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RESUMO

Este trabalho teve como objectivos defimir um tratamento de rizogénese e avaliar
os efeitos da disponibihdade luminosa durante a aclimatizag3o, no sentido de maximizar a
sobrevivéncia e desempenho das microplantas apés o transplante.

Estudaram-se dois métodos de indugdo rizogénica associados a dois métodos de
expressio e desenvolvimento radicular. O estudo anatomico revelou que as raizes
formadas ex vifro apresentavam um sistema vascular mais organizado e melhores conexdes
vasculares, o que permitiu uma elevada taxa de sobrevivéncia na aclimatizagio. A relagdo
entre concentragdes de auxinas e actividade peroxidasica no processo de indugio radicular
sdo discutidas, bem como o papel das diferentes auxinas endogenas e exogenas.

A analise de crescimento, anatomia foliar, controlo na perda de agua, fotossintese ¢
metabolismo do carbono foram investigados em plantas de castanheiro micropropagadas
com raizes in vitro e ex vifro e aclimatizadas sob dois niveis de irradidncia. O nivel de
irradiancia mais elevado, combinado com as plantas com raizes ex vifro, permitiu um
crescimento mais vigoroso, expresso pelo incremento na biomassa total, taxa de
crescimento relativo, taxa liquida de assimilagdo e area foliar. A aclimatiza¢gdo provocou
modificagdo nas caracteristicas foliares e as novas folhas formadas apresentaram mesofilo
mais diferenciado, mais tecidos vasculares e de suporte nas nervuras principais, reduzida
frequéncia estomatica e melhor controlo na perda de agua.

A concentragdo de pigmentos fotossintéticos foi mais elevada nas plantas

aclimatizadas sob menor irradidncia, mas com uma razdo clorofila a/b menor quando
comparadas com as plantas aclimatizadas sob maior irradidncia. Estas apresentaram
acréscimos na taxa de fotossintese aparente e capacidade fotossintética, melhor rendimento
quantico é mais baixo ponto de compensac¢do para a luz. As concentracdes de hidratos de
carbono solivets, amido e proteinas foram mais elevadas nas plantas enraizadas ex vifro
aclimatizadas sob maior irradidncia, o que revela uma normal capacidade fotoautotrofica

para posteriofr crescimento no campo

Palavras chave: aclimatizagio, castanheiro; fotossintese; luz; micropropagacio;

rizogénese.



ABSTRACT

This study aimed to optimize chestnut micropropagation by determining a root
induction treatment and light effects during acclimatization, to maximize overall survival
after transfer to soil.

Two root inductive methods were followed by two expressive root media. Both
rooting percentage and acclimatization survival were affected by root expression
conditions. The anatomical study revealed that ex viro produced roots had a more
organized vascular systems and best vascular connections with shoot, which umproved
survival duning acclimatization stage. The relationships between auxin and peroxidase
activity were discussed as well as the involvement of the different endogenous and
exogenous applied auxins in the root inductive process.

Growth analysis, leaf anatomy, water control, photosynthesis and carbon
metabolism were followed during the acclimatization of micropropagated chestnut with
i vitro- and ex vitro-roots and under two irradiance levels. Higher irradiance level
combined with ex vifro-rooted plantlets were associated to a vigorous growth expressed
by an increase on total dry weight, relative growth rate, net assimilation rate and leaf area.
Leaf characteristics were modified during acclimatization and the new leaves formed had a
more differentiated mesophyll cells, more vascular and support tissues in midrib veins, a
reduced stomatal frequency and a reduced water loss.

Pigment content was higher in plantlets acclimatized at lower irradiance level but
chlorophyll a/b was significantly lower when compared to plantlets acclimatized under
higher irradiance. These ones, showed a significant increase in net photosyﬁthesis and
photosynthetic capacity, higher light saturated photosynthetic capacity, higher quantum
yield and lower light compensation point. Soluble sugars, starch and proteins were higher
in ex vitro-rooted plantlets acclimatized under higher irradiance, what reveals a quite

normal photoautotrophic ability for further feld growth.

Key words: acclimatization; chestnut; photosynthesis; light; micropropagation; rooting.
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L Introdugde

1. ASPECTOS GERAIS DA MULTIPLICACAO DE PLANTAS POR SISTEMAS

INVITRO

A cultura de tecidos vegetais de espécies lenhosas teve o seu inicio nos anos 30
(Gautheret, 1934, 1940). Nas décadas que se seguiram, os sistemas de organogénese
foram sendo desenvolvidos sempre orientados para uma diferenciagdo faseada entre
estruturas aéreas e estruturas radiculares. Foi preciso esperar até 1968 para que fossem
obtidas as primeiras ple;ntaé completas a partir da cultura de callus de choupo triploide,
Populus remuloides (Winton, 1968). Posteriormente, tem vindo a ser demonstrado que €
possivel a cultura de diversos tipos de explantes', obtidos a partir das mais variadas
espécies, com diferenciagdo de 6rgdos e posterior regeneragdo da plintula completa em
condigdes in vitro (Debergh & Zimmerman, 1991; Bonga & Von Aderkas, 1992; Ahyja,
1993). No entanto isto ndo significa que todas as espécies vegetals, e em particular as
lenhosas, sejam susceptiveis de serem regeneradas in vitro, continuando muitas delas a
comportarem-se como recalcitrantes (Greenwood, 1986).

Os factores que condicionam o comportamento das espécies lenhosas quando
submetidas a condi¢bes in vifro sdo, fundamentalmente, o gendtipo e o estado de
maturagdo em que a planta se encontra quando dela se extrai o material vegetativo para
iniciar um sistema de propagagio in vitro. Em geral, os explantes juvenis, tais como
embrides, cotilédones, hipocdtilos ou gomos obtidos a partir de plantas seminais na sua
fase inicial de desenvolvimento, isto ¢, antes de atingirem o estado adulto, apresentam
capacidades de respostas regenerativas muito superiores aos explantes obtidos a partir de
plantas adultas. A micropropaga¢do dos explantes obtidos a panir de plantas juvenis
seminais, apesar da sua grande utilidade para avaliar e desenvolver estudos sobre
diferenciagdo histolégica tem, contudo, a grande desvantagem do facto de ser imprevisivel
caracterizar a performance que a planta ira ter quando atingir a matunidade. O
desenvelvimento de técnicas que permitam a utilizagZo de marcadores bioquimicos

(isoenzimas) ou moleculares (RFLP e/ou RAPD) durante a fase juvenil, ¢ que se

' Nio existindo 21é 2 data uma palavra portuguesa que permita 2 traducio do termo inglés “explant”, ao
longo deste trabalho assumiu-se a sua tradugdo livre para a palavra explante, plurai explantes. com o
significado em mdo idéntico ao definido pela IAPTC (1983) para o termo original em inglés.
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encontrem correlacionados com caracteristicas fenotipicas que essas plantzs apresentam no
estado adulto, devera, num futuro préoximo, permitir a utilizagdo de material juvenil,
tornando assim o processo de regeneragdo mais simples e produtivo.

A regeneracdo de plantas pode ser feita a partir de culturas de calli, orgios, células
e protoplastos (Fig. 1.1). Contudo, até a data, tem sido a utilizacdo de orgdos (embrides,
cotilédones ou gomos) o tipo de explantes mais vuigarizado, com maior ou menor sucesso,
para a micropropaga¢io de um grande nimero de espécies lenhosas (Bonga & Durzan,
1987, Bonga & .Von Aderkas, 1992; Ahuja, 1993). Este facto explica-se pela quase total
garantia de fidelidade clonal que se consegue com a utilizagdo deste tipo de material

vegetativo (George & Sherrington, 1984}

condicdes assépticas

Explante > Planta
orgdo controle de factores
tecido nutritivos
célula hormonais
quimicos
fisicos

| técnicas in vitro |

mticropropaga¢io '

Figura 1.1. Diagrama dos factores envolvidos num sistema de micropropagagdo.

Muitas s30 ja as espécies lenhosas cuja regeneragdo completa foi possivel de obter
in vitro (Ahuja, 1993). Contudo, o desenvolvimento destas técnicas por forma a que
permitam a sua aplicagio em termos comerciais, apenas tem sido possivel para um nimero
muito limitado dessas espécies (Ahuja, 1993).

A micropropaga¢do pode hoje ser desenvolvida a partir de sisternas de
alongamento de gomos apicais e/ou axilares, organogeénese e por embriogénese somatica.
O primeiro ¢ 0 segundo envolvem a diferenciagdo de rebentos caulinares e respectivo

sistema radicular em fases distintas de acordo com os postulados classicos das diferentes
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fases da micropropagac¢do (Murashige, 1974; Debergh & Maene, 1981). A diferenca reside
no facto do alongamento axilar consistir no promover do desenvolvimento de um
meristema j& previamente definido para originar uma estrutura caulinar e o segundo,
obngar a uma formagio de novo desta estrutura caulinar a partir de tecidos que nio
estavam previamente determinados pata tal, isto é, formag¢3o de rebentos caulinares
adventicios (George & Sherrington, 1984). O alongamento axilar €, até & data, o sistema
mais utilizado para a propagacio clonal das mais variadas espécies lenhosas,
independentemente das maiores ou menores taxas de multiplicagio que se conseguem
obter; a grande estabilidade genética que este tipo de material apresenta nas sucessivas
fases de multiplicagdo, uma vez que ndo ha passagem por qualquer fase de
desdiferenciagdo histologica ¢ uma das principais razdes para tal A formacio e
desenvolvimento dos rebentos caulinares, de origem axilar ou advernticia, é induzida com
base na utilizagdo de meios suplementados com citocininas e, posteriormente, os rebentos
sdo induzidos a diferenciar um sistema radicular por acgdo de substincias auxinicas,
originando assim uma planta completa, que sera posteriormente submetida a um processo
de aclimatizagdo, a fim de poder ser transferida para condigdes ambientais naturais
(Fig. 1.2). Estes processos de regeneracdo in viro sdo, no entanto, fortemente
influenciados pelo gendtipo, estado fisiologico e idade do explante, condigdes do ambiente
in vitro, em especial os regimes de luz e temperatura, e ainda pela formulagio dos meios
de cuitura, em especial concentragdes hormonais.

A micropropagagio via embriogénese somatica envolve a formacio de embrides
in vitro a partir de células somaticas com competéncia embriogénica. Em contraste com a
organogénese, referida anteriormente, estes sistemas permitem a obteng:éo de plantulas
com um Unico passo, que envolve o desenvolvimento em simultineo de um pélo apical e
de um polo radicular, tal como acontece nos embrides de origem zigética. No entanto, isto
ndo significa que estes sistemas ndo necessitem da utilizagio de diferentes formulagdes
nutritivas no decorrer do processo. De facto ta! é indispensével' para que as diferentes fases
de maturagdo do embrido somatico possam ocorrer. A utilizagdo desta poderoso sisterna
de micropropagacdo encontra-se, contudo, ainda em fase de desenvolvimento com muitos
problemas basicos a necessitarem de investigagdo. Para além da dificuldade na iniciacio de

embrides somaticos a partir de muitos genotipos, continuam ainca a persistir muitos

Ly
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problemas durante o processo de maturacio e conversio dos embrides somaticos, bem
como o posterior desenvolvimento da plantula. Apos a resolucdo destes problemas a
utilizagdo da embriogénese somatica devera ser, num futuro proximo, © meio mais rentavel
para a produgdo em massa de plantas clonadas (Cervelli & Senaratna, 1995). Basta referir
que o sistema pode ser desenvolvido com a utilizagio de meios liquidos e, como tal,
possivel a utilizagdo de bioreactores para produgio em larga escala (Leathers er @l , 1999),
Para além deste facto, os embrides somaticos poderio ser encapsulados, tornando-se assim
em sementes sinteticas as quais poderdo ser conservadas e plantadas, tal como é feito para
as sementes zigoticas (Sakamoto et al, 1995).

De entre as vantagens que a micropropagagdo oferece, comparativamente 0s
processos de muitiplicagdo vegetativa tradicionais, podemos destacar a maior rapidez do
processo, a possibilidade de multiplicar espécies dificeis ou mesmo impossiveis de
propagar /n vivo, o facto do espago necessario para a cultura e armazenamento ser muito
reduzido, a auséncia de agentes patogénicos contaminantes, a eliminagio do efeito de
sazonalidade e a possibilidade de obtengio de plantas com o seu proprio sistemna radicular
(George & Sherrington, 1984; Pierik, 1987). Também para o melhorador € todo um
campo de potenciais aplicagdes, permitindo o estabelecimento de bancos de genes que
rompem com as lirfiitagdes dos tradicionais bancos de germoplasma. Também a utilizagio
destes sistemas tem vindo a permitir significativos avangos nas areas da manipulagio
genetica e obtengdo de plantas transformadas (Lindsey e Jones, 1989).

No entanto, as dificuldades também sio uma constante na aplicacdo destes
sistemas. Assim, e como anteriormente se referiu, muitas espécies tém fraca capacidade de
regeneracdo, em especial quando o estabelecimento € feito a partir de explantes de material
vegetal adulto; as taxas de multiplicagio nem sempre sio as desejadas por forma a
tornarem o processo rentavel, a indugdo de um sistema radicular adventicio funcicnal nem
sempre € conseguida; a adaptagdo das plantas obtidas in vitro as condi¢bes ambientais
naturals ¢ susceptivel de provocar elevadas taxas de mortalidade; a possibilidade de
ocorrerem alteragdes genéticas deve ser sempre considerada em consequencia do elevado
numero de subculturas; por fim, o processo em si pode ser oneroso (Pierik, 1987; Bonga

& Von Aderkas, 1992).
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Foram os trabalhos de Murashige (1974), posteriormente adaptados ¢ modificados
por Debergh & Maene (1981), que estabeleceram os principios gerais de um sistema de

micropropagacdo, tendo sido definidas cinco fases (Fig. 1.2):

Fase 0. Seleccdo da planta méie e preparagio do explante. Envolve toda a fase de
manipulagdes do material vegetal, desde a recolha até ac estabelecimento in vitro.
Nesta fase incluem-se os pré-tratamentos do material vegetal e desinfecgio,
tornando-se fundamental o controlo de factores como a idade e o estado
fisiologico e sanitario da planta mée, idade e posi¢io do tecido ou o6rgdo na

planta, constituigdo genética, entre outros.

Fase 1. Estabelecimento de uma cultura asséptica. Inclui o isolamento do explante e a sua
colocacio em condigdes assépticas no meio de cultura. Nesta fase ¢ determinante

a escolha do tipo de explante e método de desinfecgdo utilizado.

Fase 2. Multiplicagdo das culturas. De acordo com a metodologia utilizada, o principal
objectivo ¢ conseguir propagar sem perda de estabilidade gendtica. Os factores
mais importantes para o sucesso sdo a formulagio dos meios de cultura e as

condigdes fisicas do ambiente de crescimento.

Fase 3. Alongamento e enraizamento dos rebentos. Inclui a formagdo de raizes adventicias,
quer in vifro quer ex vitro, podendo haver necessidade de uma fase prévia de

alongamento dos rebentos obtidos na fase de multiplicagdo.

Fase 4. Aclimatizagiic das plantas. Torna-se necessario proceder a adaptagio das plantas
desenvolvidas em heterotrofia para sobreviverem em condi¢des autotroficas. Sio
entdo determinantes alguns factores fisicos, tais como luz, humidade e
temperatura, que devem ser gradualmente alterados a fim de permitir 4 planta a

sua gradual autosuficiéncia fotossintética.
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As plantas lenhosas s#o, em geral, um grupo de plantas dificil de micropropagar.
Alguns dos factores que para isso contribuem séo a forte influ€ncia genotipica inter e intra-
-especifica no tipo de respostas regenerativas, a contaminagdo das culturas por agentes
patogénicos enddgenos, a inibigio do crescimento por fendis e polifendis libertados pelos
explantes e, ndo menos importante, a dificuldade no estabelecimento de explantes

provenientes de material com caracteristicas fisiologicas adultas.

