarda, e foi
designado por QR2, o segundo, proveniente do extinto Centro de Estudos do Castanheiro,
Vimioso, Alcobaga, e designado por M2.

Todos estes clones sdo considerados resistentes & doenca da tinta, e estdo a ser propa-

gados por amontoa.

IL. TIPO DE EXPLANT, DESINFECGAQ, ESTERILIZAGAO E
CONDICOES DE CULTURA

1. Caracterizagao do explant

Com excepgio do clone 431, que j& se encontrava estabelecido in vitro e, como tal,
entrou directamente na fase de multiplica¢io para obtencio de populagao stock, 0s explants
de estabelecimento dos outros dois clones foram obtidos segunda o prescrito por Vieitez et
al., (1983) com pequenas alteragfes. Assim, foram recolhidas varas de amontoa na fase de
repouso vegetativo (Novembro/Dezembro), cortadas em estacas com 20 a 25 cm, indepen-

dentemente da sua posi¢do na vara, mergulhadas por fungicida (Benomil, na concentracio
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indicada pelo fabricante) e secas em estufa com ventilagdo a 20°C. Apds este tratamento,

foram colocadas em sacos de pldstico e mantidas no frio, a 4°C, até a sua utilizacdo.

Em Margo/Abril as estacas foram colocadas em tabuleiros com perlite, na estufa de

~

Fig. B1 - Rebento axilar desenvolvido em estufa

desinfecgdo, fornecem entdo os explants de estabelecimento, na
forma de segmentos nodais com 2 a 3 gomos axilares e apices
caulinares.

Quanto as caracteristicas do explant utilizado na fase de
multiplicagdo, explant secundério, ele foi definido como um seg-
mento nodal dos rebentos estabelecidos in vitro a partir de uma
populagdo stock, com 5 a 8 mm de comprimento e com um mi-

nimo de 2 gomos axilares, ao qual eram retiradas as folhas (Fig.
B2).

2. Métodos de desinfeccao e esterilizacéo

campo sob nebulizacgdo, ou
simplesmente em dgua na
estufa de laboratério, com
luz natural e pulverizadas
regularmente. Nestas con-
dicdes, os gomos axilares,
entdo dormentes, comecam
a desenvolver-se e, ao fim
de 3 a 4 semanas, quando
tém entre 3 a 5 cm de com-
primento (Fig. Bl), sdo cor-

tados. Estes rebentos, apds

w y
Fig. B2 - Explant de mulii-
plicagéo

Destacados os rebentos axilares, desenvolvidos apos a colocagao das estacas em estufa,

foram-lhes retiradas as folhas, operagdo que requer um certo cuidado a fim de nao lesar o

gomo axilar, e parafinadas as extremidades basais, a fim de evitar a penetragdo dos agentes

desinfectantes.

A desinfec¢do foi feita por imersdo dos rebentos em etanol a 70% durante 45 s, seguida



35

de imersdo durante 5 min numa solugio de lexivia comercial, com 5% de cloro activo e
diluida 4x, a qual foram adicionadas algumas gotas de Tween 20, e que se manteve sob
agitagdo. A remogdo do agente desinfectante foi feita por trés passagens sucessivas em agua
destilada esterilizada, ap6s o que foram colocados em dgua destilada esterilizada, durante 2
a 3 horas, a fim de reduzir a exsudagao de taninos para o meio de cultura.

A esterilizagdo dos meios de cultura foi feita por calor hiimido em autoclave, durante
15 min a 121°C. A esterilizagdo de todo o material necessdrio as manipulagdes em condicdes
assépticas, foi efectuada ou por calor hiimido em autoclave nas condicdes anteriores, ou por

calor seco durante 90 min a 170°C.

3. Condigoes de cultura

A populagdo stock do material vegetal foi mantida em frascos de vidro, com 70.6 mm
de diimetro e 122 mm de altura, com tampa plastica translicida e roscada, contendo 60 ml
de meio e 4 explants por frasco (Fig. B3).

e

Fig. B3 - Rebentos de castanheire em multiplicagao

Os ensaios de multiplicagdo foram estabelecidos em tubo de ensaio, com 25 mm de
diametro e 150 mm de altura, tapados com tampas metalicas, opacas, de mola, contendo 15
ml de meio e 1 explant colocado na vertical.

O pH dos meios de cultura foi ajustado entre 5.5 e 5.6, com NaOH 1N ou HCI 1IN,
antes de adicionar o agar. Este foi utilizado numa concentragio de 6 gl para todos 0s meios

de cultura. Também em todos os meios 0 SO,Fe.7H,0 e o Na,EDTA prescritos pelos autores
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foram substituidos por 40 mgl’ de FeNaEDTA. e adicionadas 100 mgl! de m-inositol.

As culturas foram mantidas em estufa, com fotoperiodo de 16 h, e a 25°C de tempera-
tura dia e 18°C de temperatura noite. A iluminagdo foi dada por lampadas fluorescentes,
tipo TLD 18/40 com uma intensidade média de 2000 Lux.

Na fase de aclimatagio das plantas foi utilizada uma estufa de campo, equipada com
sistema de "cooling”, bancadas aquecidas e sistema de nebulizagio fina com controle de

humidade.

III. MEIOS DE CULTURA PARA ESTABELECIMENTO,
MULTIPLICAGAO E ENRAIZAMENTO

1. Meio de estabelecimento

A composicdo do meio de cultura para estabelecimento dos clones QR2 e M2, teve
como base a formulagdo de Murashige e Skoog (1962), com a concentracio de nitratos
reduzida a metade. Foram adicionadas 1 mgl de tiamina, 0.1 mgl™ de piridoxina, 0.1 mgl!
de acido nicotinico e 30 gl de sacarose, Como regulador de crescimento utilizou-se a 6-

benzilaminopurina (BAP), na concentracfio de 0.5 mgl’.

2. Meios de multiplicacdo

.Um dos objectivos da fase de multiplicagdo, consistia em testar a influéncia de formu-
lagGes nutritivas e de concentrages de BAP, no tipo de resposta regenerativa do material
vegetal utilizado. Para todos os clones foram uatilizadas trés formulag@es: a de Heller (1953),
modificada por Vieitez et al. (1983) por adiciio de 132 mgl™ de (NH,),SO,, Testantes macronu-
trientes multiplicados por um factor de 1.25x e com micronutrientes de Murashige e Skoog
(1962), a seguir referida por Hm; a de Greshoff e Doy (1972), a seguir referida por GD e a de
Woody Plant Medium de McCown e Lloyd (1981) a seguir referida por WPM, com as
respectivas composicdes vitaminicas.

O facto de ndo se utilizar nestes ensaios a formulagio de MS (1962) com os nitratos
reduzidos a metade, utilizada no estabelecimento, tem a ver com a possibilidade de obten-
do de variantes morfoldgicos apés subcultivos sucessivos nesta formulacio (Vieitez, A. M.,
comunicagao pessoal),

Para testar os efeitos da BAFP na indugdo da formagio de rebentos, utilizou-se esta



£

substancia, numa gama de concentracdes de 0.05 mgl? a 2 mgl', em cada uma das trés
formulag@es nutritivas.

A todos os meios foram adicionadas 30 gl de sacarose.

3. Meios de enraizamento

Para o enraizamento dos rebentos regenerados in vitro, foram comparados os efeitos
de duas formulagfes nutritivas, a de Murashige e Skoog (1962), com macronutrientes redu-
zidos a metade e 0s nitratos a um quarto, a seguir referida por MSm e a de Greshoff e Doy
(1972) com os macronutrientes reduzidos a metade, a seguir referida por 1/2GD, com micro-
nutrientes e vitaminas respectivas sendo adicionadas 25 gl de sacarose.

O regulador de crescimento utilizado foi o dcido indol 3-butirico (AIB), em concentra-
Goes e tempos de aplicacdo, que variaram de acordo com o método de aplicacio, isto ¢, com
o regulador de crescimento no meio ou por imersdo basal do rebento. No primeiro caso, em
que se testou a acgdo do AIB colocado no meio de cultura, durante 7 dias, foram utilizadas
concentragbes de 1.5, 3 e 5 mgl™, apds o que os rebentos eram transferidos para as mesmas
formulagdes nutritivas mas sem auxina; a outra em <ue se usou a imersao basal dos reben-
tos, utilizou-se uma solugdo concentrada de AIB, 1 gl?, durante tempos de 30, 60 e 120 se-
gundos, apds o que os rebentos foram colocados nos meios de cultura sem auxina.

No primeiro conjunto de ensaios, para comparagdo entre dois meios, cada um com
trés concentracdes de AIB no meio, foi utilizado o clone 431, Para o segundo conjunto, com
aplicagio de AIB por imersdo basal dos rebentos numa solugio concentrada de AIB, foi
utilizado o meio 1/2GD e foram comparados os clones M2 e 431.

Todos os rebentos para esta fase tiveram o tiltimo subcultivo de multiplicagio no meio
de M5 (1962), com nitratos reduzidos a metade e suplementado com 0.1 mgl' de BAP, pois
regista-se um maior vigor fisiolégico destes rebentos, comparativamentefaos obtidos nas for-
mulagGes utilizadas na fase de multiplicagdo, susceptivel de permitir uma melhor adaptagdo
as condigdes de enraizamento (Vieitez et al., 1983). A todos os rebentos de tados as trata-
mentos foi decapitado o dpice no dia zero, isto é, no inicio do tratamento indutor de rizogé-
nrese, tendo sido aplicada uma gota de agar (10 gl') com 30 mgl? de BAP no gomo axilar

dez dias apds o inicio da indu¢do de rizogénese.

4. Substratos

Apos 4 semanas do inicio do tratamento rizogénico as plantas enraizadas foram colo-
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cadas, durante os primeiros trinta dias, num substrato de turfa e perlite (3:1), esterilizado
em autoclave durante 10 m a 121°C e fertilizado com 0.2 g de osmocote por planta, apds o
que foram colocadas em vaso numa mistura de terra e perlite (1:1), também fertilizada com

osmocote (3 g por vaso).

IV. TRANSPLANTE E ACLIMATACAO

Apos a indugdo e desenvolvimento do sistema radicular, as plantas foram retiradas
dos tubos de ensaio, jd na estufa de campo, e colocadas em dgua destilada para limpeza de
restos de agar. Seguidamente foram submersas durante 20 s em fungicida (Benlate a .3 gl
apos o que foram colocadas em tabuleiros de esferovite com alvéolos de 6x6x8 em com o
substrato atras referido saturado de dgua. Estes foram colocados sob tinel de aclimataciio,
com rede de ensombramento, no interior da estufa, com base aquecida a 22°C e com sistema
de nebulizag¢do fina com controle de humidade, que de 100% inicial foi sendo gradualmente
reduzida durante trinta dias. Apos este periodo as plantas foram transplantadas para vasos
com substrato de terra e perlite, fertilizado com osmocote e colocadas sob sistema de rega

- por aspersao com duragdo de 4 s em ciclos de 20 m.

V. EXPRESSAO E INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

Para quantificar os efeitos dos factores em estudo sobre o tipo de respostas regenerati-
vas deste género, quer na fase de multiplicacio quer na fase de enraizamento, foram utiliza-
das, para todos os tratamentos, amostras com 17 replicagbes e duas repetigdes, tendo o

registo sido efectuado entre a 4 e a 5 semana de cultura, ap6s o inicio do tratamento,

1. Fase de estabelecimento

O principal objectivo desta fase da micropropagagio, consiste na obtengio de boas
taxas de reaccdo dos explants colocados pela primeira vez nas condictes in vitro.

Para obter tais resultados, factores como as caracteristicas genotipicas e fisioldgicas do
material vegetal utilizado, a metodologia de desinfecio a que se sujeitou o material vegetal,
os cuidados na sua manipulagdo e a composigio das formulacdes nutritivas utilizadas, sio
determinantes.

Os pardmetros quantificados foram a % de infecgdes, a % de explants inviaveis, onde

se incluem os explants mortos com libertacio de fenéis, a % de explants com reacgio, a taxa
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de multiplica¢do, ou seja o numero de rebentos formados por cada explant reactivo e o com-

primento médio dos rebentos formados.

2. Fase de multiplicagao

Na fase de multiplicagio torna-se importante determinar a capacidade de proliferagio,
isto &, de formacdo de novos rebentos a partir do explant colocade em cultura, bem como
algumas caracteristicas morfolégicas desses mesmos rebentos. Em termos quantitativos de-
terminou-se a taxa de multiplicagio, ou seja, o nimero de rebentos maiores que 5 mm
formados por explant, a seguir referido por NR, o comprimento do maior rebento, a seguir
referido por CM e ainda o ntimero de segmentos, com iguais caracteristicas as do explant de
multiplicacao, possiveis de obter na totalidade dos rebentos formados por explant, a seguir
referido por NS. O facto de se contabilizarem apenas os rebentos maiores que 5 mm, no
calculo da taxa de multiplicaciio, tem a ver com a possibilidade de utilizar directamente
estes rebentos em novo ciclo de multiplicagio, ndo fazendo uso de uma fase de alongamento
independente. Para além destes pardmetros quantitativos, atendeu-se ainda a alguns aspec-
tos qualitativos, tais como, caracteristicas morfologicas das folhas, coloragdo, intumescimen-
to, orientagio no crescimento dos rebentos, aspecto hidrico dos rebentos e distribuicio dos

nos.

3. Fase de enraizamento

Nesta fase foi quantificado o nimero de plantas enraizadas, o nimero de raizes for-
mado em cada rebento, a seguir referido por NRa, o comprimento da maior raiz, a seguir

referido por CMra e 0 comprimento médio de todas as raizes formadastpor cada rebento, a

seguir referido por Cmra.

4. Fase de transplante e aclimatacéo

Nesta fase registou-se o namero de plantas sobreviventes aos 30 e 60 dias, apos terem

sido colocadas na estufa de aclimatacio, tendo sido quantificada apenas para o clone M2,
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5. Interpretagao estatistica dos resultados

Os ensaios da fase de multiplica¢io pretenderam avaliar a capacidade de regeneragao
através da andlise de trés varidveis resposta (taxa de multiplicagdo, comprimento do maior
rebento e niimero de segmentos) sob influéncia dos factores clone, meio de cultura e concen-
tracdo de BAP. Para tal estabeleceu-se um ensaio tri-factorial completo, com todas as 54
combinagdes possivels (3x3x6), com 17 replicacdes cada e duas repeticdes, num total de 1836
observagoes.

Na fase de enraizamento pretendeu-se analisar o efeito de duas formulacdes nutriti-
vas, combinadas com 3 concentrages de AIB adicionado ao meio de cultura, tendo para isso
sido delineado um ensaio bi-factorial completo com todas as 6 combinacdes possiveis (2x3)
com 17 replicagdes cada e duas repeti¢des, num total de 204 observagdes. Pretendeu-se
também analisar a capacidade rizogénica induzida por imersio basal dos rebentos numa
solugao concentrada de AIB em fungio de 3 tempos de aplicagio para dois clones, com igual
delineamento ao anterior.

Os diferentes tratamentos efectuados em cada ensaio, foram analisados por andlise de
variancia, calculada pelos programas P-STAT para os resultados da fase de multiplicagdo e
STATGRAPHICS para os restantes. Como se tratava de ensaios multifactoriais, foram estu-
dados os efeitos principais e todas as possiveis interacgBes entre os factores envolvidos nas
vatidveis resposta. Nos casos de valores de F significativos, o estudo foi feito através da
analise da significincia da soma dos quadrados e confrontando as médias dos tratamentos
para cada um dos niveis dos factores em estudo (Mize e Chun, 1988), sendo ainda determi-
nado o valor da minima diferenga significativa (LSD) entre as médias, para um nivel de si-

gnificancia de 5% e 1%, embora toda a discussdo seja feita com base no nivel de 5%.
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I. FASES DE ESTABELECIMENTO E MULTIPLICACAO

1. Estabelecimento

42

Dos 160 explants iniciais do clone M2 e 120 do clone QR2 apds uma primeira semana

sem alteragles visiveis na sua morfologia, comegaram o seu desenvolvimento, detectado

pelo intumescimento dos gomos axilares, atingindo estes o comprimento médio de 12.05

mm para ¢ clone M2 e 10.23 mm para o clone QR2 apds 32 dias de cultivo (Tab. C1).

p
Tab. C1 - Resultados obtidos na fase de estabelecimento dos clones M2 e QR2 (+ Desvio padrao)

Clone infectados Invidveis com reagao taxa de comprimento
Yo Yo % multipicacéo médio {mm)

M2 24 8.7 67.3 2.12 12.05 +1.21

QR2 25 9.2 65.8 1.84 10.23 £ 1.85

~

J

Os valores das taxas de infecgdo obtidas para qualquer dos dois clones, 24 e 25% (Tab.

C1), parecem-nos perfeitamente aceitdveis, dada a natureza leve do processo de desinfecgiio,

0 que se traduz numa taxa de inviabilidade por toxicidade bastante baixa, e também devido

ao facto dos rebentos das estacas se terem desenvolvido em estufa de campo. De referir

ainda que os valores apresentados na Tabela C1 para as taxas de invidvels incluem também

0s explants mortos por libertacdo de substancias de natureza fendlica. Face a estes valores

parece-nos ser relativamente facil a obtengao de taxas de explants com reac¢io na ordem dos

65 a 75% e, talvez melhor, se a indugio dos rebentos axilares das estacas se fizer em estufa

de laboratdrio com ambiente controlado.

A passagem dos explants por agua esterilizada antes de serem colocados no meio de

cultura, parece ter efeitos benéficos no que diz respeito ao evitar a libertagio de substancias
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de natureza fendlica, embora este aspecto esteja muito relacionado com o genétipo, meio de
cultura (Vieitez et al., 1983) e época do ano na qual é recolhide o material vegetal (Biondi et
al., 1981).

Os valores obtidos para a taxa de multiplicagdo e comprimento médio dos rebentos
obtidos por explant viavel, revelam uma certa dificuldade na reacgio do material vegetal,
aspecto caracteristico quando se utiliza material adulto (Vieitez ef al., 1983).

Perante os resultados obtidos nesta fase de estabelecimento parece-nos que as metodo-

logias utilizadas sio susceptiveis de serem generalizadas para outros clones.

2. Multiplicacao

Os resultados obtidos com os ensaios cujo delineamento foi descrito em Material e Mé-
todos, tinham por objectivo determinar a capacidade de multiplicagio in witro de material
adulto de castanhetro, Para tal, estudaram-se os efeitos de dois factores qualitativos, clone e
meio de cultura, e um quantitativo, concentragdo de benzilaminopurina, através da quantifi-
cagdo de trés pardmetros, nimero de rebentos maiores que 5 mm, comprimento do maior
rebento e nimero de segmentos. A apresentagdo dos resultados, foi entfo estruturada tendo
por base, os efeitos dos factores em estudo e as respectivas interacgGes, para cada um dos

pardmetros referidos.

2.1 - Taxa de multiplicacio

O miumero de rebentos maiores que 5 mm (NR), também referido por taxa de multipli-
cagdo, ou taxa de proliferacdo apds ter sido submetido a analise de variancia (Anexo I-Tab.
C1) para as médias dos tratamentos, apresenta-nos valores de F significativos quer para os
efeitos principais, quer para as diferentes interacgdes possiveis (P>0.0001), pelo que a taxa
de multiplicacdo se encontra fortemente dependente das combinagdes utilizadas entre cada
um dos factores.

Em termos de explicagio da varidncia registada nos factores principais e interaccdes
(com base na soma dos quadrados), é de referir que o principal responsdvel pela explicacio
da variabilidade foi o factor concentra¢do de BAP (com 34%) apresentando-se assim como o
factor determinante na capacidade de resposta do material vegetal no que diz respeito a taxa
de multiplicagdo. O factor clone contribui com 5%, o factor meio com 1.8% e as possiveis
interaccBes no seu conjunto explicam 6.8%. O restante é dado pelo erro experimental, o que

mostra a grande variabilidade intrinseca ao préprio material vegetal, podendo esta variabili-
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dade ser atribuida ao facto de se ter utilizado aleatoriamente como explants de multiplicagdo
todos os segmentos nodais desde a base até & extremidade do rebento e que possuem
diferentes estados fisiolégicos (Vieitez, A. M., comunicagio pessoal), pois ndo é credivel que
este erro se possa atribuir a outros factores, ja que as condigdes de cultivo, tais como meios,
concentragdo de reguladores de crescimento e ambiente de crescimento se pressupdem ser
uniformes.

Face a existéncia de valores de F altamente significativos, faremos uma apresentagio
para cada um dos factores que influenciam a taxa de multiplicagio.

A Fig. C1 (e Anexo I-Tab. C2) indica as taxas o —

de muitiplicagio obtidas por clone na totalidade 5l
de meios e concentragdes utilizadas. As médias
obtidas néo sdo significativamente diferentes para
os clones 431 e M2, com 2.03 e 2.11 respectiva- e
mente, mas ja a média obtida para o clone QR2, 6
1.46, é significativamente diferente. O factor meio
de cultura, também originou diferengas significa-
tivas na capacidade de proliferacdo dos explants

(Fig. C2 e Anexo I-Tab. C3). De facto os meios
L 431 M2 aRr2 ]
' N

MR Fig. C1 - Numero de rebentos formados
por clone

S [ Hm e GD mostraram-se mais indicados, permi-

tindo nao sé wm melhor desenvolvimento das cul-
a turas como também uma taxa de proliferagio mais

elevada em relagio ao meio WPM (193 e 2.04

o

para Hm e GD respectivamente, sem diferenca si-
gnificativa e 1.62 para WPM significativamente

diferente). De referir ainda cftle a utilizagao do

meio WPM origina com frequéncia em todos os
6D Hm  WPM J

Fig. C2 - tfeilo do meio de cultura no nirmero ) . o . _
de rebentos tais como possivel vitrificagdo, intumescimento das

clones, algumas alteracdes a nivel morfolégico,

folhas e crescimentoe plagiotrépico dos rebentos.
O factor concentragdo de BAP, mostrou ser o factor mais importante na variagio do
tipo de resposta dos explants, demonstrado pela analise de varidncia e, num sentido pritico,
pbdemos referir que a variagio obtida entre 0 maximo e o minimo de rebentos, como conse-
quéncia dos niveis de BAP, foi de 2.36 (2.90 - 0.54), contra 0.42 (2.05 - 1.63) e 0.65 (2.11 - 1.46)

obtida por acgio do factor meio e clone respectivamente. A variagdo para cada um dos
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a niveis ulilizados esta indicada na Fig. C3 ¢ Anexo
/-\ I-Tab. C4, e todos eles apresentam diferencas
s Yoo significativas entre si. E de referir que as con-
centragbes mais baixas, 0.05, 0.1 e 0.2 mgl”, se

' \ mostrarain como as mais favoraveis para a for-
»

magao de novos rebentos maiores que 5 mm

o5 ¥ 5 i ]
BAPmgHh

| _ J com 2.06, 2.53 e 2.90 respectivamente. As con-

Fig. C3 - Efeito da concentragao de BAP no nimero  centragdes de BAP mais elevadas permitiram o
de rebantos formados por explant

desenvolvimento de multiplos rebentos mas im-
pediram o seu alongamento, apresentando-se a cultura com um aspecto de cacho com
varios rebentos diferenciados mas de dimensdes muito reduzidas e com um nitido incre-
mento no desenvolvimento do callus . '

Tal como atras referimos as interacgBes entre estes factores apresentaram valores de F

altamente significativos, pelo que o efeito | )

NR
A 0 K
GD

simples de um factor se altera a medida 41
Hm WeM

que o ouiro, ou outros factores se alteram,

(=8
e

isto &, o numero de rebentos maiores que

o
|

5 mm estd dependente do tipo de clone, af

bc
meio de cultura e concentracio de BAP b

utifizada. Com a anélise de cada uma das
interacgdes possiveis, Clone * Meio, Clone
*BAP, Meio * BAP e Clone * Meio * BAP,

ser-nos-a possivel avaliar a variagio da taxa

SO SANG
SOOI\

o~

3 M2 an2

de multiplicagdo em resposta as combina- - - : - -
Fig. C4 - Efeito dos diferentes meios de culiura no niimero
GBes especificas de cada factor. Assim, na de rebentos formados por clone
Fig. C4 e Anexo I-Tab. C5, estdo indicadas as médias do nimero de rebentos maiores que 5
mm obtidos como resultado da interacgdo Clone * Meio. Da sua analise podemos verificar
que hd uma relacdo significativa entre a taxa de multiplicagio e o meio de cultura utilizado,
contudo os valores obtidos variam significativamente de clone para clone, de tal modo que
os melhores resultados sio obtidos para 0s clones M2, nos meios de GD e Hm (2.45 e 2.24
respectivamente, sem diferenga significativa) e 431, também nos meios de GD e Hm (2.14 e
2.16 respectivamente, sem diferenga significativa). O meio WPM, na globalidade dos niveis
utilizados apresenta-se, como o menos indicado para estes dois clones, e apenas para o clone
QR2 apresenta valores idénticos aos outros dois meios, embora com valores absolutos bas-
tante inferiores.
Os resultados da interaccdo Clone * BAP, estdc indicados na Fig. C5 e Anexo 1-Tab.

Cé. Esta interacdo permite-nos analisar as variagdes na taxa de multiplicacio de cada um
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dos clones, segundo os niveis de concentracio | *

. . , . . t—alll
de BAP utilizados nos trés meios nutritivos. Se | » TN SR——

/4/ \‘k\. *—-mM7
compararmoes estes resultados com os obtidos y /"\ ‘\*\
. q < ; i g

alravés da interac¢io Meio * Clone, verifica- \\‘
mos que o factor concentragdo de BATP provoca ' "\
maiores amplitudes de resposta na taxa de e S
multiplicacao do que as variagdes das formula- E B e [ 2 )

¢Oes nutritivas, bem como entre os clones utili-  Fig. €5 - Efeito da concentragio de BAP no nirmero
. L. de rebentos tormados por clone

zados, e isto porque a variagio da taxa de mul-
tiplicagdo em fungao dos meios de cultura foi de 1.06 (2.45 - 1.39) ao passo que em funcio da
concentragio de BAP foi de 2.86 (3.25 - 0.39) o que alids foi indicado pela analise de varian-
cia. Da analise da Fig. C5, é de facil percepgdo que as concentragdes de efeito mais positivo
se situam na ordem dos 0.1 e 0.2 mgl™ para qualquer dos clones, registando-se uma nitida
inflexdo a partir desta concentracdo. Mais uma vez aparecem os clones 431 e M2 com

melhores resultados do que o clone QR2, para qualquer das concentra¢des de BAP.

(- = A interacgdo Meio * BAP permite-nos ge-
n

neralizar, dentro dos niveis utilizados destes

af +— +wPM

o= G

=
/ ! / ZQ\ e factores, os resultados obtidos na taxa de mul-
L x\ ' tiplicagdo a sistemas de propagacdo in vitro, com

2 \
+l€§\ base nas respostas dos trés clones utilizados.
1 x
§ :

Os valores abtidos para as médias estdo indica-

g : 5 dos no Anexo [-Tab. C7 e representados grafi-

7
AP {mgt
g BAP{mgl’| )

Fig. C6 - Efeito da concentragao de BAP no ndmero
de rebentos formados por meio de cultura  um tracado de curvas em tudo muito seme-

BETTA

camente na Fig. C6. Da sua andlise verificamos

lhantes as resultantes da interaccdo Clone * BAP, o que confirma o papel determinante da
concentragio de BAP na capacidade proliferativa dos explants e uma muito menor influén-
cia quer do clone quer do meio de cultura utilizados. Em termos de valores absolutos, refe-
réncia para os melhores resultados obtidos nos meios de GD e Hm (3.00 e 3.02, sem diferen-
Ga significativa) na concentracio de 0.2 mgl?, e também na combinagdo Hm + 0.1 mgl?, com
2.79 e ndo si@ﬁficativamente diferente das anteriores. Mais uma vez se confirma a menor
adaptacao do meito WPM na capacidade de facilitar a promogdo e permitir o desenvolvimen-
to de rebentos. A amplitude da variacio obtida, 2.59 (3.02 - 0.43) quando comparada com a
provocada pela interac¢do Clone * BAP, 2.86, confirma o igual contributo para a explicagio
da variabilidade total dada pela analise de variancia (Anexo [-Tab. C1). As concentragdes
mais elevadas de BAP provocam também, qualquer que seja a formulagio nutritiva utiliza-
da, um acentuado decréscimo na taxa de multiplicagéo, tal como ji havia sido verificado em

fungao do clone,
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A analise dos resultados das médias obtidas na interacgdo Clone * Meio * BAP, per-
mite-nos analisar as variagdes das taxas de multiplicacdo para cada uma das combinacées
especificas entre estes factores. Esta interacgao apresentou um valor de F significativo (P>0.0001),

como tal torna-se importante saber como varia a taxa de multiplicacdo de cada clone em

r ~ ~
KNn
4
i +— +WPM +— +WPH
¥—x GO X—x 00
k] e—alm t e — o Hm
Q\_ / \
X
\ /—"'
1= \\ TN
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4
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Fig. C7 - Efeito da concentragao de BAP em cada
um dos meios de cultura, no nimero de rebentos
formados para o clone 431

Fig. C8 - Efeito da concentragao de BAP em cada
um dos meios de cultura no nimero de rebentos
formados para o clone M2

fungdo do meio e da concentragdo de BAP utilizada para a sua multiplicacdo in vitro. Os
resultados estdo indicados no Anexo I-Tab. C8 e representados graficamente nas Fig. C7, C8
e C10. ‘

Estes resultados confirmam e permitem esclarecer alguns dos aspectos que anterior-

mente temos vindo a referir. De facto os resultados obtidos na taxa de multiplicagdo do

r N

L A
Fig. C9 - Efeito das concentragdes de BAP na morfologia dos rebentes no clone M2 (o trago indica 1 cm).

clone M2 (Fig. C8 e C9), sdo 0s mais elevados e registaram-se na combinagio de GD + 0.2
mgl' de BAP, e em Hm + 0.1 e 0.2 mgl™ de BAP (3.56, 3.79 e 3.68 respectivamente, sem dife-
rengas significativas). Em relagdo ao clone 431 (Fig. C7), nenhum dos melhores valores
obtidos conseguiu igualar os do clone M2, ja que a melhor taxa de multiplicagdo se obteve
nas combinagdes de GD + 0.1 mgl? de BAP, WPM + 0.2 mgl! de BAP e Hm + 0.2 mgl! de
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BAP, com 3.21, 3.09 e 3.06 respectivamente e sem diferenga significativa. O meio WPM, que
através das analises anteriores se havia mostrade como muito pouco favoravel ao desenvol-

vimento dos rebentos, aparece aqui numa com-

i 1 binagio muito especifica, a permitir obtengio
. hn +—+WPN
. g F de uma taxa de mulliplicagdo idéntica aos valo-
+ . .
+ KZ.\ res mais altos obtidos com as outras formula-
: Z& \ . 3
X &r GOes. Devemos no entanto voltar a referir o apa-
it ¢& recimento de alteragdes morfolégicas frequen-
4 tes com este meio, o que desaconselha a sua
.05 N 1 2 q: =
BAPmglY ut1hzagao.
L _
Fig. C10 - Efeito da cconcentragidoe de BAP am Para o clone QR2 (Fig. C10), confirma-se

cada um dos meios de culiura no ndmero de rebentos

fotiades para.5 clone GRS a sua menor capacidade de reac¢do para todas

as combinagSes utilizadas, sendo os valores
méximos obtidos na combinagio de GD + 0.2 mgl? de BAP (2.71) e WPM + 0.2 mgl™ de BAP
(2.53), sem diferenca significativa. Também neste clone, com a utiliza¢io do meio WPM, se

registaram alteragdes a nivel morfoldgico.