F asicyl Estabelecimento Fase 2 - Multiplicacio

Q
(‘Q

22
0 ¥

ex vitro

Estacaria

Fase 3 / 4 - Enraizamentc
Aclimatizacio

Cresciments em

Campo ambiente natural %
) in vitro

Figura 1.2, Representacdo de um sistema de micropropagacdio por rebentamento axilar. Sio
referidos os dois sistemas alternativos de enraizamento, in vitro e ex vitro. No segundo caso, a
expressdo e desenvolvimento radicular ocorre em condicdes autotroficas, podendo considerar-
-se as plantas em pré-aclimatizacdo. A wfilizacdo das plantas micropropagadas pode
direccionar-se para a sua colocagdio no campo, para o estabelecimento de novas culturas ou
para a sua utilizacdo como pés-mdes para estacaria.

Como consequéncia da forte influéncia genotipica, torna-se necessario desenvolver
protocolos especificos para cada uma das espécies que se pretende clonar, assistindo-se
muitas vezes a uma forte varta¢io intra-especifica, de clone para clone.

Também a contaminagdo das culturas, logo na fase de estabelecimento, ou
posteriormente durante a fase de multiplicagdo, € um grave problema (Cassels, 1991;

Leifert & Waites, 1994). Tal facto, pode ser consequéncia de processos de desinfec¢io
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deficientes. Todavia, a contaminagdo pode ainda resultar de actividades bacterianas
endogenas dos proprios tecidos e, se assim for, estas ndo sio possiveis de eliminar pelos
métodos de desinfecgdo superficiais. Quando tal acontece, ha que ter em conta aspectos de
sanidade da planta mde que fornece os explantes e utilizar sistemas de estabelecimento que
possam diminuir esses riscos ou ainda, quando a importancia do material o justificar, a
utiliza¢do de antibioticos (Danby ef al., 1994).

O terceiro factor, inibigdo do crescimento por liberta¢do de substincias de natureza
fenolica para o meio de cultura, ndo é possivel de evitar. No entanto, torna-se possivel
minimizar os seus efeitos, por exemplo através da colocagio prévia dos explantes em
solugdes anti-oxidantes, ou pela adi¢do ao meio de cultura de substancias com capacidade
de absorgdo de fendis, tais como, o carvdo activo ou a polivinilpirrolidina (Compton &
Preece, 1986).

Por dltimo, o estabelecimento de material vegetat de caracteristicas adultas €, sem
duvida, o factor que maiores problemas tem levantado aos investigadores, em particular
em generos como Junglans, Castanea e Quercus, entre outros. Assim, j& que a clonagem
deste material ¢ feita a partir de individuos cujas caracteristicas fenotipicas se manifestam
na fase adulta, e esta € atingida muito tardiamente, torna-se necessario utilizar ou
desenvolver metodologias que permitam a obtengio de materal vegetal com
caracteristicas juvenis, ou entdo, utilizar técnicas de rejuvenescimento (Dumas, 1986;
Franclet er al,, 1987; Bonga & Von Aderkas, 1992). No primeiro caso, é sabido que, em
muitas espécies, 0 material proveniente dos ramos inferiores, em especial proximos da base
do tronco, apresenta caracteristicas mais juvenis, bem como os rebentos ortotropicos que
se originam da base. Quanto ao segundo caso, pode-se actuar quer ao nivel da planta mae,
antes de retirar o explante, quer ja apds o estabelecimento /1 vitro. A nivel da planta mie,
as metodologias mais utilizadas até ao momento tém sido a aplicagio de citocininas, por
forma a desencadear o processo de formagio de rebentos epicormicos; a aplicagdo de
enxertias em série; a utilizacio de rebentos de touga e a execugdo de podas severas
(Greenwood, 1986). Ainda dentro deste dmbito, rejuvenescimento do material vegetal a
partir da planta mie, é de referir a utilizagdo de métodologias de estiolamento ao nivel dos
ramos da copa, como alternativa a inexisténcia de outro material com caracteristicas

juvenis (Ballester ef al., 1989). Nos tratamentos in vitro, o tipo ¢ dimensdes do explante
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primario, o tipo e concentragdo de reguladores de crescimento presentes no meio de
cultura, a frequéncia ¢ a duragdo dos ciclos de subcultura e o fotoperiodo, entre outros,
sdo factores com papel importante na inducdo de rejuvenescimento (Franclet et al ., 1987,
Pierik, 1990),

Apesar das dificuldades e limitagdes que acabamos de referir, que surgem nas fases
de estabelecimento e multiplicagio, tem sido possivel desenvolver protocolos que
permitem, para muitas espécies ja investigadas, utilizar estas metodologias com
rendimentos que tormam o processo economicamente viavel, nomeadamente em
castanheiro (Vieitez ef al, 1983, 1986). No entanto as fases de enraizamento e
aclimatizagdo continuam ainda a ser, para a grande maioria das especies, as fases
determinantes no éxito de um sistema de multiplicagio vegetativo de plantas utilizando os
sistemas in vitro (Debergh & Read, 1991; Preece & Sutter, 1991). Os factores que
condicionam o sucesso destas fases sio muitos e vao desde factores endogenos, inerentes
a0 propno material vegetal, até a todo um conjunto de factores exogenos fisicos e
quimicos € que sdo responsaveis pelas transformagdes que as estruturas vegetais
regeneradas in vitro sofrem até a obten¢do da planta autotréfica completa, isto €, em
condi¢des de poder continuar o seu desenvolvimento vegetativo no campo.

Face a terem sido objecto de estudo neste trabalho apresentam-se em seguida
alguns dos aspectos que condicionam as referidas fases de enraizamento e aclimatizagio,
por forma a se ficar com uma ideia da maior ou menor complexidade que se estabelece na

mteracg¢do dos factores envolvidos.

2. CARACTERIZACAO DAS FASES DE ENRAIZAMENTO E ACLIMATIZACAO

2.1. Aspectos bioldgicos da rizogénese e sistemas de indugdo

O processo de formag3o de um sistema radicular adventicio tem sido dividido em
varias fases com base em observagdes histologicas (Lovell & White, 1986), bioquimicas e
moleculares (Hand, 1994). Estas diferentes fases podem também ser identificadas em

termos fisiologicos através das alteragdes que se registam apos a adigio de hormonas.
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Estas alteragdes sdo relativamente bem conhecidas no caso da formacgdo de raizes
adventicias. Assim, € sabido, desde ha muitos anos, que a presenga de auxinas € requisito
quase obrigatorio para a grande maioria das espécies, pelo menos durante a fase inicial do
processo, podendo nas fases posteriores ser dispensavel ou até inibitoria, enquanto que a
inibigdo do enraizamento por parte das citocininas ocorre especificamente no periodo
inicial do processo de rizogénese (Boollmark & Ehasson, 1986).

Este processo de formagiio de raizes adventicias varia entre espécies, entre
cultivares e mesmo entre clones, com a idade e com a natureza do orgdo. Muitas espécies
enraizam rapida e facilmente quando os rebentos sdo obtidos a partir de matenal juvenil,
tornando-se o processo relativamente compiicado quando os rebentos sdo provenientes de
material adulto (Davies e al., 1982, Sanchez & Vieitez, 1991). E referido por certos
autores que o processo de nzogénese pode ser dividido em varias fases, mas a defini¢do e
a natureza dessas fases, bem como a propria terminologia a usar ndo é de todo consensual
(Argles, 1959; Loveil & White, 1986). Contudo, e pacifica a aceitagdo de, pelo menos,
trés fases, a fase de indugdo, a fase de iniciag3o e a fase de expressio ou desenvolvimento
radicular (Gaspar & Coumans, 1987, Druart ef al., 1982; Moncousin, 1991). Descrigdes
feitas para diferentes espécies sobre a diversidade de acontecimentos que ocorrem durante
este processo, sugerem que muitas serdo as situa¢des particulares, identificadas em termos
anatomicos € bioquimicos, mas que nem sempre estdo presentes em todas as espécies.
Neste sentido o processo de enraizamento tem sido descrito como podendo ser
subdividido em 6 sucessivas e independentes fases: indugio (periodo que precede a
visualizagdo de qualquer alteragdo citologica), proeminéncia nuclear, primeiras divisdes
transversais e longitudinais do periciclo ou de células cambiais; divisdes celulares
continuadas mas sem aumento significativo de volume originando campos morfogenéticos
radiculares (conjuntos de células que ndo apresentam polaridade); aumento do volume dos
conjuntos celulares por expansio celular e consequente identificagio dos meristemas
radiculares; crescimento interno do primoérdio radicular e progressiva expansio em
direcgdo ao exterior (Gaspar & Coumans, 1987; Berthon et al., 1990; Moncousin, 1991).

Todo este processo depende, assirﬁ, da competéncia ou capacidade de certas
celulas em captar e responder a um estimulo especifico, que devera envolver complexas

interacgdes quer ao nivel bloquimico quer ao nivel da expressio génica. Ha hoje
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consistentes evidéncias que demonstram o papel crucial que as auxinas desempenham na
formagao de raizes adventicias, embora n3o possam ser consideradas como as substdncias
exclusivas no controlo deste processo (Gaspar & Coumans, 1987, Blakesley ez af 1991;
Moncoustn, 1991; Haissig et al., 1992; Blakesley, 1994).

O primeiro passo a desencadear para iniciar um processo de rizogénese adventicia
consiste em provocar a diferenciagio de um potencial local de iniciagdo radicular. Para
150, torna-se necessario induzir e activar células, o que obrigatoriamente envolve divisio
celular. Estas divisdes celulares podem ocorrer nas células de floema, parénquima e
cambio, ou suas derivadas, sendo as células designadas por iniciais do primérdio. Contudo,
o futuro primordio pode, eventualmente, ndo ser determinado ja nesta fase. O passo
seguinte traduz-se no aumento do niimero de células e sua organizagdo. Quando se atinge
um namero de cerca de 1500 células assiste-se, entdo, a presenca de uma estrutura
organizada, o primérdio radicular (Lovell & White, 1986).

Assim, as celulas que foram inicialmente activadas podem ser ou ndo as que irdo
originar o futuro primordio, dai que devam ser chamadas de iniciais potenciais. Os
primeiros acontecimentos, comuns i grande maioria das espeécies referenciadas, sio
caracterizados pelo aparecimento de células com um niicleo centralizado e proeminente ¢
com um pequeno vacuolo (Vieitez & Vieitez, 1983, San-José er al., 1992; Zhou et al,
1992, Apter et al., 1993a; De Klerk ef al., 1995) o qual tem capacidade de divisio,
podendo assim originar as células iniciais do futuro apice radicular. Nesta fase precoce nio
ha, aparentemente, uma organizagio definida e a massa celular ndo esta j& necessariamente
“determinada’, podendo, eventualmente, nio evoluir para raiz. Posteriormente, estas
células, designadas por ‘iniciais’, muitas vezes em conjunto com algumas células que as
envolvem, evoluem para a formagio de uma massa de tecido meristematico no qual se
comeca a assistir a alguma diferenciagdo. A partir deste momento pode entdo afirmar-se
que houve “determinagdo’ podendo passar a referir-se esta massa celular como primordio.
Assiste-se, entdo, progressivamente, A diferenciacdo de tecidos vasculares, bem como a
sua conexdo com os tecidos vasculares existentes no caule do rebento o que permite o
gradual aparecimento de uma raiz funcional. A sequéncia de acontecimentos que ocorrem
apos a formagdo das iniciais do primordio € relativamente semelhante para a maioria das

especies, apesar do processo poder diferir nalguns pormenares.
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A titulo de sintese, apresenta-se na Figura 1.3 um diagrama onde se pretendem

mostrar as diferentes vias alternativas, sob o ponto de vista anatomico, que o processo de

formacdo de raizes adventicias pode assumir.
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INICIACAO RADICULAR

estimuio \

M
L REBENTO i
sub-basal
células ndo diferenciadas
5

estimulo
divisdo celular

basal

diferenciagdo

LOCAL POTENCIAL DE
INICIACAC RADICULAR

-

estimulo

l’:NRAIZAMENTO

NAO HA

divisdo celular

!

INICIAIS DO PRIMGRDIO RADICULAR

l

orgamizagdo do dpice radicular

!

PRIMORDIO RADICULAR

{

diferenciagio

!

conexdes vasculares

!

EMERGENCILA DA RALZ
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Figura 1.3. Diagrama que sintetiza as principais sequéncias de acontecimentos da rizogénese
desde a activagdo inicial até & emergéncia radicular (Adapiado de Lovell & White, 1986).

Tal como atras referimos, as auxinas sdo, sem divida, o grupo de substincias

quimicas cuja correlagdo com os processos de formagiio de raizes adventicias esta mais

consistentemente referenciado. Nio ha, contudo, evidéncias directas sobre o modo de

ac¢do de auxinas ou seus co-factores na regulagdo deste processo. Muitos dos
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investigadores tém correlacionado alteragdes qualitativas e quantitativas em determinada
substancia, grupo de substancias, actividades enzimaticas ou alteracdes dos seus padrdes
Isoenzimaticos, com o aparecimento de raizes adventicias nas plantas em estudo. Como
resultado dessas correlagdes, apesar das evidéncias que as suportam serem muitas vezes
contraditonas (Haissig, 1986), muitas tém vindo a ser propostas como possiveis
indicadores bioquimicos. As dificuldades na validagio dos resultados surgem na
quantificacdo de alteragdes que na maior parte das vezes se localizam num pequeno
numero de celulas, bem como na capacidade de isolar os factores chave a partir de um
complexo conjunto de interac¢des bioquimicas.

De entre os potenciais indicadores bioquimicos possiveis de correlacionar com o
controlo do processo de rizogénese, sdo de destacar as poliaminas e os flavonoides, por
um lado e as peroxidases ¢ a polifenol oxidase por outro (Lovell & White, 1986).

As poliaminas sfo substincias de baixo peso molecular, de natureza alifitica e
nitrogenada, sendo a forma de amina em que o azoto se encontra determinante para as
suas fungdes. A sua participagio em diferentes vias metabolicas tem vindo
progressivamente a ser demonstrada (Galston & Kaur-Sawhney, 1987). Apesar de terem
sido identificadas correlagdes entre a acumulagio de poliaminas e as fases iniciais da
formagdo de raizes adventicias em algumas espécies, incluindo, Phaseolus (Jarvis et al,
1983), Malus (Wang & Faust, 1986), Prunus avium (Biondi et al., 1990} e Junglans
(Heloir er al, 1996), o seu papel neste processo nio deverd ser de agente regulador
primério do enraizamento (Sankhala & Upadhyaya, 1988). Autores como Tiburcio ef al
(1989), Biondi er al. (1990) e Geneve & Kester (1991), trabalhando com diferentes
espécies in vitro, associaram um incremento nos niveis de putrescina com o aumento na
actividade mitotica durante o processo de desenvolvimento do primoérdio radicular apés a
fase de indugdo. Também especial aten¢io tem sido dada na especificidade dos inibidores
enzimaticos que normalmente se utilizam no estudo do metabolismo das poliaminas,
permitindo assim elucidar alguns dos aspectos relacionados com as suas formas livres ou
conjugadas (Burtin ef af., 1989). No entanto, estudos com poliaminas livres ou conjugadas
durante o enraizamento tém dado resultados contraditérios, pelo que ndo tem sido possivel
delinear um padrio de comportamento destas substdncias minimamente aceitavel

(Torrigiani et al., 1989, Altamura et al., 1991).
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Os flavonoides sdo outra classe de compostos fendlicos considerados como
potencias indicadores bioquimicos da rizogénese. Neste grupo de substancias incluem-se
as antocianinas, os pigmentos vermelhos que se encontram vulgarmente nas plantas.
Varios tém sido os estudos que associam niveis endégenos elevados destes pigmentos com
uma maior facilidade de enraizamento (Vazquez & Gesto, 1986, Murray & Hackett, 1991;
Vidal et al., 1994). Curir et al. (1990) admitem que os flavondides poderdo actuar por
inibi¢do da actividade da AIA-oxidase ou entfio pela sua grande afinidade como substrato
para as oxidases ¢ peroxidases. No entanto os estudos destas substincias tém também
estado associados com a problematica do potencial rizogénico de material vegetal juvenil e
adulto de espécies lenhosas (Vazquez e Gesto, 1986; Vidal er a/, 1994). O processo de
maturagdo pode modificar os niveis endogenos de precursores de antocianinas, que por
sua vez serdo essenciais para o enraizamento (Haissig, 1986; Murray & Hackett, 1991).