2.2 - Comprimento do maior rebento

A andlise deste parametro permite-nos inferir quais os efeitos dos factores meio e
concentragio de BAP nos genédtipos dos clones utilizados, por forma a permitir o alonga-
mento dos rebentos formados, condigio essencial para a obtengio de populagdes stock por
subcultivos sucessivos e, obtengiio de rebentos com possibilidade de serem sujeitos a trata-
mentos indutores de rizogénese.

Os resultados da analise de variincia efectuada (Anexo [-Tab. C9), mostra-nos valores
de F altamente significativos (P>0.0001) para todas as fontes capazes de induzir variabili-
dade (para Meio * BAP, P>0.0012). Como tal, também o comprimento do maior rebento estd
dependente dos efeitos dos factores estudados e das suas interacgdes.

E de referir a importancia determinante da concentragio de BAP na explicagdo da va-
riabilidade registada (34%) e também da influéncia do clone (11%). Os meios de cultura,
apesar de apresentarem valores de F significativos, contribuem muito pouco para a explica-
¢ao da variabilidade, e as interac¢@es no seu conjunto contribuem com 14.9%. O erro experi-
mental comprova a variabilidade da resposta do material vegetal ja referida anteriormente
(cf. 2.1 - Taxa de multiplicacdo).

Os valores das médias obtidas para o comprimento do maior rebento por clone, estio

indicados na Fig. C11 e Anexo [-Tab. C10, apresentando o clone 431 um valor de 23.38 mm,
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que se distingue dos oulros dois clones. Esta andlise apresenta valores de alongamento para
os clones M2 e QR2 sem diferenga significativa, e com valores absolutos relativamente
baixos, 0 que poderia deixar antever uma certa dificuldade de alongamento ¢, como tal,

comprometer o processo global de micropropagagéao. Se de facto para o clone QR2 assim &,

e B ' N
CM CM
() (mm)
30} 30¢
a
.
20 20t .
9 i N
b
b
1G 10+
431 nR2 M2 GD Hm WPM
= v w /
Fig. C11 - Comprimento do major rebento forma- Fig. C12 - Efeito do meio de cultura no
deo em cada um dos clores comprimento do maicr rebento

jd 0 mesmo ndo acontece com o clone M2, onde se regista uma influéncia determinante da
concentragdo de BAP como se iré referir.
Em relagdo aos meios de cultura utilizados, a variabilidade provocada é muito baixa,

3.67 mm (18.41 - 14.74), sendo no entanto de destacar a influéncia significativa da formula-

¢do de GD sobre as outras duas (Fig. Cl2 e )
Anexo I-Tab. C11). £
Pela andlise da Fig. C13 e Anexo I-Tab. N \\

C12, verificamos a importante variagio provo- ‘\

cada pelos diferentes niveis de concentracio de o \.

BAT utilizados, 22.59 mm (26.18 - 3.59), o que \.

confirma na pratica a informagdo dada pela T " ae (mgts

p- e

analise de varidncia. As Concentraqﬁes mais Fig. C13 - Efeito da concentracac de BAP no
comprimento do maicr rebente

baixas mostraram-se mais favordveis ao alon-
gamento dos rebentos, 26.18 e 25.34 mm com 0.05 e 0.1 mgl™ de BAP respectivamente e sem
diferenca significativa, com um aspecto morfolégico normal mas com entrends muito alon-
gados (Fig. C18), tendo a concentragdo de 0.2 mgl™ permitido um alongamento superior aos
20 mm. A partir desta concentragio regista-se de novo um acréscimo significativo do declive
da curva, o que traduz um forte efeito inibidor no alongamento de rebentos dos clones para

0s meios utilizados.
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A interac¢io Clone * Meio, de pouca [ {rcn#ﬁ )
importancia para a explicagio da variabi- w0l
lidade registada, permite-nos verificar a f i %] Eﬂ] V%M
relagio destes factores no alongamento, e 1.
as médias obtidas estdo indicadas no Anexo 20 ? ;_
I-Tab. C13 e representados graficamente ? e ?Gbc
na Fig. C14. Assim registou-se o valor mais P /1 a5 T8
elevado na combinagio de GD e WPM com ? ?
o clone 431 (com 23.97 ¢ 25.01, sem dife- /] v
renga significativa), valores bastante baixos i . ona "2 |

para o clone QR2 em qualquer dos meios Fig. G14 - Efeitc dos meios de culiura no comprimento

¢ um efeito bastante benéfico da formula- do maior rebento em cada um dos clones

¢do de GD para o clone M2. De referir ainda a maior variabilidade registada em funcio do

clone do que em relagdo ao meio de cultura, 11.07 contra 3.67, previsto na andlise de

variancia.
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Fig. C16 - Efeito da concentragdc de BAP e do
meio de cultura no comprimente do maior rebanto

A interacgdo Clone * BAP, cujos resultados estdo indicados na Fig. C15 e Anexo [-Tab.
(14, permite obter uma percepgdo mais concreta da variagio deste pardmetro, ja que estio
em analise os factores que mais contribuem para a variabilidade existente. Assim, para os
clones 431 e QR2, regista-se uma resposta com sucessivos decréscimos a medida que a con-
centragao de BAP aumenta, embora com valores absolutos muito diferentes, pois que para o
clone 431 se atingiu uma média para o valor miximo de 42.98 mm, para o clone QR2 o
melhor valor foi de 20.97 mm. Em relagdo ao clone M2, os valores obtidos ndo seguem este
decréscimo gradual a medida que a concentragio aumenta (Fig. C9), pois que se registou

um valor crescente até & concentragio de 0.2 mgl' de BAP, inflectindo de novo a parlir deste
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ponto. Este comportamento podera ter a ver
LM
(Fmm)

com a forte dependéncia deste clone com o meio

de cultura (Fig. C14). ’ o

A interac¢do Meio * BAP cujas médias | ,, o
obtidas estdo indicadas no Anexo I-Tab. C15 e \
representadas graficamente na Fig. C16, indi- | * \\!
cam-nos a pouca variabilidade provocada pe- . \.X:
los meios de cultura, sendo a maior de 6.63 '\5
mm na concentragdo de 0.2 mgl? (26.73 - 20.10), o5 ':‘éAPt;lgr')"S ; :

| N

em relagdo a provocada pela concentragdo de Fig, 17 - Efefio 8a soncaniradao o8 BAP B

BAP, que é de 25.23 no meio WPM (28.36 - cada um dos meios de cultura, no comprimento
do maior rebento para o clone 431
3.13).

Nas Fig. C17, C19 e C20 estdo as representagdes graficas das médias obtidas no com-
primento do maior rebento, indicadas no Anexo [-Tab. C16, da interaccdo Clone * Meio *
BAP, permitindo assim observar os resultados para cada uma das combinagfes especificas
dos factores estudados. Também o comprimento do maior rebento mostrou uma forte de-
pendéncia das combinagdes especificas dos niveis dos diferentes factores (P>0.0001) e, como
tal, torna-se importante extrair quais as combinaces mais favordveis para cada um dos clo-

nes.

Fig. C18 - Variagao no comprimento dos rebentos provocada pelas diferentes  con-
centragbes de BAP no clone 431, em Hm (o trago indica 1 cm)

Em relagdo ao clone 431, os tracados das curvas resultantes do efeito dos meios de
cultura para cada uma das concentragdes de BAP, apresentam-se, de certa forma muito
semelhantes (Fig. C17), com os mdximos a serem obtidos na concentragio de 0.05 mgl" de
BAP, para qualquer dos meios e sem diferenga significativa (42.38, 42.53 e 42.03 mm para 0s
meios de GD, Hm e WPM respectivamente), e com um decréscimo gradual & medida que a

concentragdo de BAP aumenta (Fig. C17 e C18).
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cada um dos meios de cultura no comprimento cada um dos meios de cultura no comprimento do
do maior rebento para o clone QR2 maior rebento para o clone M2

Para o clone QR2 (Fig. C19), registou-se uma variagdo bastante aleatéria, com o maximo
absoluto a ser conseguido no meio de WPM + 0.05 mgl! de BAP, mas apresentando uma
variagdo morfolégica muito grande, aparecendo os rebentos com aspecto estiolado e hidrata-
dos, tendo nos meios de GD e Hm o alongamento sido méximo na concentragio de 0.1 mgl*
de BAP, com um aspecto fenotipico dos rebentos aparentemente normal.

Para o clone M2, tal como havia sido anteriormente previsto pelas interacgdes Clone *
BAP e Meio * BAP, regista-se o méximo de alongamento, para qualquer das formulacdes
nutritivas, em 0.2 mgl” de BAP (Fig. C20), embora nos meios Hm e WPM as concentracdes
de 0.05 e 0.1 mgl' de BAP tenham apresentado valores ndo diferentes significativamente,
mas ja na formulagdo de GD a combinagdo com 0.2 mgl! de BAP destaca-se, em relagio as
restantes, como forte promotora do alongamento neste clone com 35.62 mm.

Para aqualquer dos clones, a utilizagio de concentragdes elevadas de BAP, provoca
um efeito inibidor no alongamento dos rebentos, qualquer que seja a formulagio nutritiva

utilizada.

2.3 - Numero de segmentos

A utilizagdo do parametro nimero de segmentos como quantificador da capacidade
de multiplicacdo de uma determinada espécie vegetal é, sem diivida, de grande importan-
cia, quando se utilizam subcultivos sucessivos de rebentos regenerados in vitre para a obten-
cao de populagdes. Nestas circunstancias é, talvez, mais importante determinar o niimero de
explants possiveis de obter, do que o niimero de rebentos, pois que estes apenas se tornam
determinantes na fase de passagem para rizogénese. i no entanto evidente que este parame-

tro esta ndo sé directamente relacionado com a capacidade de multiplicagdo do explant e do
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alongamento dos rebentos formados por este, mas também com a prépria morfologia desses
mesmos rebentos, fundamentalmente a distancia entre nés, que implica uma variacio no
numere de gomos axilares formados.

A analise de varidncia do niimero de segmentos, definidos em Malerial e Métodos
como tendo 5 a 8 mm de comprimento e um minimo de dois gomos axilares, forneceu
valores de F altamente significativos (P>0.0001) quer para o efeito dos factores em estudo,
quer para as possiveis interacgdes (Anexo I-Tab. C17), o que significa uma forte dependéncia
do numero de segmentos para os factores clone, meio de cultura, concentragio de BAP ¢
respectivas interac¢es. No entanto, também o factor concentracio de BAP é o principal
responsavel na variabilidade existente em relagdo ao mimero de segmentos obtidos por
explant, tal como havia j& acontecido para a taxa de multiplicagdo e alongamento. De facto,
ela é responsavel por 41% da variagdo registada, sendo o restante atribuido ao factor clone
(10%), meio de cultura (1.5%), interacgdes (11%) e o restante dado pelo erro experimental.
Estes valores sdo bastante semelhantes aos obtides para a explicagdo da variabilidade regis-
tada quer na taxa de multiplicacio quer no alongamento, resultado previsivel uma vez que,
como dissemos, o nimero de segmentos estd muito directamente relacionado com aqueles
parametros.

O valor de 3.3 segmentos obtidos como grande média, traduz um valor relativamente
baixo para este pardmetro, mas, como se ird verificar, ele resulta das grandes amplitudes
nos intervalos de resposta muito de acordo com as combinages especificas dos factores em

estudo, dal se terem registado grandes diferencas significativas.

P ~ .~ B
N&
5 F
it NS
4 F Lr e
b
b 7]
T 3r r—] e
a
2t 2
1t 1l
431 anrz M2 GD Hm WEM
A J . v
Fig. C21 - Namero de segmentos chtidos em Fig. C22 - Efeito do meio de cullura no
cada um dos clones nimero de segmentos obtides

Na Fig. C21 apresenta-se graficamente a varia¢do no nimero de segmentos obtidos

para cada um dos clones, sendo de destacar as diferengas significativas entre todos eles
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(4.51, 3.09 e 2.30 para 431, M2 e QR2 respectivamente}, com uma diferenca maxima de 2.21
(4.51-2.30).

Menor variabilidade, tal como havia sido indicado pela analise de varidncia, se regis-
tou por influéncia das formulgdes nutritivas, com um valor de 0.89 segmentos. O meio GD
mostrou ser 0 mais favoravel no global de todas as combinagdes possiveis, tendo o meio
WPM apresentado o valor mais baixo (Fig. C22 e Anexo [-Tab. C19).

Em relagdo aos efeitos provocados pelos

s ™
N5

diferentes niveis de BAP, a Fig. C23 mostra
claramente as grandes diferengas que se regis- : -

tam no namero de segmentos possiveis de ob- . _/ \
ter em cada um deles. De facto, de um méximo p \
de 5.54 obtido com 0.2 mgl' de BAP (embora 2 \

sem diferenga significativa da concentragéio de ’ \

Tk

5 1 2
BAP[mgid|

0.1 mgl!), passamos para 0.59 obtido com 2 s i 2

mgl?, ou seja uma amplitude de 4.95, confir- Fig. C23 - Efeilo da concentragao de BAP no
mando-se assim este factor como principal res- nimera:de.segmentosebiiios
ponsavel na variabilidade do nimero de segmentos possiveis de obter por explant em cada
ciclo de cultura. '

A interacgao Clone * Meio, represen-

NS tada graficamente na Fig. C24, permite-

nos associar as methores formulacées nu-

[o%

|

[Zi D X tritivas para cada um dos clones. Se para
GO Hm WPM

-

o clone QR2 néo se registam quaisquer di-

o

ferengas significativas provocadas pelas va-

Qg riagdes nutritivas, jd o mesmo ndo acon-

tece em relagdo aos outros dois clones.

AN
NN

Assim para 0 431 os meios GD e Hm séo

0s mais favoraveis, sem diferenga signifi-

431 M2 an? : : .
\ / cativa e, para o clone M2 o efeito provoca-
Fig. C24 - Efeito dos diferentes meios de cultura . P .
no nlimero de segmentos obtidos por clone do pelo meio GD é significativamente di-

ferente dos restantes (4.09, 3.16 € 2.03).

As Fig. C25 e C26, representam a variagdo do nimero de segmentos obtidos na inter-
acgdo Clone * BAP e Meio * BAP, e o tragado das curvas é algo semelhante dquela que des-
creve o comportamento desta varidvel em fungio exclusiva da concentragio de BAP (Fig.
C23), ja que a interacgdo se da com os dois factores que pouca variabilidade provocam no
namero de segmentos possiveis de obter, como anteriormente referimos. Estas interacgoes
permitem-nos analisar 0 comportamento para cada um dos clones e meios utilizados. As-
sim, no primeiro caso confirma-se o melhor resultado obtido pelo clone 431, sendo de referir
os elevados valores obtidos na combinagdo com 0.1 mgl? de BAP (7.83) e 0.2 mgl? (7.14),
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Fig. €25 - Eleilo da concentragao de BAP no Fig. C26 - Efeito da concentragie de BAP no ndmero
nlimero de segmenics obtidos para cada um dos de segmentos obtidos em cada um dos meios de
clones cuttura

sem diferenga significativa. Também a combinagdo de 0.2 mgl! de BAP permitiu um valor
bastanle elevado para o clone M2, 5.77 e significativamente diferente de todos os outros. O
clone QR2 apresentou os valores mais baixos, sendo as concentracdes de 0.1 e 0.2 mgl? de
BAT as que permitiram melhores resultados (3.85 e 3.70 respectivamente e sem diferenca si-
gnificativa). Em relacéo a influéncia dos meios de cultura utilizados as variagdes registadas
ndo foram tao acentuadas. De facto entre os meios GD e Hm destacam-se significativamente
~ as combinactes de GD + 0.2 e de Hm + 0.1 mgl” de BAP com 6.34 e 5.99 respectivamente,
registando-se depois uma série de valores bastante semelhantes. Em relagio ao meio WPM
confirmam-se os menores valores absolutos no geral das combinagdes de BAP, como conse-
quéncia da menor capacidade em permitir um bom desenvolvimento dos rebentos. O niimero
de segmentos possiveis de obter sofre acentuado decréscimo quando as concentragdes de
BAP se incrementam acima dos .2 mgl?, e isto quer em fung¢do do clone quer em funcdo do
meio.

Por Gltimo, as Fig. C27, C28 e €29, sdo a representagio grafica das médias do nimero
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Fig. C27 - Efelto da concentragio de BAP em Fig. C28 - Efeilo da concentragdo de BAP em
cada um dos meios de cultura no nimero de cada um dos meios de cultura no nimero de

segmentos ohtidos para o clone 431 segmentos oblidos, para o clone M2



de segmentos obtidos em fungio de cada uma
das combinagdes dos factores utilizados, e in-
dicadas no Anexo [-Tab. C24. Em relacdo ao
clone 431 (Fig. C27), cs melhores resultados
foram os obtidos nas formulagdes de Hm e
GD com 0.1 mgl? (8.59 e 8.24 respectivamente
e sem diferenca significativa), apresentando-se
ainda outras combinacdes com valores relati-
vamente elevados. Para o clone M2 (Fig. C28),
destaca-se o valor obtido na combinagio GD +
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Fig. C29 - FEfeito da concentragdo de BAP em
cada um dos meios de culttra no nimero de
segmentos obtides, para o clone QR2

0.2 mgl", 8.44 segmentos, ficando as restantes médias mais proximas praticamente a metade

desle valor. Estes resultados traduzem uma maior adaptabilidade ou toleréncia do genédtipo

do clone 431 em relagio ao clone M2. Para o clone QR2 (Fig. C29), o maximo de segmentos
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Fig. €30 - Variagdc do nimero de rebentos (NR),
comprimento do maior rebento (CM) e ndmero de
segmentos (NS) obtidos nos melhores meics de
cultura em cada uma das concentragbes de BAP
para o clone 431

—_— MR

= —=LC(HKicm

— e NG

.2 E
BAF(mglY)

Fig. C32 - Variagéo do ndmero de rebenios (NR),
comprimento do maior rebento (CM) e ndmero de
segmentos (NS) obtidos nos melhores meios de
cultura em cada uma das concentragdes de BAP
para o clone QR2
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Fig. C31 - Variag&o do numero de rebentos (NR),
comprimentc do maior rebento {CM) e nimero de
segmentos (NS) obtidos nos melhores meios de
cultura em cada uma das concentragies de BAP
para o clone M2

foi obtido na conbinacio WPM + 0.05 mgl* de
BAF, com 4.65, embora sem diferenga signifi-
cativa para as combinagdes Hm e GD + 0.1
mgl! de BAP, com 4.24 e 4.38 respectivamente.

Dada a confirmagio estatistica da forte
interacgao que exercem os factores em estudo
nos diferentes pardmetros que acabamos de
analisar, elabordmos as representagdes gréficas
das Fig. C30, C31 e C32 que indicam as me-
Thores combinages absolutas obtidas para cada
um dos clones 431, M2 e QR2, por forma a dar

uma ideia global do comportamento de cada
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um dos parametros quantificadores que nos permitiram analisar a fase de multiplicacdo

nestes trés genotipos.

II. FASE DE ENRAIZAMENTO

Os ensaios de enraizamento tiveram por objectivo avaliar a capacidade de indugao de
um sistema radicular adventicio nos rebentos obtidos na fase de multiplicagdo, por acgao de
uma auxina, o dcido 3-indol butirico (AIB), aplicado por duas metodologias diferentes,
inclusdo no meio de cultura e utilizagdo de uma solugdo concentrada de AIB, segundo o
descrito em Material e Métodos. Analisou-se também a influéncia da soluciio nutritiva no
desenvolvimento do sistema radicular bem como as possiveis diferencas interclonais. As
tabelas das analises de varidncia e das médias obtidas para cada um dos pardmetros quanti-
ficadores, sdo apresentadas em Anexo (Tabela C25 e seguintes), e foram elaboradas tendo

em conta a dimensao total da amostra.

1. Aplicac@o de AIB no meio de cultura

Em relagdo ao nimero de raizes formadas, apés 30 dias, verificamos que quer o meio
de cultura quer a concentragdo de AIB provocam efeitos significativos, bem como a sua in-
teracgio (Anexo L-Tab. C25), sendo de referir a maior variabilidade provocada pelo nivel de
AIB utilizado. Dos valores das médias obtidas, destaca-se a combinagio 1/2GD + 5 ingl! de
AIB que permitiu a formagiio de uma média de 4 raizes na globalidade dos 34 rebentos
colocados em cultura e de 4.8 raizes se considerarmos apenas os rebentos enraizados (Tab.
C2), tendo-se registado um decréscimo quando se utilizaram concentragées mais baixas.
Com o meic MSm a variagdo entre o nimero de raizes nio apresentou qualquer diferenga
significativa entre as diferentes concentragoes de AIB utilizadas.

Tambéimn o alongamento radicular ¢ influenciade pela concentragio de AIB utilizada
na indugdo de rizogénese, pela solugdo nutritiva onde esse alongamento teve lugar e pela in-
terac§50 entre estes dois factores (Anexo [-Tab. C29). A combinagio de 1/2GD + 5 mgl?! de
AIB permitiu o maior alongamento radicular (Anexo I-Tab. C32) com 29.82 mm, embora
sem diferenga significativa da combinagio 1/2GD + 3 mgl? de AIB, com 24.68 mm. Estes
valores sdo relativamente diferentes se analisarmos o comprimento da maior raiz em relacio
ao numero de rebentos enraizados (Tab. C2), onde o melhor alongamento, com diferenga si-
gnificativa, se deu na combinagio 1/2GD + 3 mgl? de AIB, com 49.35 mm. Com a formula-

¢do de MSm os valores obtidos foram inferiores e sem diferenga significativa entre eles.
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Tab C2 - Efeito da formulacao nutritiva e concentragao de AIB no meic de cultura, no nimero de raizes
formadas por rebento enraizade (NRa), comprimento médio (mm) da maior raiz, por rebento enraizado
{CMRa), comprimento médic (mm) de todas as raizes formadas por rebento enraizado (Cmra) e
percentagem de enraizamento (%), no clone 431

AlB Meio
(mgl™) 1/2 GD MSm

NRa CMRa Cmra %Ya NRa CMRa Cmra Yo
1.5 1.00b 20.50¢ 20.50b 5.9¢ 3.33a 21.00a 9.53a 8.9¢c
3 2.53b 49.35a  38.04a 50.Cb 2.64a 13.90a 10.11a 32.4b
5 4.86a 36.21b  23.80b 82.4a 3.14a 19.46a 14.00a 82 4a

Separagao de medias na coluna por LSD 5%. Percentagens analisadas apds transformagéo em arcsen.

Os valores das médias de todas as raizes que um rebento formou (Cmra), apresentam

um comportamento em tudo idéntico aos valores da maior raiz, sendo influenciado pela

concentragdo de AIB, meio de cultura e interaccdo entre eles (Anexo I-Tab. C33). Este para-

metro da-nos uma imagem mais concreta
da morfologia radicular do rebento enraiza-
do e, com a formulagdo de 1/2GD, pode-
mos considera-la como bastante equilibrada
e suficientemente desenvolvida (Fig. C33).
Finalmente, um aspecto essencial na
determinacdo da eficiéncia de um tratamen-
to para induzir rizogénese, diz respeito ao
numero de plantas que conseguem desen-
volver um sistema radicular funcional. E neste
caso registdmos percentagens de enraiza-
mento relativamente semelhantes para qual-
quer das formulagdes utilizadas, mas dife-
rentes com base na concentragao de AIB, per-

mitindo a concentragdo de 5 mgl! de AIB

r

=

Fig. C33 - Rebentos enraizados em 1/2 GD com
5 mgl'de AIB

uma percentagem de 82.4% (Tab. C2). Para material de origem adulta, e para este género,

pode-se considerar bastante elevada, tendo as concentragdes de 1.5 e 3 mgl? de AIB regista-

do percentagens significativamente inferiores.

A Tab. C2, ja anteriormente referenciada, indica-nos as médias dos parametros quanti-

ficados, obtidas em relagdo apenas aos rebentos enraizados. Se para o caso de combinag¢oes
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que permitem elevadas percentagens de enraizamento, os valores obtidos nao se alteram em
muito, jd © mesmo ndo acontece para as medias que sdo obtidas nos tratamentos que

permitem fracas percentagens de enraizamento.

2. Aplicacao de AIB por imersao basal do rebento

Com esta metodologia obteve-se um comportamento muite mais homogéneo dos pa-
rametros quantificados relativamente aos tratamentos com AIB no meio de cultura.

Em relagdo ao niimero de raizes formadas, verificdmos que a acgdo dos factores clone e
tempo de exposigao do rebento a solugdo concentrada de AIB por si 56, ndo provocaram
efeitos significativos, mas apenas se registaram diferengas na sua interacgdo (Anexo I-Tab.
C37). Assim, registou-se a obtengao de 1.65 raizes na combinagio do clone M2 com exposi-
gao de 60 s (sem diferencga significativa para 120 s), tendo para o clone 431 o tempo de 30 s
de exposicao sido o mais favordvel, embora sem diferenca para os restantes tempos (Anexo
I-Tab. C38). Se considerarmos as médias obtidas apenas em relagdo ao niimero de rebentos
enraizados, os valores absolutos obtidos sobem bastante, e deixa de se registar qualquer
diferenqa significativa entre eles, quer por acgio do clone quer por acgdo do tempo de expo-
sicdo (Tab. C3).

( Tab C3 - Eleito do tempo de imersao em AIB 1 g, no enraizamento de dois clones, ne meio 1/2GD.
{NRa, numero de raizes formadas por rebento enraizado; CMra, comprimento médio {mm) da maior

ralz, por rebento enraizade; Cmra, comprimento medio (mm) de todas as raizes formadas por
rebento enraizado; %, percentagem de enraizamento}

Tempo Clona
(s) M2 431
NRa CMRa  Cmra Yo NRa CMRa Cmra %
30 2.14z 23.71a 17.04a 21.0b 2.16a 29.52a '26.53a 74.0a
60 3.29a 23.00a 19.21a 50.0a 2.44a 28.33a 23.30a 53.0ab
120 3.00a 23.00a 18.21a 44.0a 2.73a 26.86a 23.18a 44.0b

Separagao de madias na coluna por LSD 5%. Percentagens analisadas apdés transfermagao em arcsen

Para o comprimento da maior raiz, registou-se efeito significativo do facter clone ¢ da
sua interaccdo com o tempo de exposigio (Anexo FTab. C39). A diferenca obtida entre os
dois clones foi de 7.35 mm (16.19 para o clone 431 e 8.84 mun para o clone M2), tendo a
aplicagdo de 30 s de exposigdo ao AIB permitido o methor alongamento no clone 431 (sem
diferenca significativa para o tempo de 60 s), com 21.71 mum, ndo tendo o clone M2 ultrapas-

sado 0s 11.50 mm como melhor alongamento (Anexo [-Tab. C41). Na andilise feita com base
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apenas no numero de rebentos enraizados (Tab. C3), verificamos que os clones deixam de
apresentar um comportamento téo diferente, ja que as médias para o clone M2 atingem os
23.71 mm no tempo de exposigio de 30 s, sem diferenca significativa dos outros dois
tempos, e para o clone 431 os valores oscilam entre 26.86 mm e 29.52 mm, sem diferenca
significativa.

O comprimento médio de todas as raizes obtidas por rebento apresentou-se também
como um parametro influenciado pelo tipo de clone e pela sua interacgio com o tempo de
exposigao a solucdo de AIB (Anexo I-Tab. C43), ndio tendo este factor, s6 por si, gerado
diferengas significativas. Como seria de prever, face acs resultados obtidos para o compri-
mento da maior raiz, também o clone 431 obteve os melhores valores, tendo a utilizacio de
30 s de exposigao apresentado o melhor resultado, 19.51 mm (Anexo I-Tab. C44). Se anali-
sarmos os resultados com base no niimero de rebentos enraizados (Tab. C3), mais uma vez
desaparecem as diferencas significativas entre as médias obtidas por ac¢io dos niveis dos
factores utilizados e, como tal, os valores apresentam-se bastante homogéneos.