Muitos tém sido os estudos a propor uma correlagio directa entre a actividade
enzimatica das peroxidases e os mecanismos de rizogénese (Gaspar ef al, 1985, 1992,
1994). Por um lado tém sido observados diferentes tipos de isoenzimas peroxidasicas
associadas com o enraizamento e, por outro lado, também as diferengas nas actividades
enzimaticas entre espécies dificeis e faceis de enraizar, sugerem que elas poderdo
constituir-se como indicadores rizogénicos potenciais (Molnar & LaCroix, 1972; Quoirin
et al., 1974). Contudo, as peroxidases vegetais sdo encontradas em miltiplas formas
(isoenzimas) e para além de participarem no processo rizogénico, estdo também envolvidas
na tniciagdo floral (Gaspar, 1981), abcissdo, lenhificagio da parede celular e respostas a
ferimentos (Gaspar er al., 1985, 1986), bem como associadas com o metabolismo
oxidativo das auxinas (Pressey, 1990). Em consequéncia desta mu!tiplicid;lde de fun¢des,
torna-se dificil encontrar actividades especificas das peroxidases na rizogénese. Foi
tambem sugerido que a redu¢do dos niveis de AIA poderia induzir alteragdes fisiologicas
nas células vizinhas, as quais poderiam reagir como uma resposta a uma les3o e, como
consequéncia, desencadearem um possivel processo de indugdo de rizogénese (Pressey,
1990). Gaspar ez al. (1985) propuseram um modelo em duas fases em que, na primeira,
como resposta a uma les3o ou stress, se daria uma rapida activagio das peroxidases
basicas que, afectando o metabolismo auxinico, levaria a indugio de raizes, a segunda,

seria uma activagdo tardia das peroxidases acidicas que levariam a lenhificagdo durante a



1. C. Gongalves

expressdo e desenvolvimento radicular. Os niveis de auxina parecem também acompanhar
as flutuagdes das peroxidases basicas. Contudo, o papel fisiologico das auxinas livres,
assim como o dos produtos da sua oxidagio cu conjugados, esta ainda longe de ser bem
compreendido, o que complica a interpretagdo dos estudos nesta area.

A polifenol oxidase ¢ uma enzima com capacidade de catalisar 2 hidroxilagio de
compostos fendlicos in vitro. Esta enzima tem sido associada com a capacidade de
rizogénese em algumas espécies. Al Barazi & Schwabe (1984) sugerem uma correlacio
directa com a capacidade de rizogénese em Pistacia vera, e Bassuk ef ai. (1981) referem
que produtos de oxidagdo fenodlica estimulam o enraizamento em estacas de macieira, A
polifenol oxidase podera, assim, ter uma acgio indirecta na formagio de raizes adventicias
talvez como produtora de co-factores de enraizamento. Mas a pouca informagdo ainda
disponivel acerca das correlacdes entre esta enzima e os processos de rizogénese levam os
nvestigadores a questionar ainda a sua possivel utilizagdo como indicador rizogénico, pelo
que se torna necessario dispor de mais informagdo acerca do modo de acgdo da polifenol
oxidase e papel dos produtos resultantes da sua acglio enzimética sobre o estimulo
rizogenico, em especial a sua relagdo com as auxinas e seu metabolismo.

Os sistemas de culturas in vitro podem dar um extraordinario contributo na
compreensao de muitas das questdes que ainda se levantam na explicagdo do processo de
formagdo de raizes adventicias. Estes sistemas permitem, teoricamente, a utilizagdo de
material vegetal em condigdes fisiologicas mais sincronizadas, logo de maior facilidade de
estudo. Torna-se também possivel comparar genétipos de espécies lenhosas, consideradas
de dificil enraizamento, que apods serem submetidos a condicdes in vitro readquirem
competéncia rizogénica, mecanismo este conhecido por rejuvenescimentog in vitro.
Importante ¢ também a possivel comparagio do comportamento rizogénico entre material
vegetal proveniente de um mesmo gendtipo mas de origem distinta, por exemplo, a
comparagao entre material proveniente da copa da arvore, geralmente de dificil ou mesmo
impossivel enraizamento, e material proveniente de rebentos epicormicos, geralmente de
enraizamento mais facil.

Varios tém vindo a ser os métodos ou técnicas desenvolvidos para permitir o

processo de rizogénese de rebentos regenerados in vifro. Um esquema das possiveis
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combinagdes entre esses métodos, associados com as trés possiveis fases da formagdo de

raizes adventicias, indugdo, expressdo e desenvolvimento esta representado na Figura 1 4,

INDUCAOQO EXPRESSAOQO DESEXVOLVIMENTO

melo com auxina

meto semi-solido com auxina meio sem auxina

substrato
natural

imersdo em solugioc auxinica

Figura 1.4. Diferentes processos possiveis de utilizar para desencadear um processo de
rizogénese em rebentos regenerados in vitro (explicagdo no texto).

Para muitas espécies tem sido utilizado o enraizamento in vitro (Fig. 1.4), em que
todo o processo decorre em condigdes assépticas, desde a indugio, que pode ser feita com
a presenga de uma auxina no meio de cultura, ou por imersio basal dos rebentos em
.solug:(“)es concentradas de auxina, até ao final da expressio radicular. A vantagem dos
sistemas de enraizamento in vitro reside na garantia de se tratar de material vegetal
asséptico e, como tal, sem ter necessidade de ser submetido a periodos de quarentena em
questdes de exportagdo. Contudo este processo de enraizamento implica elevados custos
em mdo de obra e energia (Debergh & Read, 1991). Um outro problema associado ao
enraizamento /n vifro tem a ver com a dificuldade em reinover 0s restosgde agar, muitas
vezes responsavel pelo ataque de fungos e podriddes quando as plantulas sdo cdlocadas
em substrato natural para o seu processc de desenvolvimento radicular e aclimatizagio
(McCown, 1988). Outro aspecto a ter em conta, e determinante em muitas espécies, é que
se registam muitas vezes deficiéncias anatomicas e histolégicas nas raizes de formacio
in vitro comparativamente com as raizes formadas ex vitro (McClelland e7 al., 1990), o
que provoca dificuldades de funcionamento ao nivel dos tecidos condutores (Grout &
Aston, 1977a; Sutter er al, 1988). As principais consequéncias destas anomalias
reflectem-se com maior acuidade na fase de aclimatizagio, onde a sobrevivéncia das

piantas ¢, muitas vezes, drasticamente reduzida. No entanto, este aspecto € variavel com as
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espécies. Por exemplo, foi demonstrado que existe uma conexéo vascular completa entre o
caule ¢ o sistema radicular em microplantas de macieira (Hicks, 1987, Sutter & Luza,
1993) e de jasmim (Apter ef af., 1993a), bem como funcionalidade fisiologica (Apter
et al., 1993b). Idénticos resultados foram referidos em Psendoisuga menziesii por
Mohammed & Vidaver (1990, 1991).

Como se referiu ja neste capitulo, sio muitos os factores que condicionam o
enraizamento in vitro. Dentro dos factores fisicos podem referir-se o stress hidrico,
temperatura e luz. Dos factores quimicos ¢ referida a importincia que elementos quimicos
como o boro, o calcio e o manganésio podem ter. Algumas substincias fenolicas podem
também estimular o processo rizogénico (Bassuk ef al., 1981: Caboni ef al, 1992). A
sacarose € outro dos componentes do meio que pode interferir, embora com respostas
gendtipo dependentes (Driver & Suttle, 1987, Horgan & Holland, 1989). Interaccdes
positivas foram também referidas entre a ac¢iio da vitamina D e auxinas que podem assim
actuar sinergisticamente na estimulagdo da rizogénese (Pythoud & Buchala, 1989). Como
ja foi referido, o grupo das poliaminas, em especial a putrescina, tem sido referido como
um possivel promotor deste processo. Também o pH do meio pode influenciar o maior ou
menor desempenho rizogénico dos tecidos (Tiburcio ef al., 1989). Factor de extrema
importdncia, e que sera objecto de estudo neste trabalho, s3o as auxinas, sendo o acido
indol-3-butirico (AIB) ¢ o acido a-naftaleno acético (ANA) geralmente considerados mais
eficazes que o 4cido 3-indol acético (AIA) (Gaspar & Coumans, 1987), muito por causa
da instabilidade deste altimo.

Um novo sistema para desencadear o processo de rizogénese em espeécies
consideradas recalcitrantes ¢ a sua cultura em companhia com a Agrobacterium ﬁhi;ogenes
(Sutter & Luza, 1993). Por exemplo, em rebentos de Malus domestica, que haviam
perdido a sua capacidade rizogénica apds 2 anos em cultura, foi possivel restabelecer o
processo apos co-cultura com a bactéria (Patena ef al, 1990). Contudo, estes
procedimentos podem resultar numa infecgdo permanente por parte do material vegetal,
com a possibilidade de se originarem raizes ah()malas (Karnosky et al., 1988).

Uma vez concluido o processo de formagdo de raizes, as microplantas sdo
transferidas para misturas de varios tipos de substratos, entre eles turfa, vermiculite, perlite

e areia onde prosseguem o seu desenvolvimento j& em condi¢des naturais e autotroficas.
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Estas musturas sio muitas vezes fertilizadas e desinfectadas e as condigdes ambientais
devem ser bem controladas até os sistemas radiculares estarem funcionais.

Mas a possibilidade de promover pelo menos a expressio e desenvolvimento
radicular em substrato natural tem vindo a tomar-se cada vez mais frequente (Driver &
Suttle, 1987). Varias sdo as vias possiveis de utilizar (Fig. 1.4). A indugdo pode ser feita
com a presenca de baixas concentragbes de auxina no meio de cultura, por periodos de
tempo entre 3 a 7 dias, seguida de transferéncia para substrato natural (Aitken-Christie &
Thorpe, 1984). Este sistema, uma combinagio entre enraizamento in vifro e ex vitro, tem
vindo a ser utilizado para algumas espécies lenhosas (Driver & Suttle, 1987), Contudo, o
sistema ideal passara pefa indugd@o bem como a expressio e desenvolvimento em condigbes
ex vitro. Ai o metodo de indugdo possivel de aplicar sera o de imersdo (Fig. 1.4). A grande
vantagem destes sistemas ex vitro sobre os sistemas in vitro €, para além de permitirem
que em simulténeo com o processo de formacgdo da raiz a planta esteja ja em condigdes
autotroficas ¢, como tal, em condi¢des de pré-aclimatizacio, o facto de as raizes que se
formam por estes sistemas possuirem uma morfologia e anatomia muito diferentes das
raizes produzidas in vitro {(McClelland et al, 1990), o que se traduz numa excelente
funcionalidade, com o consequente ganho nas taxas de sobrevivéncia durante a
aclimatizagdo. A juntar a todas estas vantagens estio também importantes aspectos em

termos economicos (Debergh & Read, 1991)

2.2. Caracteristicas morfo-fisiologicas das microplantas

A cuitura in vitro é feita em contentores pequenos, mais ou menos estanques, onde
a atmosfera se caracteriza pela elevada humidade relativa, concentragio de CO, variavel e
concentragdes de etileno muito fora das concentragdes normais (De Proft ef al, 1985;
Kozai, 1991a). Por outro lado, a densidade fotossintética do fluxo foténico (PPFD) a que
as microplantas estdo sujeitas ¢ baixa e registam-se ainda diferencas ao nivel do espectro
luminoso e duragdo do fotoperiodo (Economou & Read, 1987: Fujiwara & Kozai, 1995).
A temperatura de crescimento € mantida quase constante durante os periodos de dia e de

noite. Também o facto de as culturas se desenvolverem na presenca de uma fonte de
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carbono, geralmente sacarose, é um factor muito condicionante das caracteristicas
fisiologicas do material vegetal desenvolvido in vitro (Preece & Sutter, 1991). Da
interacgdo e conjungdo de todos estes factores resulta a formagido de plantas com
deficiéncias mais ou menos graves quer ao nivel morfolégico quer anatomico e fisioldgico

(Tab. 1.1).

Tabela 1.1. Caracreristicas do ambiente de propagagdo in vitro nas Jases de mulnplicagio e
enraizamenio, e 05 seus efeitos no crescimenio dos explants e‘ou plantas nas Jfases de
multiplicagdo. enraizamento ¢ aclimatizagdo.

Efeitos in vitro

Caracteristicas do ambiente Efcitos ex vitro

4+ Humidade elevada

4 ceras epicuticulares ndo
organizadas

+ mau funcionamento dos
estomas

4+ enraizamento deficiente

+ Excessiva transpiragio

+ Dificuldades na absorciio de
nuitientes
+ Concentragdo elevada de etileno

4+ Elevada [CO-] duranie o + Promove / inibe diferenciagio

periedo de noite
+ Baixa [CO;] durante o periodo 4 Baixa taxa de fotossintese 4+ Suprime fotossintese
de huz liquida

4 Baixa irradiincia
+ Temperatura constante

4+ Baixa [O,] dissolvido no meio

4 Elevada concentragiio de ides
inorginicos

4+ Meio com agucar

+ Deficiéncias de circulagio do ar

+ Sem formacdo de novas folhas

+ Dificuldade em desenvolver
autotrofia

+ Elevada respiracdo nocturna

4+ Dificuldade no enraizamento

4+ Elevada pressdo osmética no
melo, elevada producio de
etileno

+ Vitrificagdo ¢ outras desordens
fisiologicas

+ Contaminagdo por bactérias e
fungos

+ Baixas trocas de gases, ides ¢
Quiros

4 Suprime fotossintese

+ Sensibilidade ao stress
ambienial
4+ Morte das plantas

4+ Aftraso no crescimento
devido as baixas taxas de
fotossintese

(Adaptada de: Kozai, 1992)

As folhas sdo, sem duvida, os orgdos mais afectados, sendo a reducgio de area

fohar a alteragio mais facilmente observavel {Donnelly, 1986, Donnelly ef al., 1985). Ao
nivel anatomico é frequente observar-se um decréscimo na dimensdo e no nimero de
celulas do mesofilo, bem como o aumento do niimero de espagos intercelulares (Brainerd

et al, 1981; Wetzstein & Sommer, 1982; Marin er al., 1988), do que resulta uma menor
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espessura da folha. Os tecidos vasculares sdo também pouco diferenciados e, em geral,
com redugdo da sua seccdio e deficientes conexdes vasculares nos peciolos (Donnelly
et al ; 1985, Smith ef al., 1986). Ao nivel ultraestrutural as células apresentam vaciolos
muito desenvolvidos e cloroplastos com os sistemas membranares desorganizados
{(Wetzstein & Sommer, 1982).

Os estomas sofrem alteragbes na morfologia, distribuigdo, frequéncia e
funcionalidade, tornando-se um dos principais responsaveis pelo deficiente controlo da
transpiragdo €, como tal, na desidratagio das microplantas. As células-guarda apresentam-
-se, em geral, mais arredondadas, com maior desenvolvimento ¢ numa posi¢io
sobrelevada, o que confere ao estoma uma maior abertura (Wetzstein & Sommer, 1983;
Conner & Conner, 1984, Capellades er al, 1990). A densidade estomatica, nimero de
estomas por unidade de area, aumenta em condigdes in vifro. No entanto, se a frequéncia
estomatica for avaliada através do indice estomatico’, este pardmetro deixa de ser afectado
pelo cresctmento 1 vifro (Brainerd et al., 1981; Wetzstein & Sommer, 1983; Conner &
Conner, 1984; Capellades, 1990) e isto porque o nimero de células epidérmicas aumenta
também. A deficiente funcionalidade estomatica, dos movimentos de abertura e fecho, é
também frequentemente refer_ida (Brainerd & Fuchigami, 1981, 1982; Marin ef al , 1988,
Sutter 1988, Shackel er al., 1990).