As percentagens obtidas por este método, no enraizamento dos dois clones utilizados,
ndo se mostraram tao discrepantes em relagiio as obtidas com a utilizacio de AIB no meio de
cultura, tendo no clone M2 variado entre 0s 21 ¢ os 50% e, para o clone 431, entre 44 ¢ 74%
(Tab. C3). Se para este clone o valor obtido com a utilizagdo de um tempo de 30 s, 74%, se
pode considerar como satisfatério, atendendo a que se trata de material adulto, jd os 50%

obtidos para o clone M2 ficam muito aquém do desejavel num sistema de micropropagagao.

3. Efeito da aplicacao da gota de BAP

Este registo efectuou-se em simultineo com os ensaios de enraizamento, e os resulta-

dos apresentados na Tab. C4, foram obtidos com o clone 431 no meio de 1/2GD.

3
Tab. C4 - Efeito da aplicagio da gota de agar com BAP em rebentos decapitados.
{Clene 431, meio de cultura 1/2 GD, + erro padrae da média).
AlB Yo Yo comprimento do
(mg!™) enraizamento abrelhamento rebento (mm)
1.5 59 100 145 4 1.18
3 50.0 94 77 +1.02
5 82.4 71 8.5+1.21
N >

Parece poder afirmar-se que a capacidade da gota de BAP agarizada provocar o abrol-
hamento no rebento decapitado, ndo é muito afectada pela concentragio de AIB que foi utili-
zada para induzir rizogénese (Fig. C33), embora se registe um dcréscimo 4 medida que a

concentragdo de AlB aumenta. Este facto sugere uma leve relagiio inversa entre o enraiza-
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mento e o abrolhamento, bem como com o alongamento do novo gomo. De facto registou-se
100% de eficacia na desenvolvimento do gomo, com um alongamento maximo de 14.5 mm
ao fim de 3 semanas apds a colocagdo da gota de agar com BAP, no tratamento em que se
havia utilizado uma concentracdo de 1.5 mgl' de AIB e, com a qual, apenas se obteve 5.9 %

de enraizamentos.

I1l. FASE DE TRANSPLANTE E ACLIMATACAO

A transferéncia de rebentos enraizados para as condigdes de aclimatagio, deu-se apds
30 dias do inicio do tratamento de indugfo rizogénica. Apesar de alongamento radicular
nesta data néo ser ainda muito acentuado, registaram-se algumas dificuldades no sentido de
colocar os rebentos no substrato sem provocar danos nas raizes, ja que elas se quebram com
enorme facilidade, pelo que serd aconselhdvel fazer o transplante dos rebentos pouco depois
da emergéncia dos primérdios radiculares. Dos 70% de plantas sobreviventes apds 30 dias
do inicio da aclimatagdo, cerca de 17% dessas plantas ndo apresentavam evidéncias de
crescimento, embora ainda se apresentassem com aspecto verde. Da sua observagdo, veri-
ficamos que ndo havia sido formada nenhuma nova raiz durante esse periodo, e que as ja
existentes se apresentavam com um aspecto muito rugoso e flacidas e, provavelmente, ndao
funcionais. Outra causa de morte das plantas foi 0 apodrecimento do caule na zona junto a
superficie do substrato, talvez devido ao aparecimento de fungos e algas, como consequén-
cias dos elevados valores de humidade e da pouca eficicia dos tratamentos preventivos.

Apbs 60 dias, registou-se uma percentagem de sobrevivéncia na ordem dos 52%, pare-
cendo o aspecto morfolégico das plantas como normal (Fig. C34).

' ~

Fig. C34 - Planta de caslanheiro regenerada in vitro apés 60 dias de aclimatagéo
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I. FASE DE MULTIPLICACAQ

O trabalho publicado em 1983 por Vieitez e colaboradores, demonstrou a possibilidade
de estabelecer e multiplicar in vitro material adulto de castanheiro, abrindo assim caminho a
novas vias de investigacdo que permitissem nédo sd confirmar como também desenvolver as
metodologias entdo propostas.

Os estudos agora apresentados, pretendem contribuir para a compreensao do compor-
tamento do castanheiro quando submetido a sistemas de propagacio in vitro por rebenta-
mento axilar, no que diz respeito a variabilidade que se regista em diferentes parametros
quantificadores da sua capacidade regenerativa, tais como o nimero de rebentos formados
maiores que 5 mm, o seu alongamento e o nimero de segmentos por explant, determinantes
para avaliar o sucesso do efeito dos facteres considerados como capazes de influenciar a fase
de multiplicagdo e que sdo o genodtipo, o meio de cultura e a concentra¢do de citocininas
(Vieitez e Vieitez, 1982; Biondi et al., 1981; Vieitez ef al., 1983, 1986).

Para tal estudo utilizamos trés clones de castanheiro, designados por 431, M2 e QR2,
hibridos de C. sativa x C. crenata, trés meios de cultura, de Greshoff e Doy (1972) (CD),
Woody Plant Medium (WPM) (McCown e Lloyd, 1981) e de Heller (1953} (Hm) modificado
por Vieitez et afl., (1983} e seis concentragéies de 6-benzilaminopurina (BAP), a citocinina
considerada mais eficaz na promogio de rebentamento axilar no castanheiro (Vieitez e Viei-
tez, 1982; Vieitez et al., 1983), tentando assim avaliar de uma forma bastante lata o efeito
* destes factores em cada um dos parametros quantificadores.

Embora referido em Material e Métodos, consideramos importante acentuar o facto de
termos utilizado como material vegetal para iniciar as culturas, rebentos de amontoa de
arvores seleccionadas, consideradas resistentes a doenca da tinta e, como tal, com certas
caracteristicas consideradas juvenis, e isto porque a utilizagio de outro tipo de material

vegetal, nomeadamente da copa, obriga a utilizagio prévia de métodos de rejuvenescimen-
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to, sem 05 quais as respostas regenerativas sdo muito deficientes, se ndo impossiveis (Balles-
ter et al., 1989)

1. Efeitos da concentrag&o de benzilaminopurina

Em relacdo a todos os factores ensaiados, a concentracdo de BAP mostrou ser o mais
importante no condicionamento do tipo de resposta regenerativa (P>0.0001 para qualquer
dos pardmetros), sendo considerada indispensével e determinante, quer para a capacidade
de proliferacdo e alongamento, quer para o ntimero de segmentos possiveis de obter. O
efeito desta substincia na micropropagacao de espécies vegetais estd bem demonstrado na
profusdo de trabalhos publicados, sendo a sua acgao na regulagio do crescimento e forma-
¢do de orgdos o efeito mais divulgado e estudado (Skoog e Miller, 1957; Zaerr e Mapes,
1982).

A exposigio de tecidos vegetais a este regulador de crescimento deverd iniciar uma
sequéncia programada de acontecimentos a nivel celular, provavelmente por activagio da
sintese de RNA, proteinas e acréscimo da actividade enzimdtica, que as leva a obter um
padrdo altamente controlado de divisées celulares que irdo originar futuros complexos me-
ristematicos. No entanto, a compreensdo das bases bioquimicas da acgdo deste regulador de
crescimento, mesmo em modelos de sistemas experimentais, € ainda muito incompleto (Mi-
necha, 1987).

Em relagdo aos resultados obtidos verificAmos que, embora dependente do gendtipo e
tipo de meio utilizado, as concentragdes mais baixas de BAP, da ordem das 0.1 e (.2 mgl?, se
mostraram as mais favoraveis na formagdo e desenvolvimento de rebentos maiores que 5
mm. Em relagdo ao alongamento, a concentragde de 0.05 mgl? de BAP mostrou ser a mais
favoravel, permitindo a formagao de rebentos com média superior a 4 cm (Fig. C20), atingin-
do valores individuais de 8 a 10 cm. Tal facto pode explicar-se pela existéncia de um menor
namero de rebentos formados e como tal a possibilidade de um defenvolvimento mais
acentuado de um deles, ja que a concentragao de BAP, insuficiente para promover melhor
proliferacdo, permitia o alongamento, sendo a prépria distribuigdo dos nutrientes muito
menos repartida. No entanto, a este alongamento nao correspondeu um aumento no namero
de segmentos ja que estes rebentos possuiam entrends muito alongados e, como tal, poucos
gomos axilares {Fig. C23). O nimero de segmentos mostrou-se mais directamente relaciona-
do com a maior capacidade de proliferagio, pois que ele apresenta madximos coincidentes
com os maximos de proliferagdo, com excepgio do clone QR2, em que o maximo de segmen-
tos foi obtido nas concentragdes mais baixas de BAP, a que correspondeu o maior alonga-

mento. De facto, este clone mostrou-se muito sensivel & concentracdo de BAP, e as proprias
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concentragdes de 0.1 e 0.2 mgl”’ ndo permitiram um alongamento susceptivel de se conse-
guir elevado namero de segmentos.

Em relagdo ao clone M2, verificou-se também que as concentragdes mais baixas de
BAP ndo foram as que permitiram melhor alongamento (Fig. C14), sendo este obtido na
concentragio de 0.2 mgl'. Tal tipo de resposta pode ser considerada gendtipo dependente,
peis ha evidéncias que mostram que nio é sé a concentragao do regulador de crescimento o
unico responsavel pelas diferengas quantitativas nas respostas esperadas, mas também a
sensibilidade das células para esse regulador de crescimento (Trewavas, 1981, 1982), sendo
essa sensibilidade definida em termos de niimero de receptores presentes e determinada
genotipicamente. Para além deste facto, também a interacgdo entre o regulador de cresci-
mento enddgeno e as concentragdes exdgenas de reguladores andlogos que se adicionam ao
meio de cultura podem influenciar o tipo de resposta. Este clone mostrou-se ainda muito
especifico em relago as combinagdes dos factores utilizadas e, embora em relagao ao namero
de rebentos maiores que 5 mm ndo haja diferengas significativas entre as combinag¢des GD +
0.1 mgl' e Hm + 0.1 e 0.2 mgl! de BAP (Anexo I-Tab. C8) ja o comprimento do maior
rebento e o nimero de segmentos sdo fortemente beneficiados pela combinacao GD + 0.2
mgl? de BAP (Anexo I-Tab. C16 e C24). '

As concentra¢@es mais elevadas de BAP mostraram-se, para todos os clones e meios,
como fortemente inibidoras do alongamento e, como tal, o niimero de rebentos maiores que
5 mm contabilizados foi também drasticamente reduzido, apresentando as culturas um
aspecto de cacho com diferenciacdo de dpices mas sem alongamento (Fig. C9 e C18). Tal
efeito confirma os resultados referidos por Vieitez ef al. (1983), pelo que estas concentragdes
apenas poderdo ser titeis se forem utilizados posteriores sistemas de alongamento dos re-
bentos, o que torna o processo de propagagdoc in vitro mais oneroso, para além destas
concentragdes aumentarem a probabilidade de variabilidade genética pela possibilidade de
promoverem a formagio de rebentos adventicios directamente do callus que se forma na
base do explant e que nestas concentragdes se desenvolve muito mais.

Os valores obtidos nestes pardmetros como resposta a acgdo da benzilaminopurina,
podem ser considerados como dentro dos valores ja referidos noutros trabalhos (Gongalves,
1990}, apesar de na maioria deles, se fazer referéncia a lotalidade de rebentos formados e
ndo apenas aos maiores que 5 mm. Assim, Vieitez ef al., (1983) apresentam um maximo de
4.3 rebentos com o comprimento do maior de 21.1 mm na concentragio de 0.1 e 0.2 mgl* de
BAP. Em relagdo aos trabalhos de Biondi et al. (1981) e Mullins (1987), apenas referem que
estas concentragoes de BAP sao as que deram melhores resultados, embora nao tenham
quantificado. Em C. molissima e com material juvenil, Qi-Guang et al. (1986) apresentam

tgualmente um valor para a taxa de multiplicagdo de 4.3 rebentos e com comprimentos da
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ordem dos 35 mm.

Em outras fagaceas, por exemplo . robur, os melhores resultados foram obtidos com
doses de 0.1 e 0.2 mgl' de BADP (San-José et al. , 1985; Favre e Juncker, 1987) assim como as
doses mais elevadas (1 e 2 mgl?) tiveram efeito fortemente negativo sobre o alongamento e
desenvolvimento dos gomos axilares. J4 em Q. rubra, San-José et al. (1985), referem que a
concentragdo de 0.5 mgl' de BAP se mostrou como a mais eficaz em conjunto com a adigdo
de uma auxina. Também em Q. suber, Manzanera e Pardos (1990}, consideram importante a
combinagdo entre uma citocinina e uma auxina para a taxa de multiplicagdo, mas ja para o
alongamento referem que a concentragdo de BAP é o Unico factor que influencia este para-
metro. A necessidade da presenga de uma auxina nesta fase de multiplica¢do de espécies
lenhosas € muito varidvel de acordo com as espécies (Davies e Keathley, 1987), sendo
sugeride que para o caso do castanheiro ela é dispensavel (Vieitez et al., 1983; Chevre, 1985).

Em relagiio ao niimero de segmentos, ele é também fortemente dependente da concen-
tragdo de BAP (P>0.0001), o que alids seria de prever, ja que este valor esta directamente
relacionado ndo s6 com a capacidade de proliferaciio dos explants, como também com o seu
alongamento e, como ja foi referido, estes pardmetros sdo também fortemente dependentes
dos niveis de BAP utilizados. Nos trabalhos ja citados, sobre micropropagagdo de castanhei-
ro, nao ¢é feita referéncia a este pardmetro, embora o seja em outras espécies (San-José ef al.,
1988, 1990) sendo considerado um parametro muito esclarecedor sobre a verdadeira capaci-
dade de multiplicacdo de uma cultura por rebentamento axilar durante as fases de subculti-
vos sucessivos. Os valores obtidos para os clones 431 e M2 na melhor combinagdo, 8.59 em
Hm + 0.1 mgl?* de BAP ¢ 8.44 em GD + 0.2 mgl™ de BAP respectivamente, indicam que estas
concentracdes sio, sem duvida, as mais indicadas para a fase de multiplicagdo de cada um
destes clones. Também para o clone QR2 as concentrages de BAP mais reduzidas se mos-
traram mais favoraveis, embora os valores absolutos para qualquer dos pardmetros quantifi-
cados tenham ficado muito longe dos obtides para os oulros dois clones, o que talvez
signifique a possibilidade de inadequacio das formulacdes nutritivas utilizadas, ja que ndo
nos parece credivel que as necessidades em BAP se situem fora da gama de concentragdes

utilizada.

2. influéncia do clone

O factor clone foi, para qualquer dos pardmetros quantificados, o segundo principal
responsavel pela variabilidade que se registou nas respostas regenerativas, embora influen-

clando também fortemente essas mesmas respostas (P>0.0001). A influéncia do gendtipo
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havia ja sido referida por varios autores, quer para este género quer para outros (Vieilez et
al., 1983; Biondi et al., 1986; Davies e Keathley, 1987; Rutledge e Douglas, 1988; Juncker e
Favre, 1989; Dolcet-Sanjuan et al,, 1990), confirmando-se assim como mais uma dificuldade
no estabelecimento e multiplicagio in vitro de espécies lenhosas. Dos trés gendtipos utiliza-
dos, verificou-se que o clone 431 foi o que se comportou come mais tolerante para uma
maior gama de combinagdes de meios e concentragdes de BAP apresentando valores de res-
posta muito positivos. O clone M2 mostrou-se muito mais sensivel a combinagdes particula-
res daqueles factores, nomeadamente no alongamento e nimero de segmentos (Fig. C20 e
C28). Em relacdo ao clone QR2 trata-se de um clone que, como se referiu, se comportou
como recalcitrante para as combinagdes dos factores utilizados e, como tal, com respostas
regenerativas tanto quantitativas como qualitativas, muito aquém do aceitavel nesta fase da
propagacao in vitro.

As diferengas referidas enire os clones 431 e M2 podem também ser explicadas com
base no nuimero de subcultivos a que as culturas haviam sido sujeitas até serem estabeleci-
dos 0s ensalos, pois que como é referido por varios autores (Boulay, 1978; Franclet et al.,
1980; Gupta et al., 1981; Fouret et al., 1984; Franclet et al,, 1987), os subcultivos sucessivos a
que se sujeita uma cultura podem provocar um certo cardcter de rejuvenescimento e, como

tal, facilitar a adaptagéo e proliferagdo nas condigdes in vitro.

3. Efeitos das formulagdes nutritivas

As formuladoes nutritivas utilizadas mostraram ser o factor responsivel por provocar
menor variabilidade quantitativa nas respostas regenerativas. O mesmo jd nao aconteceu
com os aspectos morfologicos associados as culturas. De facto, a anélise dos resultados facil-
mente demonsirou que a substituigdo da solugdo nutritiva, poucas alterages globais provo-
cava.

Das trés formulagdes utilizadas, a que permitiu, de um modo geral, piores resultados
quer quantitativos quer qualitativos (cf. Resultados) foi a do meio WPM. Este meio de cultu-
ra, desenvolvido especificamente por Lloyd e McCown (1981} para espécies lenhosas, nio se
mostrou muito favoravel a multiplicacdo destes clones de castanheiro. Idéntico resultado foi
referido por San-José et al. {1985, 1988) em (. robur e Q. rubra. Tal facto podera ficar a dever-
se a presenga de nitrate de aménic que, tal como na fermulagdo de Murashige e Skoog
(1962), parece causar um efeito negativo nas culturas de castanheiro, originando culturas de
aspecto suculento, com folhas verde escuro e dobradas, de crescimento muito mais lento e

com alteragdes morfologicas, incluindo vitrificacio (Vieitez et al., 1983). No entanto, conside-
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ra-se que o iao aménio é indispensavel para o bom desenvolvimento das culturas, pois que
ensaios sem NH,* produziram os piores resultados no tabalho de Vieitez et al. (1983). Esta
necessidade de ides aménio €, de resto, inquestionavel, ja que parece dificil a subsisténcia de
tecidos vegetais in vitro exclusivamente a base de nitrato como tinica fonte de azoto, e isto
porque as culturas sdo tipicamente heterolréficas e a redugdo de nitrato é um processo
altamente endergdnico exigindo uma actividade elevada da via dos fosfatos de pentose para
a produgdo de coenzimas reduzidos (Steward e Rhodes, 1977). Além disso, a absorgio de
ides nitrato provoca um acentuado incremento do pt do meio (Bayley et al., 1972), com
todas as consequeéncias que dai advém para as culturas.

Assim, parece, que ndo s6 a concentragdo, como a forma em que sdo administrados os
compostos que fornecem azoto inorganico, sdo determinantes no tipo de resposta fisiolégica.
A apoiar este facto estdio os resultados obtidos com os meios GDD e Hm, em que ndo $6 a
concentragio do azoto total ¢ bastante inferior a do meio WPM, 12.9, 10.8 e 14.7 mM respec-
tivamente (Anexo [-Tab. D1), como também é administrado sob a forma de sulfato de
aménio em vez de nitrato de aménio como acontece no meio WPM. A razdo NH,*/NO, é
normalmente utilizada como indicadora da relacio que deve existir entre as concentragdes
destes dois 10es e, para o caso do castanheiro parece assim aconselhavel utilizar formulagdes
em que esta razio seja baixa, da ordem dos 0.2 a 0.3 (Anexo I-Tab. D1 }, como acontece com
os meios GID e Hm, ao contrario do meio WPM e que essa razdo é de 0.5.

A importancia determinante que assume a assimilago de azoto inorgénico e a com-
preensdo do seu papel na diferenciagdo das células vegetais, é um assunto chave na com-
preensado do crescimento e desenvolvimento das culturas (Hageman, 1979; Kirby et al.,
1987). De facto trata-se de uin elemento indispensavel, mas que em concentragdes elevadas
peode ser toxico e, como tal, ndo pode ser acumulado no citoplasma.

Em Quercus suber os resultados apontam também para estas conclusdes (Manzanera e
Pardos, 1990). Os meios em que foram obtidos os melhores resultados foram os de Heller
(1953) com igual modificagdo a utilizada nos presentes ensaios ¢ a de Somumer ef al. {1975),
este com uma formulagdo e razdes idnicas muito semelhantes as do meio GD, tendo-se
registado forte efeito negativo em formulagdes em que as razdes NH_*/NO_" sdo elevadas,
ou se fornece nitrato de amonio. Idénticos resultados sio apontados por Seckinger et al.
(1979) em Q. rubra e Vieitez et al. (1985) igualmente em (. robur, o que parece confirmar a
necessidade de utilizagdo de razdes baixas destes dois ides e a utilizagdo vantajosa do sulfato
de amdnio em substituigdo do nitrato de aménio, na fase de multiplicagio de fagiceas.

’ Outra grande diferenga entre estes meios reside na razdo K*/Ca* (4.2, 13.9 ¢ 20.8 mM
respectivamente para o meio WM, GD e Hm) parecendo indicar que a utilizagao de valores

elevados nesta relagio permite um melhor desenvolvimento das culturas, ou que estas ndo
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sdo afectadas pelo excesso de ides K* em relagao aos ides Ca*+.

Em termos de concentragdoe idnica total, esta parece nio ter influéncia directa na capa-
cidade de resposta das células vegetais destes gendtipos, ja que se comportaram como
tolerantes quer para os potenciais baixos (39.2 e 41.6 mM para GD e WFM respectivamente)
quer para potenciais mais elevados (52.2 mM para Hm).

Em relagao as formulages de micronutrientes e vitaminas utilizadas, torna-se extraor-
dinariamente dificil discutir as suas implicagdes no metabolismo vegetal e, como tal, nas
respostas morfogenéticas dal resultantes, principalmente quando os ensaios ndo sdo especi-
ficamente orientados para esse fim, como aconteceu neste trabalho, pelo que evitamos quais-

quer consideragdes sobre os seus efeitos no desenvolvimento das culturas.

II. FASE DE ENRAIZAMENTO

A fase de enraizamento continua a revelar-se como sendo uma fase relativamente
dificil na micropropagagdo de castanheiro. Nao tanto pela capacidade dos tratamentos utili-
zados desencadearem o processo rizogénico, embora esla sub-fase merega investigagdes
complementares, mas pelo facto de surgirem outras dificuldades nesta fase, como sejam a
manutengdo de um bom estado fisioldgico da planta, a fim de permitir obter sucesso na fase
de transplante e aclimatacéo.

De facto, a necrose do gomo apical, uma das desordens fisioldgicas mais marcantes,
ndo so neste mas também como em outros géneros, surge em percentagens muito elevadas
(Biondi et al., 1984; Chevre, 1985; Mullin, 1987; Sha et al., 1985), 0 que condiciona fortemente
o bom estado fisiologico. Ndo estando no dmbito dos ensaios delineados o estudo desta ano-
malia, utilizamos no entanto uma metodologia propesta por Vieitez (comunicacio pessoal)
mais tarde publicada (Vieitez et al., 1989) (cf. Material e Métodos}, que consistiu em decapi-
tar o apice no dia zero, isto ¢ quande do inicio da indugdo rizogénica ‘e aplicagdo de uma
gota de BAP(30mgl?) agarizada no gomo axilar. Da analise dos resultados obtidos com esta
metodologia, os valores das percentagens de abrolhamento parecem ndo ser muito influen-
ciados pelo teor de AIB utilizado previamente no tratamento rizogénico embora, tal como se
referiu, se tenha verificado um decréscimo nesta percentagem a medida que a concentragio
de AIB aumentou, o que parece confirmar mais uma vez os efeitos antagénicos entre auxi-
nas e citocininas no desenvolvimento fisioldgico de rebentos de castanheiro. Os valores obti-
dos sdo muito idénticos aos citados por Vieitez ef al. (1989) que obtiveram para este mesmo
clone, 82% de enraizamento e 79% de abrolhamento, nao sendo referidas as dimensdes atin-

gidas por estes gomos. A uma menor percentagem de enraizamento, correspondeu um
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maior alongamento ne gomo que se desenvolveu (Tab. C4), o que podera pressupor um
certo antagonismo entre o desenvolvimento radicular e o desenvolvimento do novo rebento.
De qualquer forma parece-nos que esta metodologia ndo é impeditiva de um desenvolvi-
mento radicular eficaz, tal como é referido por Vieitez ef al. (198%). O mesmo ja nido se
podera dizer da sua execugdo em termos praticos, tendo em vista a sua possivel utilizagio
sob o ponto de vista da propagagdo em escala comercial, pois que a aplicacdo da gota de
BAP agarizada € algo de moroso e de relativa dificuldade de execugdo.

Em relagdo ao processo de rizogénese propriamente dito, este pode ser visto como um
processo que se desenvolve em duas fases: indugdo e alongamento. Na primeira considera-
se necessaria a presenga de uma auxina para desencadear o processo de r'izogénese; para o
alongamento dos primérdios formados, considera-se como sendo desnecessdria a auxina
exogena, sendo nalguns casos inibidora (Mohammed e Erikson, 1974; Mitsuhashi-Kato,
1978).

Nos ensaios efectuados a aplicagéo de AIB foi feita segundo duas metodologias (cf.
Material e Métodos): adicionade ao meio de cultura e, através do contacto do rebento com
uma solugdo de AIB concentrada. Analisando os resultados obtidos, verificamos comporta-
mentos diferentes consoante as metodelogias utilizadas. Com AIB no meio de cultura, a
capacidade de enraizamento é fortemente influenciada pela sua concentragio, independen--
temente do meio de cultura utilizado, tendo o valor maximo, 82.4% para os dois meios, sido
registado com a concentragio de AIB mais elevada, 5 mgl', o mesmo ja ndo acontecendo
em relagdo a outros pardmetros como o nimero de raizes, o comprimento da maior raiz e o
comprimento médio de todas as raizes formadas por rebento, onde se regista jd uma in-
fluéncia do meio de cultura. Com a utilizagdo do meio 1/2GD registam-se diferencas signifi-
cativas por efeito da concentragio de AIB, resultado que ja ndo se verificou com a utilizagao
do meio MSm (Tab. C2). Parece assim que este regulador de crescimento & determinante na
formagao de zonas meristeméticas radiculares e, como tal, condiciona o niimero de primérdios
possiveis de se diferenciarem, competindo depois as formulacdes nutqefitivas promoverem,
ou nao, o consequente desenvolvimento de todos 0s primdrdios diferenciados bem como as
caracteristicas subsequentes desses mesmos primérdios. Apesar de terem sido ja executados
estudos anatémicos sobre o processo de rizogénese desencadeado por aplicagio de auxina
exogena (Vieitez e Vieitez, 1983), pensamos que seria Gtil delinear esses estudos em fungao
de diferentes concentracdes de AIB.

Em relagdo a utilizagao da imersiio basal do rebento numa solucdo concentrada de AIB
‘:durante periodos de tempo variaveis, como forma de induzir o desenvolvimento radicular,
verificimos que, para os clones utilizados e para a concentragao de 1 gl o efeito do tempo

de exposiciio ndo provocou diferengas significativas nos paradmetros quantificados, sendo
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muito semelhantes entre 0s dois clones. No entanto, a percentagem de enraizamento mos-
trou um comportamento distinto ja que para o clone 431 se obteve 74%, apds 30 s de
exposigdo e para o clone M2 apenas 50% apos 60 5. A percentagem de enraizamento e o
comprimento da maior raiz obtidas para o clone 431 sdo muito semelhantes as referidas por
Vieitez et al. (1983}, enquanto o nimero de raizes é bastante inferior, 4.8 contra 2.16. Nesta
metodologia foram utilizados dois clones e, se tivermos como base a analise dos resultados
obtidos no total da amostra, verificamos diferengas significativas no seu comportamento. No
entanto, considerando exclusivamente os rebentos enraizados, essas diferengas desapare-
cem, permanecendo apenas a percentagem de enraizamento como tnica diferenca.

Em relagao as formulagdes nutritivas utilizadas, parece-nos que a formulagdo 1/2CD
se mostrou mais adaptada as necessidades do desenvolvimento do sistema radicular. No en-
tanto ambas as formulagdes possuem um baixo teor em sais, caracteristica vantajosa na fase
de enraizamento de lenhosas (Quoirin ¢f al., 1977; Constantine, 1978; Vieitez e Vieitez, 1982;
Vieitez ef al., 1983; Skirvin et al., 1980a; Manzanera e Pardos, 1990), sendo também importan-
tes as razdes e a forma dos compostos azotados que sdo disponibilizados para os rebentos.
Assim, verificamos que o meio 1/2GD tem uma razdo NH,*/NQO,, sensivelmente metade
em relagdo a formulagio MSm, 0.29 contra 0.52 respectivamente (Anexo [-Tab.D1). Também
na formulagdo de MSm o azoto é fornecido na forma de nitrato de amdnio enquanto em
1/2GD é adicionado na forma de sulfato de aménio. A influéncia da concentracio e razdes
dos compostos de azoto inorgénico nos meios de enraizamento parece, por si sd, ser sus-
ceptivel de modificar o padrdo de desenvolvimento radicular (Sriskandarajah ef af., 1990).

Relativamente aos efeitos das formulagdes nutritivas, estas fizeram-se sentir mais ao
nivel da morfologia do sistema radicular isto é, niimero e alongamento das raizes, do que ao
nivel das percentagens de enraizamento, as quais, como atrds foi referido, estardo muito
mais dependentes da influéncia da auxina exdgena utilizada.

Qutro ido importante no processo de rizogénese é o ido cdlcio, ja que desempenha um
importante papel na preven¢do da diminui¢do de compostos que actuam como protectores
auxinicos durante o processo rizogénico (Stonier, 1971), embora tenha sido ja demonstrado
nalgumas espécies, que o incremento na sua concentracio nao tem efeito estimulador da
rizogénese (Németh, 1978).