O revestimento epidérmico ¢, geralmente, deficiente, apresentando as folhas
cuticulas pouco espessas, com menor conteudo em ceras (Sutter ef al, 1988; Smith ef a/ ,
1990) e de estrutura alterada (Grout & Aston, 1977a; Sutter & Langhans, 1979; Conner &
Conner, 1984; Marin & Gella, 1988). Também ao nivel da sua composig:iﬁo quimica tem
sido referida uma menor proporgio de componentes mais hidrofébicos cogiparativamente
ao0s componentes menos hidrofobicos (Sutter, 1984; Capellades, 1989), do que resulta um
aumento das taxas transpiratonias através da cuticula.

Ao nivel do caule, os estudos sdo escassos. No entanto, a redugdo ao nivel do
diametro, a redugdo da quantidade de tecidos de suporte (esclerénquima e colénquima) e a
reducao no desenvolvimento da parede celular foram algumas das alteragdes referidas por

Donnelly et al. (1985).

" [ndice estomatico (IE) = n° de estomas / (n° de estomas + n° ¢élulas epidérmicas)-
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As deficiéncias anatomicas que acabamos de descrever implicam, como
consequéneia, um comportamento fisiologico anormal € que se traduz numa deficiente
capacidade de regulagdo hidrica e baixas taxas de fotossintese aparente.

O material vegetal quando em condigdes in vitro desenvolve-se em condigdes de
reduzida pressdo evaporativa, ja que a humidade relativa (HR) ambiente ¢ elevada e a
intensidade de luz baixa. Nestas condicdes, a taxa transpiratoria € Dbaixa,
independentemente da abertura dos estomas (Shackel et al, 1990). Quando as
microplantas s3o expostas a HR baixas, tal como ocorre durante o transplante, elas podem
evidenciar taxas de transpiragdo elevadas em consequéncia do deficiente funcionamento
estomatico (Brainerd & Fuchigami, 1982), reduzida protecgdo pelas ceras epicuticulares
(Sutter & Langhans, 1982) e elevada densidade estomatica (Capellades, 1989). Esta
situagdo € por vezes excessiva levando a severos défices hidricos, dificeis de recuperar ¢
responsaveis pela morte das plantas apos as primeiras horas de transplante (Preece &
Sutter, 1991). Se a tudo isto adicionarmos a deficiente funcionalidade de muitos dos
sistemas radiculares formados i vitro facilmente concluimos da necessidade das plantas
micropropagadas serem aclimatizadas durante algumas semanas por redu¢do gradual da
hurmidade relativa e acréscimo na intensidade luminosa.

A reduzida capacidade fotossintética das plantas micropropagadas tem sido
atribuida a presenca de sacarose no meio (Kozai & Iwanami, 1988; Kozai ef al., 1988;
Capellades ¢t @/, 1991; Kozai 1991b; Lees et al., 1991; Pospisilova er al., 1992), bem
como a baixa intensidade luminosa e variagdes significativas na concentragdo de CO,
(Kozai & Iwanami, 1988; Kozai et al., 1987; Yue et al., 1993b). No entanto, em algumas
espécies, tem sido possivel registar valores de capacidade fotossintética suficiéntemente
elevados por forma a assegurarem o inicio do crescimento autotréfico (Lee et al, 1985;
Yueetal, 1992).

A fraca intensidade de luz a que o material vegetal esta sujeito ndo parece ser o
factor mais limitante (Kozai, 1991b). Ha algumas espécies que atingem a saturacdo a
intensidades de luz relativamente baixas, por exermplo, Donnelly & Vidaver (1984), Smith
et al. (1986) e Infante ef al. {(1989) referem uma intensidade saturante de 150 umol m? g’
para Rubus, Betula e Actinidia respectivamente. Ja Lee ef al. (1985) referem que a

actividade fotossintética em Liguidambar styraciflua durante o seu desenvolvimento
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in vitro, atinge a saturagdo pela luz para PPFD’s entre 350-450 pumol m™ s A aplicagdo
de uma intensidade luminosa mais elevada durante o periodo de cultura resulta num
acréscimo da taxa de fotossintese liquida, isto se os restantes factores ndo forem limitantes
(Lee et al, 1985; Kozai et al., 1988, 1990, Dubé & Vidaver, 1992). No entanto, estes
incrementos na intensidade do fluxo fotossinteticamente activo devem ser considerados
cuidadosamente no sentido de prevenir possiveis fotoinibigdes (Dube & Vidaver, 1992).

A concentragdo de CO,, tal como foi anteriormente referido, pode ser um factor
extremamente importante no aumento da competéncia fotossintética de material iz vitro
(Cournac er al., 1991; Kozai, 1991b, Dubé & Vidaver, 1992; Kubota & Kozai, 1992;
Yue ef al, 1993a). Durante o periodo de escuro a concentragdo de CO, aumenta,
atingindo o valor maximo no inicio do periodo de luz. A actividade fotossiniética residual
leva entdo ao rapido consumo de CO;, pelo que a planta fica sujeita, durante a maior parte
do periodo de luz, a concentra¢des muito proximas, ou mesmo abaixo, do seu ponto de
compensagio para o CO, (Desjardins et al., 1988; Infante ef al., 1989; Kozai, 1991b;
Morini ef al., 1993). Parte do efeito benéfico do enriquecimento em CO; no crescimento €
resultado do auménto do periodo de tempo durante o qual as microplantas podem
assimilar CO, atmosférico. Contudo, um efeito complementar traz também vantagens:
elevada concentragio de CO, permite reduzir a actividade oxigenase da ribulose-1,5-
-bifosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco), sendo a libertagdo de CO, dewida &
fotorespiragdo uma consequéncia directa da actividade oxigenase da Rubisco (Woodrow
& Berry, 1988; Cournac et al., 1991). Este processo fisioldgico pode contribuir para uma
perda na fixagdo de CO, e para dispéndio de energia sem beneficio aparente de qualquer

outra fungdo.

2.3. Factores que condicionam a fase de aclimatiza¢do

Na ultima década, os progressos feitos no aperfeigoamento das metodologias de
micropropagacdo foram, sem duvida, muito significativos. Poréem, a utilizagio da
micropropaga¢do como técnica possivel de ser aplicada comercialmente a um cada vez

maior numero de espécies vegetais sofre ainda de algumas restrigdes, uma das quais
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continua a ser a elevada percentagem de plantas micropropagadas gue ou ndo sobrevivem
durante a aclimatizagdo ou cujo crescimento e desenvolvimento fica muito aquém do
desejado.

O termo aclimatizagdo ¢ definido como a adaptagdo climética de um organismo,
em especial uma planta, que foi transferido para novas condigbes ambientais e cujo
processo decorre sob controlo total ou parcial do homem. Este factor, intervencio
humana, permite distingui-lo do termo aclimatagdo, a qual se processa em condicdes
naturais, isto €, sem interven¢do humana (Conover & Poole, 1984).

Muitos tém sido os investigadores que tém desenvolvido estudos nesta area.
Factores como o controlo de humidade (Brainerd & Fuchigami, 1981; Wardle er al., 1983;
Capellades, 1989), utilizagdo de antitranspirantes (Sutter & Hutzell, 1984; Diettrich et af.,
1992), luz, englobandb neste termo a densidade de fluxo fotonico, distribuigio espectral,
fotoperiodo e direc¢do de incidéncia (Economu & Read, 1987; Matysiak & Nowak, 1994;
Vince-Prue, 1994) e concentracio de diéxido de carbono (Desjardins er al., 1987, 1990,
1993), sdo alguns dos factores determinantes no desenrolar do processo de aclimatizacdo
e, como tal, objecto de estudo.

Na base desta problematica estdo as diferengas que se registam entre as fases da
micropropagacio que decorrem em condigdes in vitro, caracterizadas no ponto 2.2 deste
capitulo, e a obrigatoria passagem das microplantas para condi¢des de ambiente natural.
Como ja foi referido, o crescimento das plantas in vitro ocorre em condi¢des controladas,
quer ao nivel nutritivo, hormonal, quimico e fisico e, consequentemente, muito diferentes
das condigdes naturais.

Ha, assim, necessidade de uma fase de transi¢do gradual para corfdicﬁes de
crescimento natural, onde as plantas reajustam e readquirem processos fisiologicos que
Ihes permitem a passagem das condigdes heterotroficas para as condi¢les autotroficas.
Nesta fase sdo factores determinantes para a sobrevivéncia das microplantas a redugio
gradual da humidade relativa e a exposigio progressiva a irradidncias de luz mais elevadas.

A capacidade de aclimatizagio depende, assim, nio s6 da especie, das
caracteristicas morfologicas, anatomicas e ﬁsiolégiéas das plantas regeneradas in vitro,
como também das condigdes ambientais de stress a que as microplantas ficam sujeitas

nesta ultima fase da micropropagagio (Kozai, 1992; Chaves, 1994).
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3. A MICROPROPAGACAO NO CASTANHEIRO
3.1. A importincia da espécie

O castanheiro desempenhou desde sempre um importante papel na economia rural
das populagdes mais desfavorecidas das regides interiores do nosso Pais. A castanha era
utilizada para a alimentacdo humana e dos animais e parte dela era vendida, o que permitia
obter alguns dividendos. O aproveitamento do lenho, de caracteristicas excepcionais para a
industria de mobiliario e de tancaria era uma segunda fonte de rendimento.

Esta situagdo de dupla aptido do castanheiro, produtor de fruto e produtor de
madeira, € hoje posta em causa pelas exigéncias da fruticultura moderna, pelo que se
devera evoluir pela delimitagdo das regides e areas segundo as suas caracteristicas edafo-
-climaticas e definir, quais as de potencialidade para o castanheiro produtor de fruto &
quais as de potencialidade para a exploragdo do castanheiro em talhadia ¢ alto fuste.

Em termos de producdo de fruto € unanimemente reconhecida a superior qualidade
das castanhas portuguesas, sendo de referir entre as variedades mais comercializadas a
Longal, Judia, Verdeal, Martainha, Céta, Lada, Baria, Colarinha ¢ Negral. As regides mais
importantes de implantagdo desta espécie sio as de Tréﬁ;-os-Montes (Carrazeda de
Montenegro, Braganca e Vinhais), Beira Interior (Trancoso, Sabugél ¢ Guarda), Beira
Litoral (Sernancelhe, Satio, Vila Nova de Paiva e Moimenta da Beira) e, com menor
significado, Alentgjo (Castelo de Vide, Marvdo e Portalegre). A area global nio devera
actualmente ultrapassar os 30.000 ha, valor este que contrasta bastante com as areas
potencias para esta espécie, que poderdo atingir os 80.000 ha.

Uma vez qué a Castanea sativa ndo apresenta resisténcia a doenga da tinta,
principal responsavel pela morte de plantas e consequente drastica reducio da area de
cultura durante os tltimos 50 anos, a disponibilidade de material vegetal com um maior ou
menor grau de resisténcia tem-se revelado um factor condicionante da expansio da
cultura. Uma primeira medida para solucionar aquela dificuldade consistiu na utilizagio de
especies exoticas, nomeadamente a C. molissima e a C. crenata, portadoras de genes de
resisténcia a doenga. Mas cedo se verificou que estas duas espécies eram bem mais

exigentes sob o ponto de vista edafo-climatico que a espécie C. safiva (Fernandes, 1957).
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Na produgiio de fruto, tentou-se a utilizacio destas espécies como porta-enxertos para as
nossas variedades, no entanto também rapidamente se comecaram a verificar situagdes de
rejeicdo da enxertia, incompatibilidade, pelo que esta via foi abandonada. Assim, em
Portugal, tal como em outros paises europeus, recorreu-se 4 hibridagio da C. sativa com
as referidas espécies exoticas, em especial com a C. crenara, portadora de genes de
resisténcia 4 doenca. Os objectivos pretendidos eram comuns a qualquer programa de
hibndacdo, isto €, conseguir reunir num individuo caracteristicas tmportantes que se
encontram dispersas pelos seus progenitores e, eventualmente, obter o chamado vigor
hibrido ou heterosis. Tais programas foram levados a cabo durante cerca de duas décadas
no entdo chamado Centro de Estudos do Castanheiro, em Vimioso, Alcobaga, dos quais
resultaram varias dezenas de hibridos considerados resistentes (Fernandes, 1948, 1957,
1970, 1982). Mas s6 a possibilidade de multiplicar em larga escala os individuos
selecctonados, permitiria o desenvolvimento ¢ concretizagdo destes programas. Contudo, a
quase total autoesterilidade do castanheiro, ndo permite a obtengio de linhas seminais com

gendtipo estavel, pelo que a multiplicagdo vegetativa € a tnica via a explorar.

3.2. Sistemas de multiplicagcdo

Para o castanheiro, a manutencio das caracteristicas genotipicas (manuten¢do
clonal) e a redugio do periodo de juvenilidade, sio factores determinantes para que a
propagacdo desta espécie para a produgdo de fruto seja por via vegetativa.

E opiniio generalizada, desde ha muitos anos, de que o castanheiro é uma espécie
de dificil enraizamento, o que significa que o enraizamento por estacas, método mais
produtivo sob o ponto de vista de propagacio vegetativa é, com base nos trabalhos
publicados, de realizagdo dificii e economicamente inviavel no caso do castanheiro.
Fracassos obtidos com a utilizagio desta técnica foram sucessivamente citados por Urquijo
(1952) e Vieitez (1952). Areses & Vieitez (1970) verificaram que as estacas de
castanheiro adulto contém inibidores de crescimento, detectados pelo teste do coleoptilo
da aveia, e inibidores do processo de enraizamento, pelo qi:e estes dois grupos de

substdncias quimicas devem desempenhar um papel determinante na fraca capacidade
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rizogenica do castanheiro.

Em relagdo as técnicas convencionais de enxertia, nas suas diferentes variantes,
elas tém sido utilizadas com relativo éxito, sendo a incompatibilidade entre cavalo e garfo.
uma das principais preocupagdes. Mas este método ndo resolve o problema da necessaria
multiplicagdo vegetativa de porta-enxertos seleccionados. O método mais utilizado para
multiplicar este tipo de material tem sido a amontoa. Foi usado em Espanha por Vieitez
(1955), com aplicagdo de auxinas e em Portugal por Fernandes (1972), que utilizou o
anithamento e a aplicagdo de auxinas em simultineo. Esta técnica tem permitido a
obten¢do de plantas enraizadas ¢ com manutengdo genotipica da planta mie,
nomeadamente os referidos clones hibridos obtidos no ex-Centro de Estudos do
Castanheiro. A aptidio de enraizamento varia de acordo com os clones. Mas se
atendermos que de cada touga € possivel retirar entre 10 a 12 plantas enraizadas,
facilmente constatamos a dificuldade de por este método se obterem nimeros
significativos de plantas. A juntar a este aspecto, também a viabilidade destas plantas ao -
fim do primeiro ano €, por vezes, bastante reduzida.

As modernas biotecnologias que fazem uso da cultura de tecidos vegetais in vitro
aplicadas a propagagio de plantas, demonstraram ja serem possuidoras de enorme
potencial, capazes de serem alternativa eficaz as metodologias classicas.

Os pnimeiros ensaios com este género foram desenvolvidos por Jacquiot (1950,
1970) a partir do estabelecimento in vitro de tecidos cambiais. As primeiras manifestacdes
de organogenese foram observadas por Vieitez ef al (1978) que conseguiram obter
rizogenese adventicia a partir de calli com origem em tecidos cotﬁedonarfzs. As primeiras
plantas completas foram obtidas a partir do desenvolvimento do embrido ;enﬂnal (Vieitez
e Vieitez, 1980a). Os trabalhos que se seguiram permitiram o estabelecimento e
multiplicaggo in vitro de varios tipos de explantes provenientes de plantas com
caracteristicas juvenis, tais como gomos axilares (Vieitez & Vieitez, 1980b, 1982 Chevre
et al, 1983) e apices caulinares (Rodriguez, 1982).

A utilizagdo de explantes com origem em material de caracteristicas adultas tem
deparado com algumas dificuldades quer no estabelecimento quer na sua multiplicagdo. Os
primeiros resultados com algum éxito foram referidos por Biondi ef a/. em 1981, e por

Vieitez er al. em 1983 Esta ultima equipa utilizou como explantes segmentos nodais e
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apices caulinares de rebentos axilares de varas de amontoa. Na sequéncia desse trabalho,
algumas condigdes gerais quanto a formulagio dos meios de cultura tém vindo a ser
obtidas, no sentido de permitir tornar a fase de multiplicagdo viavel (Vieitez et al, 1986;
Gongalves, 1991; Gongalves el al., 1993)

Na fase de enraizamento utilizam-se meios cuja concentracdo em macronutrientes é
normalmente reduzida a metade da sua concentragio (Vieitez er al., 1983; Vieitez ef al.,
1986), sendo indispensavel a utilizagdo de uma auxina em concentragdes e tempo de
aplicagdo que variam segundo a metodologia utilizada (Vieitez et al., 1983; Gongalves
etal, 1994),

Em relagdo a fase de transplante e aclimatizagio . existe pouca informacao
disponivel. Vieitez et al. (1986) referem valores de sobrevivéncia na ordem dos 35% e
Mullins (1987) refere que para rebentos enraizados in vifro se registaram elevadas taxas de
mortalidade, embora em rebentos com enraizamento in vivo se tivessem verificado
methores resultados, mas sem qualquer quantificagio, e tudo com material juvenil. Em
matenial adulto, Gongalves ef al. (1994) referem taxas de sobrevivéncia na ordem dos 50%
em rebentos com enraizamento in viro. Com a utilizacdo de sistemas de enraizamento
ex vitro, Miranda & Femandez (1992) referem taxas de enraizamento na ordem dos $0% e
com elevada taxa de sobrevivéncia das plantas na aclimatizacdo. Como factores de sucesso
referem-se ndo s6 o bom estado fisiologico das plantas regeneradas in vitro, a
funcionalidade do sistema radicular e o tipo de substrato utilizado, mas também as

condigdes ambientais, em particular a humidade e a temperatura.

4. OBJECTIVOS DO TRABALHO

A investigagdo ja realizada, em especial, nestas ultimas duas décadas com esta
espécie e anteriormente referida, definiu, de uma forma mais ou menos eficaz, para um
nimero relativamente elevado de clones, protocolos para a fase de. estabelecimento e
multiplicagio que se podem considerar como comercialmente aplicaveis. No entanto, a
fase de enraizamento e aclimatizagio permanecem, ainda, como fases susceptiveis de

sofrerem aperfeioamento por forma a tornarem o processo de micropropagagio de clones
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seleccionados de castanheiro comercialmente viavel. Neste sentido os dois grandes

objectivos deste trabalho foram:

¥ Desenvolver metodologias de enraizamento eficazes e susceptiveis de

viabilizar elevadas taxas de sobrevivéncia na aclimatizacio, com
caracterizagdio de alguns aspectos morfologicos, anatomicos e

bioquimicos da fase de enraizamento.

Avaliar a influéncia do tipo de sistema radicular formado, in vitro ou
ex vitro, e de niveis de irradidncia, na sobrevivéncia e desempenho

fisiologico das microplantas na fase de aclimatizagdo.

Para a sua concretizagdo, foram delineados ensaios que permitiram a avaliagio e
quantificagdo de diferentes pardmetros. Assim, para a fase de enraizamento foram
desenvolvidos estudos ao nivel histologico e anatémico do processo de nzogénese, que
ocorreu em condigdes in vitro ou em condigdes ex vifro, como possiveis indicadores
bioquimicos de rizogénese foram avaliados os niveis de actividade das peroxidases e a
quantificagiio das concentragdes endégenas de auxinas durante a fase de indugdo e
desenvolvimento radicular. Na final da fase de enraizamento e aclimatizagfio, para cada um
dos tratamentos efectuados, foram avaliados os comportamentos e desempenhos das
microplantas através de estudos feitos a diferentes indices quantificadores de anilise de
crescimento; a diferenciagdo ocorrida em termos anatémicos, histologicos e morfologicos
das folhas formadas in vitro com comparagio das folhas formadas na fase,autotrofica, foi
feita por microscopia optica e electronica de varrimento, foi avaliado o controle da perda.
de agua por parte das folhas formadas durante a aclimatizagio; o desempenho
fotbssintético das fothas formadas in vitro e in vivo, foi feito através da quantificagio da
fixagdo do CO; e da evolugdo das taxas de libertagio de O, com determinagdo dos indices
de taxas de fotossintese aparente, capacidade fotossintética, curvas de resposta a
diferentes densidades de fluxo foténico, rendimento quintico e ponto de compensagio
para a luz; foram também avaliados os teores de alguns metabolitos, tais como, clorofilas,

hidratos de carbono soliveis e insoluveis e proteinas soliveis totais.
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MATERIAIS E METODOS DE
CULTURA




1. Materiais ¢ métodos de cultura

1. MATERIAL VEGETAL

Para a realiza¢do dos ensaios foi utilizado um clone de castanheiro adulto, hibrido
de Castanea sativa x Castanea crenata, designado por M3, obtido na década de 60 no
ex-Centro de Estudos do Castanheiro e considerado resistente a4 doenga da tinta
(Fernandes, 1948, 1957, 1970, 1982). Desde a sua obtengdio que este clone tem sido
mantido por amontoa no ex-Centro de Estudos do Castanheiro, Vimioso, Alcobaga, onde
foram recolhidas as varas que permitiram 0 estabelecimento in virro de acordo com a
metodologia que a seguir resumidamente se descreve e ja referida em trabalhos

publicados (Vieitez et af., 1983, 1986; Gongalves, 1991).

2. CONDICOES E MEIOS DE CULTURA PARA ESTABELECIMENTO E

MULTIPLICACAO

Para a micropropagagdo deste clone foi utilizado o esquema base proposto por

Murashige (1974) ¢ Debergh & Maene (1981) ja referido no cap. I deste trabalho. Assim:

Fase 0. Preparagdo do material vegetal.

De acorde com o procedimento descrito por Vieitez er al. (1983, 1986) foram
recolhidas varas de rebentos provenientes de amontoa no periodo de repouso
vegetativo, de Novembro a Janeiro, cortadas com £20 cm, desinfectadas durante
2 minutos com Benlate 2 gl”’, envolvidas em plastico e colocadas "durante 2a3l
meses no frio a 4 °C. Apds este periodo as varas foram tiradas do frio e
colocadas em estufa com condigdes controladas por forma a permitir o
abrolhamento dos gomos axilares (Fig. 2.1). As varas foram mantidas durante 4
semanas com a base imersa em agua, sob fotoperiodo de 16 h luz ¢ 8 h noite a
25 °C durante o di1a e 20 °C durante a noite. Para facilitar o abrolhamento foram
pulverizadas semanalmente com uma solugio de 6-benzilaminopurina (BAP)

numa concentragio de 100 mgl ™.
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Fase 1. Estabelecimento de culturas assépticas.

Apos o abrolhamento, os rebentos com crescimento entre 3 a 5 ¢m foram isolados
das estacas, retiradas as folhas, parafinados na base e mergulhados em alcool a
70% durante 30 segundos. A desinfecgdo superficial foi feita com uma solugio a
30% de hipoclorito de sodio, na forma de lixivia comercial com 5% de cloro
activo, sob agitagdo, na cdmara de fluxo laminar, durante 10 minutos. A
remocdo do agente desinfectante foi feita por quatro passagens sucessivas em
agua destilada ¢ esterilizada, permanecendo os rebentos na quarta agua. Como
explantes primarios, foram utilizados os apices e gomos nodais (8 + 2 mm) dos
rebentios que, apds serem seccionados, foram mantidos durante 15 minutos numa
solugdo anti-oxidante'. Para estabelecimento do material i virro foi colocado

um explante por tubo de ensaio (Fig 2.2).

Fase 2. Multiplicagio.

A multiplicagdo das culturas foi feita por repicagens sucessivas com intervalos de 4
a 5 semanas. Como explantes secundarios de multiplicagiio utilizaram-se os
apices ¢ os segmentos nodais provenientes da proliferagdo axilar dos rebentos,

com 8 +2 mm de comprimento € um minimo de dois gomos axilares (Fig. 2.3).

Fase 3. Enraizamento.
Os rebentos utilizados para o enraizamento foram provenientes de um meio de
alongamento que adiante se refere. Esta fase foi objecto de estude no presente

trabalho pelo que esta descrita em pormenor no ponto 3 deste capitulo.

Fase 4: Aclimatizagio.
A achimatizagdo das microplantas decorreu em ambiente controlado e, tal como a
fase anterior, em virtude de ter sido objecto de estudo neste trabalho, sera

descrita em pormenor no ponto 4 deste capitulo.

' 100 mgt* de acido citrico + 150 mgi” de acido ascorbico
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Figura 2.1. Abrolhamenio de varas de castanheiro em Figura 2.2. Explante primario
condi¢des controladas. A barra representa 2 cim. 13 dias apos o esiabelecimenio.

A barra representa 1 cm.

Figura 2.3. Fase de mulfiplicacdo de rebentos de casianheiro. (A) Explanies secunddrios apos
repicagem. (B) Lxplantes | semana apos a repicagem. (C) Rebenios 4 semanas apos a
repicagem. (D) Aspecto dos rebenios no final do alongamenio. A barra representa 1 em.
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Para cada uma das fases de cultura utilizaram-se diferentes formulagdes nutritivas
descritas nas Tabelas 2.1, 2.2 e 2.3, para as fases de estabelecimento, multiplicagio ¢

alongamento respectivamente.

Tabeta 2.1. Composigéo do meio de cultura da fase de estabelecimento.

Macronutrientes  Micronutrientes  Fe- Vitaminas Regulador de
' ' -EDTA (mgl']) ' crescimento

L4 MS (1962) MS MS Tiamina 1 BAP 0,5 mgl”
Pirdoxina !
Ag. Nicotinico 1
Pantotenato de Ca ]
Acido ascorbico 1
Inositol 100

Tabela 2.2. Composicdo do meio de cultura da fase de multiplicagdo.

Macronutrientes  Micronuirientes  Fe- Vitaminas Regnlador de
-EDTA (mgl'}) crescimento

Greshoff e Doy MS MS Tiamina 1 BAP 0,2 mgl"!
o - Pirdosing :
Heller (1953) _ Ac. Nicotinico 1
+ 1 mM NH,50; Pantotenato de Ca 1

Acido ascérbico 1

Inositol - 100

Tubela 2.3. Composigdo do meio de cultura da fase de alongamento.

Maucronutrientes Micronutrientes  Fe- Vitaminas Regulador de
-EDTA  (mgl") crescimento
2 MS MS MS Tiamina 1 BAP 0,2 mgl®
Piridoxina 1
Ac. Nicotinico 1
Pantotenato de Ca |
[nositol 100
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Em todos os metos o pH foi ajustado entre 5,5 e 5,6 com HCl ou NaOH 1 N, antes
de adicionar o agar (Difco Bacto Agar), que foi usado na concentragdo de 7 gi”. Para a
preparagdo dos meios foi utilizada agua destilada.

A esterilizagdo dos meios de cultura foi feita por calor himido em autoclave,
durante 20 ou 25 minutos, de acordo com o volume de meio, a 121 °C e | atm.

Os recipientes de cultura utilizados em cada fase, bem como a suas dimenses, tipo

de tampa, volume e nimero de explantes ou rebentos estdo indicados na Tabela 2 4.

Tabela 2.4. Caracreristicas dos recipientes, volume de meio e numero de explantes para as fases
de estabelecimento. multiplicagdo e alongamento.

Estabelecimento Muitiplicacio Alengamenio
Tipo de recipiente tubo de ensaio frasco frasco
Dimensdes (mm) 150x253 x5S Wx75
Tipo de tampa metal opaco pidstico translucido plastico translucido
Volume de meio (mb) 12 50 50
Numero de cxplantes 1 7 7

Todas as manipulagbes do material vegetal foram executadas em cdmara de fluxo
laminar horizontal, sobre caixas de Petn esterilizadas por calor seco durante 3 h a 180 °C.
Os utensilios de corte e manuseamento, durante as operagdes, eram esterilizados em
esterilizador de bancada a uma temperatura de 250 °C ¢ durante 8/10 s (Sten™ 350).

As culturas foram mantidas sob condigdes ambientais controladas em sala de
cultura ARALAB™, com fotoperiodo de 16 h e 8 h de escuro, sob uma densidade de fluxo
foténico (PPFD) de 45 +5 umol m? s fornecida por lampadas fluorescentes branco frio e
a temperatura de 25 °C dia e 20 °C noite. A humidade relativa do ar, ndo controlada, foi da

ordem dos 35 +5%;.

3. FASE DE ENRAIZAMENTO

Utillizou-se material vegetal em multiplicagdo desde ha dois anos. A sub-cultura

anterior ao inicio dos tratamentos de enraizamento correspondeu a um periodo de



J. C. Gongalves

alongamento (4 semanas) no meio respectivo (Tab. 2.3 e Fig. 23D). Rebentos
provenientes desse meio, com 4 #0,5 cm de comprimento aos quais foram retiradas as
fothas dos 1,5 cm basais, foram utilizados em todos os ensaios da fase de enraizamento. A

composigdo do meio base de cultura na fase de enraizamento esta descrita na Tabela 2 5

Tabela 2.5. Composigdo do meio base de cultura na Jase de enraizamento.

Macronusrientes Micronutrieates Fe-EDTA Vitaminas (mgl™}

2 MS {12 NO,) MS MS Tiamina 1
Piridoxina i
Ac. Nicotinico 1

Pantotenato de Ca ]

Inositol 100

3.1. Ensaios de enraizamento

No dia 0 de indugdo de rizogénese os rebentos, provenientes do meio de
alongamento, foram decapitados, isto €, foi cortado o apice. Este procedimento, para além
de evitar o aparecimento da necrose apical, retira também o efeito de domindncia apical
facilitando, assim, o desenvolvimento do gomo axilar.

O enraizamento foi programado em duas fases, uma primeira fase de indugdo, em
que € indispensavel a presenca de acido 3-indol butirico (AIB), e uma fase de expressio e
desenvolvimento em meio agarizado sem AIB, ou em substrato natural.

Para a fase de indugdo foram utilizados dois métodos. O primeiro consistiu na
utihzagdo de ATB, na concentragio de 3 mgl”, no meio base de enraizamento (Tab. 2.5)
com o qual os rebentos estiveram em contacto durante 5 dias, adiante referido por AIB3
(Fig. 2.4A). O segundo método consistiu na imersio da parte basal do rebento (£ 1,5 cm)
numa solugao hidroalcodlica de AIB, na concentragdo de 1 gl”', durante 1 minuto, adiante
designado por imersdo (Fig. 2.4B).

Para a expressdo e desenvolvimento radicular foram utilizados dois sistemas. O
primeiro consistiu em colocar os rebentos induzidos pelos dois métodos atras descritos,

AIB3 e imersio, em meio base de enraizamento (Tab. 2.5) com 6 gI"' de carvio activo,
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adiante designado por expressdo e desenvolvimento in vitro (Fig. 2.5A). Os recipientes de
cultura utilizados nesta fase, bem como a suas dimensdes, tipo de tampa, volume e nimero
de rebentos estdo indicados na Tabela 2.6. O segundo consistiu em transferir os rebentos
induzidos para uma mistura esterilizada de perlite:turfa (2:1,v:v) e humedecida a 70% da
sua capacidade de retengdo, contida em caixas de esferovite (60 x 40 x 20 cm), adiante
designado por expressio e desenvolvimento ex vifro (Fig. 2.5B). As caixas foram tapadas
com uma placa acrilica translicida, e as plantas foram pulverizadas diariamente com ég'ua e
fertilizadas semanalmente com uma solu¢do de macro e micronutl;i_pnt.es do meio base de

enraizamento a pH 5,5.