Parece assim evidente a necessidade de continuar a desenvolver estudos relacionados
com os efeitos parciais de alguns nutrientes, em partticular os fornecedores de azoto e de
célcio, na tentativa de melhorar ndo s6 a quantidade como também a gqualidade do enraiza-
mento e, em simultineo, procurar resposlas para corrigir desiquilibrios fisiologicos que sdo
frequentes nesta fase, em particular a necrose apical, onde actuam factores como citocininas,

auxinas e calcio entre outros {Vieitez et al., 1989; Singha et al., 1990). O estudo integrado
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justifica-se, tanto mais que se tem verificado que a presenga de um sistemna radicular vigoro-
so parece impedir o evoluir da necrose apical.

Resultados algo promissores, quer em relagio a percentagens de enraizamento, quer
em relagdo a solucao do problema da necrose apical, foram apresentados por Miranda et al.
(1990) que, a confirmarem-se, poderdo dar um importante contributo para a solu¢do de
alguns problemas que se deparam nesta fase, apesar de os autores ndo terem conseguido

evitar o apodrecimento frequente ac nivel do colo do rebento durante a fase de aclimatagio.

I1I. FASE DE ACLIMATACAO

As dificuldades levantadas pela necrose apical durante o processo de rizogénese, em-
bora parcialmente solucionadas com a aplicagio de uma gota de BAP agarizada, parecem
continuar a condicionar o bom estado fisiologico da planta a fim de que possa resistir a esta
fase deterininante para o sucesso de quatquer metodologia de micropropagagaoe. A percen-
tagem de sobreviventes obtida, 53.7, continua ainda muite longe do desejdvel e, se culros
ensaios, com diferentes substratos e condigdes ambientais, deverdo ser desenvolvidos, pa-
rece-nos que particular atengdo deve continuar a ser dada 4s metodologias de enraizamento,
nomeadamente o enraizamento in vive, pois que, como ja fol anteriormente referido, esta
fase condiciona fortemente a capacidade da planta resistir a aclimatagdo.

Em relagdo ao facto de se ter verificado a ocorréncia de plantas que apds 30 dias de
transplante, se apresentavam com uma coloracio verde, embora sem crescimento aparente,
podera atribuir-se 4 ndo funcionalidade do sistema radicular. A sua incapacidade de absor-
ver nutrientes indispensdveis ac metabolismo celular, leva a que a planta subsista, provavel-
mente, & custa de escassas reservas enddégenas. A ndo funcionalidade do sistema radicular
formado in vitro tem sido referida frequentemente como uma importante causa de ndo
sobrevivéncia dos rebentos durante a aclimatagio (McClelland et al., 1999),

Com a utilizagdo do transplante directo dos rebentes para o substrato de aclimatagdo,
logo apos a indugao do sistema radicular, ou ainda com a utilizagao dos recentes sistemas
de suporte sintéticos para desenvolvimento do sistema radicular e aclimatagdo dos rebentos,

do tipo "rock wool plugs", espera-se vir a conseguir obter melhores taxas de sobrevivéncia.
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Com base na discussdo que foi apresentada, podemos agora colocar em destaque
alguns dos aspectos referidos e que podem constituir a sintese global da actividade experi-

mental desenvolvida. Assim:

i) a concentragio de BAP é determinante no condicionamento do tipo de resposta

regenerativa e mostrou ser o factor mais importante na indugao de variabilidade.

< embora dependente do gendtipo e do meio de cultura, no que diz respeito
aos valores absolutos obtidos, as concentragtes de 0.1 e 0.2 mgl! de BAP
mostraram ser as mais favoraveis na capacidade de formacdo e desenvolvi-
mento dos rebentos;

< a concentragio de 0.05 mgl' embora permitindo, nalguns casos, os maximos
de alengamento, provoca a formagdo de rebentos com entrends muite Jon-
gos, 0 que implica um decréscimo ne nimero de segmentos possiveis de
obter e, como tal, menor niimero de explants secundarios de multiplicagio;

< as concentragfes mais elevadas mostraram ser fortemente inibidoras do
alongamento dos rebentos, embora permitam, de um modo geral, um maior
nimero de gomos diferenciados menores que 5 mm, o que apenas podera
ter utilidade com aplicagio de uma fase posterior de alongamento, nac de-
vendo no entanto esquecer que a utilizagdo continuada destas concentra-
¢des pode proporcionar uma alteragio na estabilidade genética do material

vegetal.

il) confirmaram-se as diferengas nas respostas regenerativas de acordo com os

gendtipos utilizados.



¢ Para dois dos trés clones utilizados, 431 e M2, os melhores valores obtidos
nos parametros quantificadores podem ser considerados como susceptiveis
de permitirem estabelecer rotinas de propagagdo in vitre. Ja para o clone
QR2 tal ndo aconteceu;

< nestas situagoes e, apesar de se ter registado uma melhoria na capacidade
de resposta desde o seu estabelecimento até terem sido iniciados os en-
saios, provavelmente pelo certo cardcter rejuvenescedor da benzilaminopu-

rina, serd necessario proceder a manipulagdes das condigées de cultura.

iii) as formulag¢des nutritivas, embora tendo sido de todos os factores estudados o
que provocou menor variabilidade, parece-nos de grande importincia na in-

fluéncia que exerce no desenvolvimento dos rebentos.

4 a natureza das substancias e a relagdo entre os ides fornecedores de azoto
inorganico exerce papel determinante, tendo a presenga de nitrato de aménio
causado wm efeito negativo no processo de regeneragio, quer quantitativo
quer qualitativo, sendo aconselhavel a utilizacdo de sulfato de amdnic em
baixas concentragbes (2 a 3 mM) com uma razdo NH,*/NO, também relati-
vamente baixa (0.2 a 0.3), caracteristicas estas apresentadas pelos meios
GD e Hmy;

< razdes elevadas entre os ides potassio e ides calcio parecem ser benéficas
para o desenvolvimento das culturas, ou que estas ndo sdo afectadas pelo
excesso de ifes K* em relagéo aos ides Ca';

< a concentragdo ionica total, face 4s concentragfes dos meios utilizades, pa-
rece ndo influenciar a capacidade de resposta destes genétipos, parecendo

antes fundamental o tipo de nutriente utilizado e as razdes entre eles.

iv) na formagdo do sistema radicular adventicio é determinante a presenca de uma

auxina

< a utilizagdo de AIB na concentragdo de 5 mgl? permitiu o maximo de enrai-
zam'ento, com uma percentagem considerada elevada, §82%, independente-
mente da formulagdo nutritiva;

< a composigio do meio de cultura parece-nos ter papel importante no de-
senvolvimento posterior da morfologia do sistema radicular, tendo este

apresentado melhores caracteristicas em 1/2GD;
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< 0 enraizamento por imersdo basal do rebento numa solugio concentrada de
AlB, provoca diferengas significativas na capacidade rizogénica dos dois
clones, de acordo com o tempo de imersdo utilizado, embora sem variagio
no que diz respeito &s caracteristicas do sistema radicular formado;

< a imersdo basal, apesar de ter proporcicnado percentagens de enraizamen-
to inferiores as obtidas com AIB no meic de cultura, apresenta-se como

mais vantajosa pois permite a supressdo de um passo de manipulagio.

v) os valores de sobrevivéncia obtidos na fase de aclimatagao das plantas, estdo

ainda muito aquém do necessario.

< nesta fase de aclimatagdo, parece-nos determinante a influéncia que exerce
a fase de enraizamento na manutengio de um bom estado fisiolégico dos
rebentos, condicionando assim a capacidade de resisténcia a todas as alte-
ragdhes ambientais e de sistemas de nutri¢iio a que as plantas ficam sujei-

tas;

Em termos futuros parece-nos haver necessidade de continuar a desenvolver trabalhos

que levem & optimizagdo das metodologias utilizadas, nomeadamente:

i) necessidade de procurar métodos de rejuvenescimento alternativos a utilizagio

de rebentos de amontda, como fonte inicial de explants a estabelecer in vitro;

ii) pré-tratamentos que induzam rejuvenescimento em clones que se mostrem recal-
citrantes nas respostas in vitro, se as caracterislicas fenotipicas assim o justifica-

rem,;

ill) andlise do rendimento da fase de multiplicagdo com utilizacdo de baixas concen-
tragdes de benzilaminopurina, comparativamente & utilizacao de altas concentra-

GOes e posterior fase de alongamento;

iv) a nivel do enraizamento, estudo de balangos nutritivos que possibilitem nédo sé
uma boa morfelogia radicular, mas também um estado fisiolégico dos rebentos

que lhes permita resistir & auséncia de citocinina e posterior aclimatagio;



v) optimizagdo da concentragdo de AIB e tempo de exposigio que permita, através
da imersdo basal do rebento, a utilizagdo da metodologia de enraizamento in
vivo, que ¢, sem duvida, a mais promissora sob o ponto de vista da utilizagdo da

propagagao in vitro em sistemas comerciais;

vi)} progressiva adaptagdo das [ases de micropropagagio a uma execugio mecaniza-

da, fundamentalmente a de enraizamento/aclimatacao.

O desenvolvimento e optimizagdo destas linhas de investigacio, poderdo assim
contribuir para a resolugdo de problemas que afectam a expansdo da cultura do
castanheiro, espécie nobre do nosso panorama agro-florestal; nomeadamente a
multiplicagdo de gendétipos eleitos pela qualidade do lenho, caracteristicas de
resisténcia a doengas e cutras, em condigdes economicamente vidveis com todos
o0s bereficios que dai irdo advir, deixando estas técnicas de ser simplesmente

atractivas e motivantes para os investigadores.
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ANEXOS




Tabela ¢1. ANALISE DE VARIANCIA: numero de rebentos (NR).

Origem da Variagdo df 55 MS E Pr>F
Clone 2 155.23 77.61 80.80 .0001
Meio 2 57.32 28.66 29.87 L0001
BAP 5 1095 .58 219.12 228.40 L0001
Clone * Meio 4 33.05 8.26 8.61 0001
Clone * BAP 10 52,35 5,24 5.46 L0001
Meio * BAP 10 51.985 5.20 5.42 L0Q01
Clone * Meio * BAP 20 B5.62 4,28 4.46 .0001
Residuo 1782 1709.53 .96

Total ajustado 1835 3240.63

Grande Média 1.87

N? de Observagdes 18348

Tabela C2. Numero de rebentos obtidos para os
clones 431, QRZ e M2.

Clone 431 QR2 M2 Média
NR 2.03 1.46 2.11 1.87
LsD .05 = .11
LspD .01 = .14

Tabela €3. Numero de rebentos obtidos nos meios
GD, Hm e WPM.

Meio GD Hi WPM Média
NR 2.05 1 .93 1.63 1.87
LSp .05 = .11

Lsp .01 = .14



Tabela C4. Nimero de rebentos chtidos para as diferentes
concentracbes de BAP (mg/l1l).

BAP .05 el il w5 1 2 Média
NR 2.06 2.53 2.90 1.88 1.33 .54 1.87
Lsp .05 = .16
Lsp .01 = .20

Tabela C5., Numero de rebentcs obtidos na interacgdo
Clone * Meio.

Meio GD Hm WPM Média
Clone 431 2.14 2.16 1.789 2.03
QR2 | 1.55 1.39 1.44 1.46

M2 2.45 2.24 1.65 21l

Média 2.05 1.93 1.63 1.87

Lsp .05 = .13
LsD .01 -25

Tabela C6. Numero de rebentos obtidos na interacgdo Clone * BAP
(BAP em mg/l1).

BAP .05 .1 2 5 1 2 Média
Clone 431 2.26 2.6%9 2.96 2.15 1.48 667 2.03
QR2 I..92 2.04 2,48 1.26 .67 .39 1.46

M2 1.99 2.87 J.25 2.16 1.84 .58 2.11

Média 2,06 2.53 2.90 1.86 1.33 w3 1.87

Lsp .05 = .27
LsSD .01 .35

1§



Tabela C7. Numero de rebentos obtidos na interacgdo Meio * BAP

(BAP em mg/1l}).
BAP .05 ol o ) 1 2 Média
Meio GD 2.00 2.74 3.00 2.19 1.63 .75 2.05
Hm 2.22 2.79 3.02 2.04 1.06 .45 1.93
WeM 1.99 2.87 3.25 2.16 1.84 .58 1.63
Média 2.06 2.53 2.90 1.86 1.33 .54 1.87
LSD .05 = .27
Lsp .01 = .35

Tabela C8. Namero de rebentos obtidos na interacgdo Clone * Meio * BAP
(BAP em mg/l).

BAP

Cione Meia .05 -1 o 5 1 2 Meédia
431 GD 2.21 3.21 2.74 2.24 1.76 .71 2.14
Hm 2.62 2.76 3.06 2.59 1.41 .53 2.16
WP 1.97 2.09 3.09 1.62 1.26 .74 1.79
QRZ GD 1.71 2.24 2.71 1.50 .68 .50 1.55
Hm 1.76 1.94 A 1.38 .50 .44 1.38
WEM 2.29 1.94 2.53 .91 .74 .24 1.44
M2 GD 2.09 2.76 3.56 2.82 .44 1.03 2.45
Hm 2.26 3.468 3.7¢9 2.15 1.18§ .38 Z2.24
WeHM 1.62 2.18 2.38 1.50 1.91 32 1.65
Média 2.086 2.53 2.90 1.8a6 1.33 .54 1.87

LSD .05 = .47

= ,61

Lsp .01



Tabela €%. ANALISE DE VARIANCIA: comprimento do maior rebento (CHM).
Origem da Variagado df 55 M5 F Prer
Clone 2 44256.73 22128.37 239.87 L0001
Meio 2 4161.47 2080.74 22.56 0001
BAP 5 140552.72 28110.54 304.85 L0001
Clone * Meic 4 4911.93 1227.98 13.32 .0001
Clone * BAP 10 36218.34 3621.83 35.28 0001
Helo * BAP 10 2690.32 269.03 2.92 0012
Clone * Meio * BAP 20 13448.88 672 .44 7.29 .0001
Residuo 1782 164322.21 92.21

Total ajustado 1835 410562.60

Grande Média 1g6.49

Ne de QObservagdes 1836

Tabela Cl0. Comprimento do maior rebento para os

clones 431, QR2 e MZ.(1}

Clone 431 QRZ2 M2 Média
CcM 23.38 12.31 13.77 1.87
Lsp .05 = 1.07
Lsp .01 l.41

Takela Cl1. Comprimento do maior
nos meliocs GD, Hm e WPM.(I)

rebento obtido nos

Meio GD Hm

WPM Média

cM 18.41 14.74

16.31 16.49

Lsp .05 = 1.07
Lsp .01 = I1.41

médias do comprimento em mm

(1)



Tabela Cl12. Comprimento do malor rebento obtido nas diferentes

concentracbes de BAP (mg/l).(1)

BAP .05 .1 w2 ol

Média

cH 26.18 25.34 22.78 12.69

.32 3.59

16.49

Lsp .05 = 1.52
LsD .01

I
[3¥]
fw
Q

Tabela C13. Comprimentc do maior rebento
interacgdo Clone * Meio.(1)

obtido na

Meio GD Hm weM Média
Clone 431 23.37 21.15 25.01 23.38
QR2 12.83 10.95 13.15 12.31
M2 16.44 12.11 10.75 13.77
Média 18.41 14.74 16.31 16.49

LS .05 = 1.686

Lsp .01 = 2.45

Tabela Cl4. Comprimento do maior rebento
(BAP em mg/l).(1}

obtido na interacgdo Clone*BAP

BAP .05 ol .2 .5 I 2 Média
Clone 431 42.98 37.28 28.57 16.84 10.3¢4, 4.2¢4 23.38
QR2 20.87 20.30 16.50 §.95 ¢4.37 202 12.31

M2 14.60 18.41 23.29 I2.61 10.25 3.78 13.77

Média 26.18 25.34 22.79 12.69 8.32 3.59 16,49

LsDh .05 =
LSD .01 = 3.46

|
V]
oy
N

{1} médias do comprimento em mm.