Tabela 2.6. Caracteristicas dos recipientes, volume de meio e niimerc de explantes para a fase
de enraizamento com expressdo e desenvolvimento in vitro. " § :

Enraizamento
Indugio Expressiio ¢ desenvolvimento
Tipo de recipiente frasco frasco
Dimensdes (mm) . 125x65 63 125 x65 @
Tipo de tampa plastico opaco plastico opaco
Volume de meio (ml) 50 ' SG
Nimero de explantes s K ' 5

Na Tabela 2.7 apresentam-se, em esquema, os tratamentos de enraizamento que

acabamos de descrever.

Tabela 2.7. Esquema dos tratamentos de enraizamento. Para cada método de mdugao Joram -
ensaiados dois métodos de expressio ¢ desenvolvimento radicular, in vitro e ex vitro.

Indugdo : : _ : Expressao e desenvolvimento
AlIB3
(ATB 3 mgl™, 5 dias no meio) _ meio sem AIB (in vitro)

substrato natural -(ex vitro)
IMERSAO
(AIB 1 gl 1 min)
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|

- 1. 5 ~ = ~ = n =
Figura 2.4. Sisiemas de indugdo radicular. (A) Inducdo com AIB 3 mgl” no meio de culinra
- . 2 x ~ ~ -/

duranie 5 dias. () Inducdo por imersdo basal dos rebenios numa solucdo de AIB 1 gl

durante 1 minuto. A barra represenia I cm

Figura 2.5. Sistemas de expressdo e desenvolvimento radicular. (A) Lxpressio ¢
desenvolvimento radicular in vitro com a utilizacdo do meio base de enraizamento com 6 gl
de carvdo activo. (B) Expressdo e desenvolvimenio ex vitro, em caixas de esferovite, numa

mistura esierilizada de perlite e turfa. A barra representa | emem A e 10 cm em B.
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11. Materiais e métodos de cultura

Quer os rebentos com expressdo e desenvolvimento in vitro quer com eXpressao e
desenvolvimento ex vifro, foram colocados na sala de cultura, durante 4 sernanas, sob as
condigdes standard de luz, fotoperiodo e temperatura, definidas no ponto 2 deste capitulo.

Como controlo foram utilizados rebentos provenientes do meio de alongamento
(Tab. 2.3), colocados em meio base de enraizamento, sem AIB (Tab. 2.5) e transferidos
para igual meio mas com carvdo activo, no caso do enraizamento in vitro, ou para as

caixas com substrato natural, no caso do enraizamento ex vifro.

3.2. Indicadores anatémicos e bioquimicos

Relativamente ao estudo desenvolvido sobre alteracdes anatomicas durante os
primeiros dias de rizogénese, os estudos foram feitos tendo como base comparativa os
dois métodos de indugdo da rizogénese de acordo com o esquema apresentado na
Tabela 2.8, sendo a expressdo e desenvolvimento radicular feita em meio agarizado sem
AlIB. Como controlo foram utilizados rebentos provenientes do meio de alongamento, sem

indugio em AIB, isto é, foram colocados directamente no meio base de enraizamento.

Tabela 2.8. Métodos de indugdo e expressdo e deservobvimento radicular utilizados no
enraizamento n vitro para o estudo de alteragdes anatomicas e de indicadores biogquimicos do
enraizamento.

Indugéo Expressdo e desenvolvimento

meio sem AlB (in vitro)

/‘

&

IMERSAO

Para o estudo de possiveis indicadores bioquimicos da rizogénese, concretamente a
determinagdo da actividade peroxidasica e concentragdes de auxinas, foi feito um estudo

comparativo em moldes iguais aos acabados de referir para o estudo sobre alteragdes
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anatonycas durante os primeiros dias de rizogénese. Os procedimentos técnicos para a
execugdo e determinacdo destes pardmetros sio adiante descritos em pormenor no ponto

2.3 do capitulo T1L

4. FASE DE ACLIMATIZACAO

Para a fase de aclimatizagio das microplantas foram utilizados estufins com um
volume interno de 450 litros e equipados com dispositivos de controlo de luz e humidade
(ARALAB™, mod. 500 Ej. Os estufins estavam colocadas numa sala clirmatizada a 25 60
No interior dos estufins, como consequéncia da dissipagio de calor pela energia luminosa,
a temperatura oscilou em 25 + 2 °C.

A ilumina¢do foi fornecida por ldmpadas fluorescentes Osram® Lumilux White
Cool e Sylvania® Gro-lux colocadas no topo do estufim, com intensidade de acordo com
0s tratamentos defimdos no ponto 4.1 deste capitulo. O fotoperiodo utilizado foi de 16 h
luz e 8 h noite.

A humidade relativa (HR), controlada por uma sonda higrométrica com controlo
digital, era produzida por um sistema vaporizador de ultra-sons (sistera de nevoeiro), que
produz goticulas de dgua, cujas dimensdes permitem a criagio de ambientes com humidade
elevada, sem que haja significativa condensa¢io. Os valores de HR foram sendo
gradualmente reduzidos desde 0s 98% ¢ 95% no dia O de instalagio, respectivamente para
as microplantas provenientes do enraizamento in vitro e ex vitro, até aos 50%, 24 dias
apos o inicio da aclimatizagdo, mantendo-se esta humidade até ao final do ﬁieriodo de
aclimatizagdo que foi de 4 semanas.

As microplantas usadas nos ensaios de aclimatizagio foram seleccionadas por
forma a constituirem lotes homogéneos e apresentando sinais aparentes de crescimento
quer da parte aérea quer da parte radicular. No caso das microplantas provenientes do
enraizamento in vitro, apos a remogio da planta do meio de cultura, foi feita a lavagem do
sistema radicular em 4gua corrente por forma a retirar o mais possivel os restos de agar
antes de serem colocadas em vasos. No caso das plantas com enraizamento ex Vitro, estas

foram retiradas das caixas e colocadas directamente nos vasos.
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As microplantas foram colocadas individualmente em vasos de plastico com
200 em” de capacidade (@ 9 x 8 em). O substrato foi uma mistura igual a utilizada para a

L

e desenvolvimento radicular ex vitro (turfa:perlite, 1:2, v:v). Apds o

-

EXpressic
envasamento cada planta foi regada com uma solugiio nutritiva de Rhue e a/. (1978). com
as concentragdes de nitratos e de calcio modificadas para 3,5 mM e 1.5 mM
respectivamente, micronutrientes de Arnon (1938) e o ferro fornecide na forma de citrato
na concentracdo de 358 uM, pH 5,5, sendo de imediato colocada no estufim de
aclimatizacao.

Na Figura 2.6 observam-se microplantas de castanheiro durante a fase de

aclimatizacio.

Figura 2.6. Microplanias de castanheiro durante a fase de aclimatizacdo no interior do
estufim de aclimatizagdo. (A) Microplantas no dia zero de aclimatizacdo, (B) Microplantas na
ferceira semand de aclimatizacdo; note-se uma etiqueta hranca colocada numa das folhas das
plantas a fim de identificar a primeira jfolha com expansdo na fase de aclimatizacdo. A barra

representa J cm.
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No final da primeira semana de aclimatizagdo, foi colocada uma pequena argola em
papel no peciolo da primeira folha a contar do apice, a qual foi considerada como folha um
(f7), isto €, folha cuja formagido e inicio de diferenciacio ocorreu ainda durante a fase de
enraizamento, mas cujo desenvolvimento e expansio ocorreu ja em condiges de
achimatizagdo (Fig. 2.6.B). Este procedimento permitiu distinguir entre as folhas formadas
na fase de multiplicagio e que se mantiveram durante o enraizamento e aclimatizacio, a
seguir designadas por folhas persistentes (fP), e as folhas cujo desenvolvimento efou
expansao ocorreu exclusivamente durante a aclimatizagdo, a seguir designadas por folha
dois (f2), folha trés (f3) e restantes, de acordo com a sua ordem de formacio, e que no seu

comjunto sdo a seguir também designadas por folhas novas (/).

4.1. Tratamentos de aclimatizagio

Para os ensaios de aclimatizagdo foram utilizadas microplantas com sistema
radicular cuja expressio e desenvolvimento se deu em condigdes in vitro (meio agarizado)
€ ex vitro (substrato de turfa e perlite) e cuja indugdo radicular foi feita por AIB no meio

de cultura (Tab. 2.9)."

Tabela 2.9. Esquema de enraizamento para as microplantas utilizadas nos ensaios de
aclimatizagdo. A indugdo foi feita com AIB no meio de cultura e fizeram-se variar as
condigOes de expressio e desenvolvimento radicular, in vitro, meio agarizado ¢ ex vitro,
substrato de turfa e perlite.

@

Indugdo - Expressio e desenvolvimento

meto agarizado sem AIB  (In vitro)
AlIB3

mistura de turfa e perlitc  (Fx vitro)

¥
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Na aclimatizagdo destas microplantas foram estudados os efeitos de dois niveis de
irradidncia, 150 e 250 % 10 umol quanta m™ s, de acordo com o esquema de tratamentos
indicados na Tabela 2.10.

As intensidades luminosas foram controladas por um quantimetro LI-COR (Type

LI-170), tendo os tratamentos referidos sido realizados em momentos diferentes.

Tabela 2.10. Esquema dos tratamentos de aclimatizacdo. Para cada um dos tratamentos de
expressdo e desenvolvimento radicular, in vitro e ex vitro, Joram usadas duas intensidades
luminosas. 150 e 250 110 umol quanta m™ 57,

Enraizamento Aclimatizagio

/ 150 £ 10 pmol quanta m™ s
\0 250 + 10 pmol quanta m™” g™

Invitro

///‘. 150 + 10 pmol quanta m? s

Ex vitro

250 + 10 pmol quanta m? s

5. DELINEAMENTO E TRATAMENTO ESTATISTICO

‘Face a diversidade dos ensaios realizados, e no sentido de uma melhor explicitagio,
os procedimentos particulares de delineamento e tratamento estatistico dos dados sio
referidos em cada um dos capitulos.

Na elaboragdo das bases de dados foi utilizado o programa Microsoft Excel®,
Versdo 7 para Windows 95©. Para o tratamento estatistico dos dados foi utifizado o
programa Statgraphics, Statistical Graphics System® Versio 6.0 e o programa Sigma
S1at® Versdo 1.0 da Jandel Scientific Corp™. Para a elaboragio grafica do trabalho foram
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utilizados os programas Sigma Plot Versio 1.01® da Jandel Scientific Corp™, Microsoft

Excel® e Microsoft Word®, Versdo 7 para Windows 95©.
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{l. Enraizamento: sobrevivéncia ¢ morfologia radicular,
alteragdes anatomicas e bioguimicas

1. INTRODUCAO

A formagio de um sistema radicular adventicio por parte dos rebentos regenerados
in vitro continua a ser um passo chave em todo o processo de micropropagagio, qualquer
que seja a espécie vegetal em estudo. Esta fase assume especial importincia no caso das
espécies lenhosas, nas quais o processo de maturagio € normalmente acompanhado por
uma diminui¢do da capacidade rizogénica (Németh, 1986; Davies & Hartmann, 1988;
Pierk, 1990; Haissig ef al., 1992, Davies & Haissig, 1994).

Muitas s3o as referéncias feitas acerca dos factores envolvidos no controlo do
enraizamento, no entanto muitas continuam também ainda a ser as interrogagdes que se
levantam aos investigadores sobre as interacgbes entre os factores ja identificados
(McCown, 1088; Haissig et al., 1992; Davies & Haissig, 1994).

As auxinas sio, sem duvida, um desses factores cujo importante papel na
rizogénese € por todos reconhecido, em especial durante a fase de indugdo. O tipo de
auxina, a concentragdo, o modo e tempo de aplicagdo, sdo aspectos que influenciam
marcadamente este processo (Gaspar & Coumans, 1987, Blakesley, 1994). Dentro do
grupo das auxinas, as mais utilizadas sfo o acido indol butirico (AIB), o acido indol
acético (AlA) ¢ o acido naftalenoacético (ANA). Quanto ao modo de aplicagiio, elas
podem ser incorporadas ao meio de cultura quer durante todo o processo de rizogénese,
quer durante um periodo curto de exposi¢do, que pode ir desde algumas horas até varios
dias. Outro processo de aplicagdo consiste na imersdo da base dos rebentos em solugdes
concentradas de auxina durante curtos periodos de tempo, de alguns segundos a poucos
minutos. No castanheiro, alguns resultados tém sido apresentados (Vieitez ef al., 1986;
Gongalves, 1991, Miranda & Fernandez, 1992; Gongalves ef al., 1993, 1994) no sentido
de se definirem condigdes Optimas para o enraizamento e consequente capacidade de
sobrevivéncia na aclimatizagZo das plantas regeneradas in vifro.

Para a fase de expressdo e desenvolvimento, factores como o meio de cultura, para
o caso de enraizamento in vitro, tipo de substrato, para o caso de enraizamento ex vitro,
estado fisiologico do rebento, humidade, luz e temperatura, entre outros, parecem ser os
factores determinantes (McCown, 1988; Bonga & Von Aderkas, 1992). Os factores

ambientais podem ser importantes no estimulo do enraizamento, nomeadamente 2 luz e a
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temperatura, mas os resultados t€m mostrado que estes factores actuam de uma forma
muito variavel de acordo com as espécies (Moncousin, 1991; Bonga & Von Aderkas,
1992).

Dependendo da espécie e também dos objectivos que se pretendem concretizar, a
fase de expressio e desenvolvimento radicular pode ser executada quer in vitro quer
ex vitro (vide Cap. I). Na expressdo e desenvolvimento in vitro, para além da importincia
da formulagdo nutritiva, também a presenca de carvio activado pode beneficiar o
desenvolvimento do novo sistema radicular (McCown, 1988; Sanchez ef al., 1997). No
castanheiro, as condigdes de expressdo e desenvolvimento radicular in vitro, dependendo
dos clones, tém sido definidas por varios autores (Vieitez et al., 1983, 1986; Gongalves,
1991; Gongalves et al., 1993, 1994). Em relagdo ao enraizamento ex vitro, normalmente
considerado de execugdo mais dificil, ele tem vindo gradualmente a despertar o interesse
dos investigadores tendo em vista a sua utilizagdo sob uma perspectiva comercial. Sio
conhecidas as multiplas vantagens deste tipo de enraizamento (Maene & Debergh, 1983;
McCown, 1988; Bonga & Von Aderkas, 1992). A mais importante talvez seja o facto de
ser muito mais facil de colocar em substrato uma simples uﬁcroestaca, do que uma
microplanta com um sistema radicular j& desenvolvido, abrindo, assim, a possibilidade para
uma mecanizagdo mais eficaz. No entanto, outras sfo as razdes que se poderdo apresentar
tais como, o facto de as manipulagdes poderem ser feitas em condigdes ndo assépticas e
diminui¢do dos cuidados a ter com o transplante das plantas enraizadas, o que traz como
consequéncia a redugo de tempo de mio de obra. Também, contrariamente ao que por
vezes sucede com os sistemas radiculares desenvolvidos in vifro, ndo se pdem problemas
de funcionalidade nas raizes formadas ex vitro (McClelland et al., 1990). Outr&o factor, e
ndo menos importante, consiste na redugdo do tempo do processo, uma véz que em
simultdneo com o enraizamento se assiste desde logo a uma fase de pré-aclimatizacio das
microplantas, em muitos casos, em condi¢des j4 autotrdficas, permitindo assim uma
aclimatizacdo sob condigdes ambientais menos controladas.