Tabela Cl5. Comprimento do maior rebenta obtido na interacgdo Meio * BAP

(BAP em mg/l}.(1)

BAP .05 sl .2 i 1 2 Média
Meio GD 26.30 27.21 26.73 15.93 8.75 4.55 18.41
Hm | 23.88 24.94 20.10 10.55 5.84 3.11 14.74
WeM | 28.36 23.86 21.54 11.58 .43 F. 1.3 16.31
Nédia 26.18 25.34 22.79 12.689 8.32 3.59 16.49
LSD .05 = 2.64
LsD .01 = 3.46
Tabela Cl6. Comprimento do maior rebento obtido na interacgdo Clcne *
* Meio * BAP (BAP em mg/l).(1)
BAP
Clone Meio 05 ol .2 .5 1 2 Média
431 GD 44.38 34.24 30.00 19,44 12.2¢ 3.50 23.97
Hm 42.53 35.2¢4 24.71 12.15 8.47 3.82 21.15
WPM 42.03 42 .41 31.00 18.94 10.32 5.38 25,01
QRZ GD 18.31 23.82 14.56 11.26 4.56 3.85 12.83
Hm 12.44 22.71 16.12 9.24 2.32 2.88 10.95
weM 31.56 14.38 18.82 B35 §.24 1.56 1318
M2 GD 15.62 23.56 35.62 17.039 12.47, 6.29 18.44
Hm 16.68 16.88 19.47 10.26 6§.7¢4  2.62 12.11
WPHM 11.56 14.7¢9 14,73 9.44 11.56 2.44 10.75
Média 26.18 25.34 22.78% 12.69 g.32 3.59 16.49
LSD .05 = 4.56
Lsp .01 = 6,00

{1) médias do comprimentc em mm.



Tabela C17. ANALISE DE VARIANCIA: nitmero ds segmentos (NS).

Origem da Variacédo dr 58 M5 F br>r
Clone 2 1537.896 768.98 256.30 0001
Meio 2 243.98 121.99 40.66 .c001
BAP 5 6083.42 1216.68 405.51 " ,0001
Clone * Meic 4 222.15 55.54 18.51 0001
Clone * BAP 10 799,30 79.93 26.64 0001
Meio * BAP 10 325.72 32.57 10.86 .0001
Clone * Meio * BAP 20 414.07 20.70 6.90 L0001
Residuo 1782 5346.62 3.00

Total ajustado 1835 14973.23

Grande Média 3.30

Ne de Observagbes 1836

Tabela Cl8. Numero de segmentos obtidog para os

clones 431, QR2 e M2,

Clone 431 QR2 M2 Média
NS 4.5] 2.30 3.09 2.30
Lsb .05 = .19
LSD .01 = .26

Tabela C19. Numero de segmentos cobtidos nos meios

GD, Hm e WPM.

Meico GD Hm WBM Média
NS 3.72 e ) 2.83 3.30
LsSh .05 = .19

LsD .01 26



Tabela C20. Nimero de segmentos obtidos para as diferentes
concentragdes de BAP (mg/l).

BAP .05 .1 .2 -5 1 2 Média
NS 3.94 5.33 .54 2.77 1.65 .59 3.30
Lsp .05 = .27

LSD .01 = .36

Tabela C21. Niumero de segmentos obtidos na Iinteracgdo

Clone * Meio.

Meio GD Hm WPM Média
Clone 431 4,71 4.64 4.19 4.51
QR2 2.37 ) ?.28 2.30
M2 4.09 3.16 2.03 3.09
Média 3.7z 3.35 2.83 3.30
Lsp .05 = .34
LS .01 = .44

Tabela C22. Nimero de segmentos

(BAP em mg/l).

obtidos na interacgdo Clone * BAP

BAP .05 .1 .2 5 1 2 Média
Clone 431 5.49 7.83 7.14 3.87 2.03 .;2 4.51
QRZ 3.41 3.85 3.70 1.64 .78 .42 2.30
M2 2.592 4.29 % B 2.81 2.13 .63 3.09
Média 3194 5,33 5.54 2.77 1.65 .59 3.30
LSD .05 = .48
Lsp 01 = .62



Takbela C2

3.

(BAP em mg/l).

Namero

de segmentos obtidos na interacgdo Meio * BAP

BAP .05 .1 i B 1 2 Média
Meio GD 3.63 5.83 6.34 B3 2.00 .80 .3.72
Hm 4.23 5.99 .61 2.58 1,21 .50 3.35
WPM 3.97 4.16 4.66 2.02 1.74 .46 2.83
Média 24 5,33 5.5¢ 2.77 1.65 .59 3.30
LsD .05 = .48
LSD .01 = .82

Tab. C24. Nimero de segmentos obtidos na interacgéc

(BAP em mg/1}.

Clone * Meioc * BAP

BAP

Clone Meio .05 .1 L2 5 1 2 Média
431 GD 4.82 8.24 7.12 4.88 2.50 e 4.71
Hm 6.56 8.59 6.94 3.38 1.76 .62 4.64
wWEN 5.089 5.68 7.35 3.35 1.82 82 4.18
OR2 GD 2.06 4.38 3.47 2,03 .71 .56 2.37
Hm 2.53 4.24 3.85 1.76 .68 .47 2.25
WEM 4.65 2.94 3.76 1.12 .97 .24 2.28
M2 GD 3.00 ¢4.88 8.44 4.26 2.79y 1.15 4.09
Hm 3.59 515 6.03 2.59 1.18 .41 3.16
wbM 2.18 2.85 2.85 1.5¢9 2.41 .32 2.03
Média 3.94 5.33 5.54 2477 l1.65 w9 3.30

LSD .05 = .82

LSp .01 = 1

.08



Tabela C25. ANALISE DE VARIANCIA: ntumerc de raizes (NRa), com AIB no
meio de cultura.

Origem da Variagdo dr 55 Ms F Pr>F
Meio 1 14.29 14.29 4.10 .0442
AIB 2 351.21 175.61 50.38 C L0001
Neio * AIB 2 23.41 11.71 3.36 .0368
Residuo 198 690.05 3.49

Total ajustado 203 1078.98

Grande Média 1.51

N2 de Observacgdes 204

Tabela C26. Numero de raizes formadas nos
meios 1/2GD e MSm, com AIB no meio.

Meio 1/2GD MSm Média
NRa 1.77 1.24 1.51
L5p .05 = .51
Lsp .01 = .67

Tabela C27. Numero de raizes formadas para as di-
ferentes concentragbes de AIB (mg/l), no meio de

cultura.,

AIB 1.5 3 5 Média
NRa .18 1.06 3.29 1.51
Lsn ,05 = .63

Lsp .01 = .83

Tabela C28. Nimero de raizesg obtidas na interacgdo
Meio * AIB (AIB em mg/l).

AIB 1.5 3 5 Nédia
Meio 1/2GD .06 1.26 4.00 1 a7
MSm 229 .85 2.58 1.24
Média .18 1.06  3.29 1.51

LSD .05 = .89

Lsp .01 = 1.17



Tabela C29. ANALISE DE VARIANCIA: comprimento da maior raiz (CMra)
com AIB meio de cultura.

Origem da Variagéo df 55 M8 F Pr>F

Melio 1 6282.58 6292.59 26.46 L0001

ATB 2 15818.91 7908.891 33.26 L0001

Meio * AIB 2 3869.77 1934.89 8.14 0004

Residuo 198 47081.68 237.78

Total ajustado 203 73062.96

Grande Média 13.01

Ne de Obgervagdes 204

Tabela C30. Comprimento da maior raiz nos
meios 1/2GD e MSm, com AIB no meio.(l)

Meio 1/2GD MSm Média
CMra 18.57 7.46 13.01
L5D .05 = 4.23
L8D .01 = 5.56

Tabela C31. Comprimento da maior raiz cbtida nas dife-
rentes concentragfes de AIB (mg/l), <¢om AIB no meio.(1)

AIB 1.5 3 5 Média

CHra 1.53 I14.589 22.93 13.01

LsD .05 = 5.18
Lsp .01 = 6.81

Tabela C32., Comprimento da malor raigz obtida na inter-
acgdo Meio * AIB (AIB em mg/l).(1)

AIB 1.5 3 5 Média
Meio 1/2G6D 1.21 24.68 28.82 18.57
MSm 1.85 4.50 16.02 7.46
Média TuiB 0 14.59 22.91 13.01
LsSp .05 = 7.33
Lsp .01 = 9.63

(1} médias do comprimento em mm.



Tabela €33. ANALISE DE VARIANCIA:

comprimento médio de todas as raizes

(Cmra) formadas por rebento, com AIB no meio de cultura.

Origem da Variagido df 55 M5 F Pr>F
Meio 1 3311.77 I3TT477 23.82 L0001
AIB 2 75589.21 3779.61 27.19 0001
Meic * AIB 2 2011.63 1005.82 7.24 .0009
Residuo 198 27523.17 139.00

Total ajustado 203 40405.78

Grande Média 9.24

N2 de Observagdes 204

Tabela C34. Comprimento médio de todas as

raizes formadas por rebento, nos meios 1/2GD

e MSm, com AIB no meioc.(l)

Meio 1/2GD MSm Média

Cmra 13.27 5.22 2,28

Lsp .05 = 3.23

LsD .01 = 4.25

Tabela C35. Comprimento médio de todas as raizes

formadas por rebento, nas diferentes concentragdes
de AIB (mg/l), com AIB no meic.(1)

AIB 1.5 3

Média

Cmra 1.02

2l .15

15.57

LSD .05 = 3.96
Lsp .01

|
»
b
[

(1) médias do comprimento em mm.



Tabela C36. Comprimento médio de todas as raizes forma-
das por rebento, na interacgdo Meio * AIB (AIB em mg/l).(1)

AIB 1.5 3 5 Média
Meio 1/2GD 1.21 19.02 19.860 13.28
MSm .84 3.27 11.5¢4 5.22
Média 1.03 11.15 15.57 9.25
Lsp .05 = 5.60
LSD .01 = 7.36

(1) médias do comprimento em mm.



Tabela C37. ANALISE DE VARIANCIA: numero de raizes (NRa) por imersdo
basal em AIB.

Origem da Variagdo daf S5 M5 F Pr>F
Clone 1 2.59 2259 W75 3967
Tempo 2 7.09 3.54 .03 .3606
Clone * Tempo 2 22,13 11.06 .20 L0420
Residuo 1388 684.44 3.486

Total ajustado 203 716.25

Grande Média
N¢ de Observagdes

2

04

.25

Tabela C38. Numero de raizes cbtidas na interacgdo

Clone * Tempo (Tempo em s).

Tempo 30 60 120 Média
Clone M2 .44 1.65 1.32 1.14
431 59 129 1.21 1.38
Hédia 02 1.47 1.27 1.25
LSD .05 = .88
Lsp .01 = 1.16



Tabela C39. ANALISE DE VARIANCIA: comprimento da maior raiz (CMra)
chtida por imersdo basal em AIB.

Origem da Variagdo df SS . M5 F Pr>F
Clone 1 2750.00 2750.00 11.24 L0010
Tempo 2 234.08 117.04 .48 L6204
Clone * Tempo 2 2319.25 1159.862 4.74 -0087
Residuo 198 48429.62 244 .59

Total ajustado 203 53732.96

Grande Média 12.51

N2 de Observagdes 204

Tabela C40. Comprimento da maior raiz obtida nos
clones M2 e 431, por imersdoc basal em AIB.(I)

Clone M2 431 Média

CHra 8.84 16.19 12.51

LSD .05 = 4.29
LSD .01 = 5.6¢

Tabela C41. Comprimentc da maior raiz obtida na inter-—
acgdo Clone * Tempo (Tempu em s), por imersdo basal.(l)

Tempo 30 60 120 Meédia
Clene M2 4.88 11.50 10.15 8.84 4
431 | 27.71 15.00 11.85 16.19
Média | 13.30  13.25  11.00 12.51
LSD .05 = 7.43
LS .01 = 9.77

{1) médias do comprimento em mm.



Tabela C42. ANALISE DE VARIANCIA: comprimento médio de todas as raizes
obtidas peor rebento (Cmra), por Iimersdo basal em AIB.

Origem da Variag¢do df 55 MS F Pr>F
Clone 1 2479.44 2479.44 13.47 L0003
Tempo 2 211.54 105.77 + 57 .5639
Clcone * Tempo 2 2080.55 1040.28 5.65 0041
Residua 198 36455.06 184.12

Total ajustado 203 41226.60

Grande Média 10.54

Ne de Observagoes 204

Tabela C43. Comprimento médio de todas as raizes
M2 e 431, por imersdc basal

obtidas nos clones

em ATB. (1)

Clane M2 431 Média
Cmra 7.05 14.02 10.5¢
L8D .05 = 3.72

LsSp .01 = 4.88

Tabela C44. Comprimento médic de todas as raizes ob-
tidas na interacgdo Clene * Tempo (Tempo em s), por
imersdo basal em AIB.(1l)

Tempo 30 &0 rzoe Média
Clione M2 3.51 2.61 8.04 7.05
431 19.51 12.3¢4 10.23 14.03
Média 11.51 10.38 9.14 10.54

LED .05 = 6.45

Lsp .01 = B.48

{1) médias do comprimentc em mm.



Tabela Dl. Composic¢do iénica das solugdes de macronutrientes

utilizadas.

-as concentracgbes iénicas estdao em mM.

—coneidera-se a concentragdo idénica total

proporcional ao potencial ocsmético,
Ides Meios

GD Hn WPM 1/2GD MSm

NO, 9.9 8.8 9.7 4. 9.8
HBPO4‘ 1.0 Lo 1 1.3 0.5 0.6
SO, 2.5 2.3 P2 s 8 0.8
Cl 6.0 13.7 1.3 3 3.0
K+ 13.9 12:.58 iz.e 6. 5.3
Ca*™ 1.0 0.¢ 3.0 1.5
Na* 1.1 &9 ——— . e
Mgt i o8 1.3 1.5 0.8
NH,* 3.0 3. 5.0 : Bed
Conc. Total 39.2 52.2 41.6 19.5 26.9
N total 12.90 10.80 14.70 6.40 14.90
NIH,*/N total 0.23 0.19 0.34 0.23 0.34
NH,*/NO; 0.30 0.23 0. 51 0.30 0.52
K Gt 13.90 20.83 4,20 13.90 3.50