Associado aos sistemas indutores de rizogénese estio todo um conjunto de
substincias que, por aplicagdo exdgena, desencadeiam internamente mecanismos
metabolicos capazes de iniciarem um processo de formaggo de raizes adventicias. Aditivos

40 meio de cultura, como poliaminas (Tiburcio ef al., 1989, Bagni ef al, 1993), fenois
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(Caboni et al., 1992) e antioxidantes (Standardi & Romani, 1990) tém também sido
referidos como possivels de influenciar positivamente o enraizamento. Nos ultimos anos,
foi possivel obter consideraveis evidéncias que mostram o importante papel celular e
bioquimico que as substdncias auxinicas desempenham durante os diferentes estadios do
processo de formagdo de raizes adventicias (Gaspar & Coumans, 1987; Davies et al.,
1988, Moncousin, 1991; Haissig ef al., 1992).

As variagbes das actividades das peroxidases durante o processo de rizogénese tém
sido relativamente bem documentadas ¢ explicitadas para diferentes espécies (Druart et al.,
1982; Berthon ef al., 1987, Gaspar ef al., 1992, 1994; Hausman, 1993; Auderset ef al.,
1994; Ripetti et al., 1994). Segundo Gaspar (1986) a formacdo de raizes ¢ caracterizada
por uma fase inicial em que se regista um incremento na actividade das peroxidases
basicas, logo seguido por um decréscimo, enquanto a actividade das peroxidases acidas
aumenta regularmente ao longo do processo rizogénico. Andlises das alteragdes da
actividade total das peroxidases e dos espectros das isoperoxidases no decorrer do
enraizamento in vitro de diferentes espécies (Quoirin ef al,, 1974; Van Hoof & Gaspar, -
1976), bem como das cé€lulas epidérmicas de tabaco (Gaspar et al., 1977, Thorpe et al.,
1978), apontam para uma relagdo em que o processo de rizogénese se inicia apos se atingir
um determinado pico de actividade enzimatica méxima. No entanto, ¢ em consequéncia
das suas multiplas formas, bem como da sua participagdo no metabolismo auxinico, sintese
da parede celular e resposta a ferimentos, enire outros, torna-se relativamente dificil definir
o papel especifico das peroxidases no processo de enraizamento. Tem sido proposto que
as alteragdes das peroxidases basicas correspondem a alteragdes paralelas na actividade da
AlA-oxidase (Mato & Vieitez, 1986, Mato ef al., 1988). De facto o:lm'vei de auxina
endogena revela ter uma evolugdo inversa i actividade peroxidasica. Gaspar ef al. (1994)
observaram pela primeira vez uma quebra momentdnea da actividade peroxidasica nas
primeiras horas apos o corte de microestacas de videira, seguida entdo de um aumento até
um maximo e de um decréscimo antes do aparecimento de raizes. |nversamente,
registaram um aumento do conteude de AIA livre durante as primeiras horas, seguido de
um decréscimo até um minimo a partir do qual se verifica um ligeiro aumento. Hausman
{1993} observou a mesma evolugdo do AIA livre durante o enraizamento de estacas de

choupo.
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Em muitos casos, tem sido referido um acréscimo do conteddo enddgeno de
auxinas na base dos rebentos durante o periodo de indugio radicular (Fouret ef af, 1986;
Liu & Reid, 1992), o que sugere a necessidade de niveis optimos para o enraizamento se
iniciar. Niveis baixos de auxinas tém sido considerados como responsaveis da falta de
capacidade de enraizamento em muitas espécies (Smith & Wareing, 1972a, b). Contudo,
noutros casos, os niveis de auxina ndo parecem ser limitantes (Biran & Halevy, 1973;
Greenwood et al., 1976).

- Gaspar e al. (1994) referem que o primeiro passo na formacio de raizes se traduz
na desdiferenciagdo e reactivagio celular. O sinal para este primeiro acontecimento podera
ser 0 aumento acentuado e rapido da concentragio de AIA na zona de enraizamento. Em
muitos casos o pico de AIA € temporario, decrescendo rapidamente. Este decréscimo
coincide com o aparecimento de actividade da AlA-oxidase e da actividade das
peroxidases anteriormente referido. Divisdes celulares precoces e a formagdo de campos
potencialmente morfogénicos (agregados de células sem diferenciagio de polaridade) sdo
as alteragbes que se seguem durante a fase de iniciagdo radicular. A fase seguinte, de
expressdo, corresponde a individualizagdo e crescimento interno de meristemas e, para
muitas espécies, a aplicagio de auxinas exdgenas nesta fase é quase sempre inibidora do

desenvolvimento radicular (Gaspar et al., 1992).

Com o objectivo de avaliar o comportamento rizogénico do clone M3
compararam-se dois métodos de indugio de rizogénese, com AIB no meio de cultura e por
imersdo basal, com dois sistemas de expressio e desenvolvimento radicular, em meio
agarizado, in vitro, ou directamente em substrato natural ex virro. A sobrevi\;éncia das
microplantas assim regeneradas, no final da fase de aclimatizago foi também youtro dos
aspectos analisados.

Para a cai‘acterizas;io do processo de rizogénese determinou-se a actividade
enzimatica das peroxidases soliveis ¢ os niveis de AIA, AlAsp e AIB, durante os
primeiros dias do processo de enraizamento. Em paralelo foi feito o estudo anatémico de
modo a registar as alteragdes citologicas e histolégicas que ocorrem durante o processo de

indugdo e expressio das raizes adventicias.
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2. MATERIAL E CONDICOES EXPERIMENTAIS

2.1. Enraizamento in vitro e ex vitro

As condigdes dos ensaios foram descritas em pormenor no ponto 3.1 do capitulo
il. Sucintamente, foram comparados os dois métodos de indugio definidos em trabalhos
anteriores como sendo eficazes na promogdo de um sistema radicular adventicio
(Gongalves, 1991; Gongalves ef al., 1993); aplicago de AIB na concentragio de 3 mgl™
no meio base de enraizamento durante 5 dias (adiante designado por AIB3); o segundo
método de indugdo consistiu na imersdo da base dos rebentos numa solugio de AIB na
concentragdo de 1 gf"' durante 1 minuto (adiante designado por imersio). Todo o processo
foi feito em condigdes assépticas na indugdo por AIB3 e nio assépticas na indugio por
imersdo nos rebentos com expressio e desenvolvimento radicular ex virro.,

Apés a indugdo, os rebentos foram transferidos ou para meio base de
enraizamento, sem ALB mas suplementado com 6 gl de carviio activo, adiante designada
por expressdo e desenvolvimento radicular in vitro, operagio feita em condigdes
assépticas, ou para substrato natural constituido por uma mistura de turfa:perfite (1:2, viv)
humedecido a 70% e esterilizada durante | hora em autoclave a 120 °C e 1 atm, adiante
designada por expressio e desenvolvimento radicular ex vifro, operacio feita em
condigdes n3o assépticas.

Na indugdo AIB3 e expressio in vitro foram colocados 5 rebentos por frasco
{Fig. 2.4A e 2.5A). Na indugfo por imersio foram colocados 10 rebentos,de cada vez em
copo de precipitagio de 30 ml contendo 15 ml de solugdo auxinica {Fig. 2.4B). Na
expressdo ex vitro foram colocados 60 rebentos por caixa (Fig. 2.5B).

Na avalia¢do dos tratamentos com expressdo e desenvolvimento radicular in vifro
foram contabilizados 30 rebentos, contidos em 5 frascos. No tratamento com expressio e
desenvolvimento radicular ex vifro, foram contabilizados 60 rebentos, contidos numa
caixa, tendo os ensaios sido repetidos 3 vezes. Os pardmetros registados, contabilizados
apos 4 semanas do momento de indugio, foram a percentagem de enraizamento, o niimero

de raizes e o comprimento da maior raiz por rebento enraizado. Foi também feita uma
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analise qualitativa sobre alguns aspectos morfologicos e executados cortes histologicos do
sistema radicular formado.

Para a execugdo dos cortes histologicos, o material vegetal foi fixado em FAA
(formaldeido a 35%:acido acético glacial etanol absoluto:agua, 2:1:10:7, v:v:v:v) durante
pelo menos 24 horas. Ao ser retirado do FAA, o material vegetal foi lavado por duas
vezes com etanol a 50% durante duas horas, ap6s 0 que as amostras foram desidratadas
numa série ascendente de etanol (60, 70, 80, 90 e 96%), permanecendo | hora, no
minimo, em cada uma das solugdes e 24 horas na concentragio de 96%. A infiltracdo foi
feita com hidroxietilmetacrilato (LKB Historesin®, Leica Comercial™, Kit 70-2218-500)
no vacuo, o material esteve previamente na solugdo de infiltracdo diluida a 50% durante
2 horas, passando depois para a solugio de infiltragio pura durante 3 horas. A inclusio foi
feita em hidroxietilmetacrilato (LKB Historesin®, Leica Comercial™, Kit 70-2218-500) ao
qual se adicionou um agente polimerizante (dimetilsufoxido). A polimerizacdo foi feita em
pequenos alvéolos de moldes de teflon, durante 2 horas & temperatura ambiente; durante o
periodo inicial de polimerizagdo foi necessério ter cuidado com a orientagio do material
vegetal. A montagem foi feita com os respectivos suportes plasticos dos moldes de teflon
utilizado.

Os cortes do material foram feitos num micrétomo rotativo (American Optical
Company™, modelo 820) com espessuras de 5 a 7 um. Apés a montagem dos cortes sobre
lamina de vidro e secagem, a coloragdo foi feita com uma solugio aquosa de azul de
toluidina a 0,05% (p:v), durante cerca de 5 minutos, ou por 4cido periodico e reagente de
Schiff (PAS), usando o azul de toluidina como contrastante. Apés lavagem em agua
corrente e secagem foi colocada a lamela sendo a preparagio selada com Entella{f.

Como controlo foram utilizados rebentos sem indugiio auxinica e que
permaneceram durante todo o tempo do ensaio em meio base de enraizamento.

A metodologia de aclimatizagdo utilizada para quantificar a sobrevivéncia foi
descrita no ponto 4 do capitulo II, tendo sido utilizada uma intensidade de fluxo fotonico
de 150 + 10 pmol m? s
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2.2. Estudo anatomico do enraizamento

Para descrever as alteragdes anatdmicas durante o processo de enraizamento,
foram recolhidas amostras diarias, até ao dia 15, da parte basal dos rebentos (8 + 1 mm).
Foram comparados os dois métodos de indugdo de rizogénese descritos. Apods a indugdo
com AIB3, ou por imersio basal, os rebentos foram colocados em meio base de
enraizamento, sem auxina (Tab. 2.8). Como controlo foram utilizados rebentos sem
indugZo, estando desde o dia 0 em meio base de enraizamento, sem auxina.

A preparagdo do material vegetal para os cortes histologicos foi em tudo idéntica a
descrita anteriormente no ponto 2.1, tendo sido utilizados as bases de quatro rebentos por -

cada dia analisado.

2.3. Indicadores bioquimicos
2.3.1. Determinacio da actividade peroxidasica

Para os ensaios da determinacio da actividade peroxidasica foram utilizados
rebentos provenientes da fase de alongamento, com comprimentos entre 3 e 5 cm. Foram
comparadas as actividades peroxidasicas, ao longo dos primeiros 8 dias de enraizamento,
dos dois metodos de indugdo de rizogénese, descritos no ponto 3.2 do capitule Ii, e que
foram, AIB 3 rngl‘1 no meio de cultura durante 5 dias, adiante designado por AIB3, e por
imersdo basal dos rebentos em AIB 1 gl' durante 1 minuto, adiante designado por
imersdo. Apoés a indugdo com AIB no meio, ou por imersdo basal os rebentos foram
colocados em meio base de enraizamento sem auxina (Tab. 2.8). Como controlo foram
utifizados rebentos sem indugio, estando desde o dia 0 em meio base de enraizamento,
sem auxina.

Os rebentos foram recolhidas apos G h, 12 h, 24 b, 36 h, 2, 4, 6 e 8 dias de se ter
iniciado a indugfo rizogénica. Foram retiradas as fothas, cortados sensivelmente a meio
(+ IS mm), separando a metade apical da metade basal, pesados, congelados em azoto

liquido e conservadas a -80 °C até a0 momento da extracgio das peroxidases solitveis para
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quantificagdo. A extracgdo, executada em cimara fria a 4 °C, consistiu na maceragdo em
almofariz de cada uma das amostras, a qual era adicionada polivinilpolipirrolidina (PVPP)
na proporgdo de 0,5 g por grama de peso fresco de material vegetal e tampio fosfato'
pH 6,1 na proporgdo de | ml por 100 mg de peso fresco de material vegetal. Apos a
maceragdo e homogeneizagio, a suspensio foi centrifugada durante 20 min a 20.000 rpm a
4 °C. A actividade peroxiddsica especifica foi determinada por espectrofotometria
UV/VIS a 25 °C, através da monitorizagio da formagio de tetraguaiacol a 470 nm. Foi
utilizado um programa informéatico que permitiu visualizar a cinética progressiva da
reacgao, tendo, por ensaios prévios, sido definido um tempo de reacgio de 150 s, sendo
considerado o tempo 0 de contagem para o diferencial de absorvéncia aos 50 s, tempo a
partir do qual se considerou uma velocidade de reac¢dio constante,

A mistura de reacgdo continha 100 pl de guaiacol 20 mM, 100 pl de peroxido de
hidrogénio 10 mM, 700 ul de tampio fosfato e 100 il de amostra. A actividade enzimatica
especifica foi expressa como a variagdo de absorvéncia por minuto e por miligrama de
proteina (AAbs min” mg™ proteina), sendo também apresentada a actividade por peso
fresco (AAbs min™ mg™ pf).

Para a quantificacdo da proteina total soliivel em cada amostra foi utilizado o
método calorimétrico de Bradford (1976). Este método baseia-se na capacidade de certos
grupos livres do azul brilhante de Comassie G-250 se ligarem a grupos éacidos e basicos
das proteinas, com a consequente alteragio de cor. Esta alteragdo, quando lida a 595 nm,
permite quanti_ﬁcar a concentragiio de proteina por interpolagdo numa recta padrio obtida
a partir das absorvéncias de concentracdes definidas de albumina de soro bovino. Para
cada amostra foram utilizados 200 pl de extracto ao qual se adicionou 1 ml de azul
brithante de Comassie na forma comercial Bio-Rad®, diluido em 4gua na proporgio de 1:4
(v:v) que, apos agitagdo, seguida de 10 min de tempo de reac¢do, foi lida a 595 nm.

Quer para as quantificagdes das actividades enzimaticas quer para a quantificagio
da proteina foram utilizadas cuvetes de 1,5 ml de capacidade, do tipo acrilico e
descartaveis. As leituras foram feitas num espectrofotometro UV/VIS de feixe duplo
(Shimadzu UV-2100).

! Mistura de 85% sotucio A (KH.PO, 66,7 mM) + 15% solugdo B (Na.HPO, 62,5 mM)
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Para cada amostra foram utilizadas as bases (£ 15 mm) de 10 rebentos ¢ o ensaio
foi repetido duas vezes. Cada amostra foi lida por trés vezes. Assim, cada valor representa

a média de seis leituras, a qual se associou o valer do erro padrio.

2.3.2. Determinaciio das concentragdes de AIA, AlAsp ¢ AIB

Para os ensaios da determinagio dos niveis endogenos de auxinas durante o
processo de enraizamento, foram utilizados rebentos do clone M3 de castanheiro,
provenientes da fase de alongamente, com comprimento entre 3 e 5 cm. Foram
comparados os niveis endogenos de auxinas a0 longo dos primeiros dias de enraizamento
dos dois métodos de indugio de rizogénese descritos no ponto 3.2 do capitulo ! e também
utitizados para a determinacdo da actividade peroxidisica, anteriormente descritos. Apos a
indugdo com AIB no meio, ou por imersdo basal, 0s rebentos foram colocados em meio
base de enraizamento, sem auxina {Tab. 2.8). Como controlo foram utilizados rebentos
sem indugdo, estando desde o dia 0 em meio base de enraizamento, sem auxina.

Os rebentos foram recolhidas nos dias 0, 1, 2, 3, 4, 6 e 8 apds o inicio da indugio
rizogénica, retiradas as folhas e divididos em parte apical e basal (sensivelmente a meio)
por forma a virem a ser analisadas independentemente, congelados em azoto liquido e
conservados a -80 °C até ao momento da sua liofilizagio. A liofilizagdo foi feita durante
tempo vanavel, de acordo com a capacidade do aparelho e nimero de amostras a
processar (liofilizador Freeze Dryer Micro Modulyo Edwards). Apos liofilizagdo, as
amostras foram moidas manualmente em almofariz e guardadas a temperatara ambiente em
exsicador e as escuras até i sua utilizagdo.

O protocolo de extracgdo, purificagio e filtragdo encontra-se descrito na Figura 3.1
e fol adaptado de Nordstrom & Eliasson (1991) e Nordstrom et al. {1991). Todo o _
processo foi executado em sala com luz ténue, sem incidéncia directa de luz solar, € a
temperatura baixa. Para a extrac¢lo foi utilizado um sistema de extracgiio de fase solida
com controlo individual de 12 colunas ligado a uma bomba de vicuo. Apos a filtragdo, os

extractos foram mantidos em congelador, a -20 °C, até i sua injecgdo no HPLC.
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100 mg de amostra liofitizada e moida

Colocar amostra em almofariz, adicionar 5 ml de tampdo 6,5 e moer”

Deitar para tubo de centrifuga — ., Lavar 2x com 5 ml tampdo 6,5

Adicionar 100 pl de ANA 10 mg)” e 100 il de BHT®

Incubar no frio duranie ! h

Centrifugar a 4°C durante 10 min a 11.060 rpm

Retirar com pipeta pasteur ¢ filtrar’ com vicuo moderado —* Lavar com 5 mi de tampdo 6,5

Ajustar volume a 20 ml com tampdo 6,5 ¢ dividir extracto em 2 de 10 m! cada

Passar por 1 coluna 6,5S em vacuo moderado ¢ recother extracto

Lavar com 5 ml de tampdo 6.5 .., Adicionar 3 gotas de icido fosforico 28N

Passar o extracto por 2 colunas 2,5‘5 em série em vicuo moderado sem recolher extracto

Passar pelas cohunas: 2 ml 4gua (ndo recolher)
2 ml etanol:4cido acético:agua (20:78:2) (esta fracefio recolhe-sc)’
2 ml 4gua (ndo recother) .

Eluir as auxinas retidas nas colunas®, adicionando a cadauma : 100 pl metanol 100%

' 500 pl metanol 80%
Guardar no congelador
Antes de injectar no HPLC, filtrar’

Figura 3.1. Protocolo utilizado para extracedo, purificagdo e filtragdo de auxinas endogenas
durante a fase de enraizamento de rebentos de castanheiro regenerados in vitro,

A quantificagdo foi feita num HPLC Waters Model 590, com detector de
fluorescéncia Waters 470, sendo todo o processo de injecgdo feito em automatico (Waters
717 plus Autosampler). Foi utilizado como suporte informatico de apoio o %programa'

Millennium™ Chromatography Manager 2010.

* Tampdo fosfato pH 6.5 = (54 ml Sorensen A + 23 ml Sorensen B) / litro; Sorensen A : KH.PO, 1/15 M;
Sorensen B: Na;HPO,*12H.O 1 /15 M

* Dissolver 1 mg ml” em Metanol

* Filtros Whatman GF/C Glass Microfibre @ $5 mm

* Colunas Supelco C18 | mi / 100 mg previamente acondicionadas com 2 ml de etasol 95%, 2 ml de agua
¢ 2 ml de tampdo 6,5 onde permanecem a 4 °C.

¢ Colunas Chromabond C18 | ml / 100 mg previamente acondicionadas como as anteriores excepto usar
tampdo fosfato pH 2,5 [(39 ml Sorensen A + 23ul HC1 12 N) / litro] onde permanecem a 4 °C.

" Contém parte do AlAsp, ¢ colocada no congelador até ser concentrada e reconstituida,

¥ Sem recurso ao vicuo com auxilio de seringas de 1 ml.

? Filtros 0.2 pum nylon de & 13 mm.
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A fracgdo recolhida dos 2 ml de etanolacido acético:agua (20:78:2) foi conservada
no congelador, apos o que foi concentrada por centrifugagdo e aquecimento no vacuo
(UNIVAPO 100H). O residuo sélido foi depois reconstituido com 1,2 ml de metanol 80%,
agitado no vortex, passado por ultrasons e filtrado com filtros de nylon, 0,22 pum com
& 13 mm, antes de injectar no HPLC.

A coluna do HPLC foi uma coluna Hypersil ODS de 3 jum de 6 cm, tendo todo o
processo de quantificagio decorrido a temperatura ambiente (+ 20 °C) e com um fluxo de
1 ml min"'. Como fase movel, foi utilizada uma mistura de 84% de acetonitrilo-acido
acético:agua (10:2:88, viv:v) e 16% de acetonitrilo para a fraccio do AIA e ATB e de 95%
e 5% respectivamente, para a fraccdo do AlAsp. O valor de excitacdo do detector de
fluorescéncia estava programado para 292 nm e a luz de emissdo foi monitorizada a
360 nm. A quantificacdo das auxinas foi feita por quantifica¢io da area do pico de
emissdo, por extrapolagio com rectas de calibragdo, feitas com solug3es standard de AIA,
AlA aspartato, AIB ¢ ANA. Os tempos de retengdo para as diferentes substancias nas
rectas de calibragdo, e para as condigdes descritas, foram para o AlAsp de 1,683 min, para
0 AlA de 3,383 min, para o AIB de 9,550 min e para 0 ANA de 12,100 min.

Cada amostra era constituida por 24 rebentos, divididos em parte basal (+15 mm) e
parte apical (£15 mm) e o ensaio foi repetido trés vezes. De cada extracto foram
injectados 30 pl e feitas 2 injecgdes, tendo sido considerado o valor médio das duas
leituras. Foram contabilizados os resultados de duas das repeticdes. Assim, cada valor

representa a media de 4 valores, a qual se associou o valor do erro padrio.

2.4. Quantifica¢do e tratamento estatistico dos dados

Todas as quantificagdes foram realizadas a partir de plantas casualizadas,
correspondendo os valores apresentados a médias do nimero de amostras referidas para
cada determinagio.

Os resultados indicados para os parimetros de fnorfologia radicular e

sobrevivéncia na aclimatiza¢do foram avaliados por analise de varidncia bi-factorial.
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No caso dos indicadores bioquimicos os resultados sio apresentzdos sob a forma
do valor médio das repeti¢des + erro-padrio.

Nas andlises de varidncia, para valores de F significativos foi feita a separagdo de
medias pelo teste de comparagio multipla de Duncan para P<0,05. Para resultados
apresentados em tabelas, valores na mesma coluna seguidos por letras diferentes sdo
significativamente diferentes. Para além deste nivel de significincia, consideraram-se dois
outros niveis (1% e 0,1%), assinalando-se as probabilidades dos testes por P>0,05 (ns),

P<0,05 (*), P<0,01 (**) e P<0,001 (***),
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3. RESULTADOS

3.1. Enraizamento e sobrevivéncia

A sobrevivéncia dos rebentos submetidos aos dois métodos de indugio de
enraizamento, AIB3 e imersio, seguidos dos dois métodos de expressio e
desenvolvimento radicular, in vitro e ex vitro, apresentou valores significativamente
superiores para os rebentos cujos sistemas radiculares se desenvolveram ex vitro, isto §é,
em condi¢bes de substrato natural. De facto com este tipo de microplantas foi possivel
obter 100% de sobrevivéncia contra 0s 50% das microplantas com sistemas radiculares
desenvolvidos in vitro (Tab. 3.1). O factor expressio foi o unico responsivel por estes
resultados (Ps0,001), j& que a influéncia do método de indugdo nio é significativa, bem
como ndo se registou interacgdo significativa entre os dois factores.

Os rebentos do controlo, sem indugdo auxinica, nio manifestaram qualquer
resposta rizogénica. Nos rebentos induzidos, ndo se registaram diferengas significativas na
percentagem de enraizamento como consequéncia do factor indugfio, no entanto, as
condigdes de expressio e desenvolvimento radicular mostraram ser um factor capaz de
provocar vanabilidade (P<0,05). As percentagens de enraizamento mais elevadas
registaram-se nas condigbes de expressdo in vitro, com 93% para a indugdo com AIB3 e
de 97% para a indug¢do por imersdo, sem diferenga significativa entre si {Tab. 3.1). A
modalidade de indugdo por AIB 3 e expressio ex vitro permitiu uma percentagem de
enraizamento de 87%, enquanto para a expressio ex vitro com indugio por imersdo foi
registado o valor de 77%. De referir ainda que ndo se registou interacgio significativa
entre estes dois factores (P<0,05).

O numero de raizes por rebento enraizado mostrou ser afectado quer pelo método
de indugdo (P<0,001) quer pelo processo de expressio e desenvolvimento (P<0,01). O
numero de raizes mais baixo foi registado nos rebentos induzidos em AIB3 e com
expressdo in vitro, com uma média de 2,9 + 0,19 raizes (Tab. 3.1), nfio tendo as restantes
combinagdes apresentado diferengas significativas entre si. Na combinagio AIB3 com
expressdo ex viro obtiveram-se 3,9 + 0,23 raizes por rebento enraizado, 4,2 + 0,19 para a

combinagdo imersio e expressdo in vifro e 4,3 + 0,16 raizes para a combinagdo imersio e
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expressdo ex vitro. Estes factores mostraram interacgdo entre si (£<0,05), pelo que a
influéncia do factor indug¢do na capacidade de controlar o nimero de raizes formadas esta

dependente das condigdes de expressio e desenvolvimento.

Tabela 3.1. Resultades obtidos nos ensaios de enraizamento para o clone M3 apos 4 semanas do
inicio do processo, para os dois métodos de indugdo, AIB 3 mgl! no meio base de enraizamento
durante 5 dias (AIB3), ou por imersdo em AIB | gI'" durante 1 minufo {imersdo), seguidos de
dois processos de expressdo e desenvolvimento radicular, in vitro, isto é, em meio agarizado, o
ex vitro, isto ¢, em substrato natural. A sobrevivéncia na aclimatizagio foi quantificada 4
semanas apos o inicio da aclimatizagdo.

Inducdo Expressao Sobrevivéncia  Enraizamento  Nimero  Comprimento
na %) de raizes da maior raiz
aclimatizagiio (cm)

(%)
[AIB] Tempo
3 (mgl") Sdias  Invirro 50b 03 a 2906 33c¢
Ex vitro 100 a 87 ab 39a 66a

(g  1min Invitro 50b 97 a 42 a 31lc

| Ex vitro 1002 77b 43a 59b

Em relagdo ao alongamento radicular, aqui contabilizado pela média dos
comprimentos da raiz mais longa formada por rebento enraizado, apesar de ser um valor
influenciado pelo método de indugo (P<0,05) ele é claramente afectado pelo ambiente de
expressdo e desenvolvimento (P<0,001). O valor mais elevado, de 6,6 + 1,8 cm, foi
registado na expressio ex vitro com indugio AIB3, diferindo significativamente dos
restantes valores (Tab. 3.1). O ambiente de expressio radicular em meio, agarizado
proporcionou os resultados mais baixos no alongamento radicular. Este parﬁmetro nio
mostrou ser condicionado de uma forma interactiva pelos dois factores que sobre ele

exerceram influéncia.
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3.2, Morfologia e anatomia radicular

Ao nivel morfologico e histologico a comparacio dos dois tipos de sistema
radiculares formados de acordo com o ambiente de expressiio e desenvolvimento. in vifro
e ex vilro, revelou algumas diferencas que a seguir se descrevem.

Uma diferenca perceptivel macroscopicamente tem a ver com a maior espessura e
quase total auséncia de ramificagdo secundaria das raizes formadas in viiro
(Fig. 3.2A e 3.3A), comparativamente com as ex vitro (Fig. 3.2B e 3.3B). A presenca de
wma estrutura calosa na zona de formacio de raizes é mais evidente nos rebentos com

expressdo radicular i vitro (Fig. 3.3A), comparativamente aos rebentos cuja expressio e

=

desenvolvimento radicular ocorreu em condi¢des ex vitro (Fig. 3.3B).

Figura 3.2. Aspecto de rebentos de castanheiro no final da fase de enraizamento.
(A) Rebentos com expressdo e desenvolvimento radicular in vitro. (B) Rehentos com expressdo
¢ desenvolvimento radicular ex vitro. A barra represenia | cm.
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R

4 &
Figura 3.3 Pormenor do sistema de ramificagio radicular, (A) Rebenio com enraizamenio
in vitro. (B) Rebenio com enraizamenio ex vitro. A barra represenia I cm.

Figura 3.4. Cortes transversais de raizes adventicias de rebentos no final da fase de
enraizamento. (A) Raiz com expressdio e desenvolvimento in vitro. (B) Porimenor do cilindro
vascular. (C) Raiz com expressdo e desenvolvimento ex vitro, (D) Pormenor do cilindro
vasenlar. Legenda: cortex (co); endoderme (e); epiderme (ep); flocma (1); xilema (x). A barra
represenia 100 umem A. Be C e 50 umem D.
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O cortex e as areas vasculares das secgOes das raizes i vilro apresentam-se pouco
compactadas e com deficiente organizagio (Fig. 3.4A). Estes aspectos contrastam com as
raizes desenvolvidas ex viro, em que as células corticais se apresentam melhor
organizadas, com espagos intercelulares muito reduzidos e uma distribuicio dos tecidos
vasculares mais regular (Fig. 3.4C e D). Comparativamente as raizes /7 vilro as raizes
ex vifro apresentam uma maior proporcao do cilindro vascular relativamente ao total da
area transversal da raiz (Fig. 3.4A e C). Nas raizes que se desenvolveram em condicdes
ex vitro ¢ também frequente observar o inicio de formacio de estruturas secundarias

{Fig. 3.5) o que nunca foi possivel observar nas raizes in vifro.

com formagéo de
esfruturas secundcarias no final da fase de enraizamento. (B) Pormenor do cilindro vascular.
Legenda: cambio vascular {cv); endoderme (e); floema secunddrio (f); medula (m); xilema
secundario (x). A barra represenia 100 m em A e 50 pm em B.

3.3. Alteracdes anatémicas durante a rizogénese

O estudo anatomico do processo de enraizamento foi feito nos rebentos sujeitos
aos dois tratamentos de indugdo, AIB3 e por imersfio € no controlo, isto ¢, nos rebentos
sem indugdo auxinica. Ndo se verificaram diferengas assinalaveis entre os rebentos
induzidos por qualquer dos dois métodos, pelo que a descrigdo das alteracdes anatomicas
que a seguir se referem se aplicam a ambos, sendo apresentadas fotografias dos cortes

histologicos da base das microestacas induzidas com AIB3. Também de referir que o
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processo de iniciacdo e desenvolvimento rizogénico ndo foi sincronizado no tempo,

embora a sequéncia de alteragdes seja em tudo semelhante.

Dia 0: cortes transversais da base dos rebentos no dia 0 mostram uma organizagio
histologica que se pode considerar como tipica e normal para um caule de uma
dicotitedonea (Fig. 3.6A). O cdmbio vascular, interrompido pelas zonas nterfasciculares,
apresenta-se constituido por trés a yuatro camadas de células que vio gradualmente
assumindo a sua diferenciagdo vascular em xilema e floema (Fig. 3.6B). O xilema & quase
inteiramente constituido por elementos de xilema muito pouco lenhificados e por células
de parénquima. O floema é constituido por células crivosas, células companheiras e células
de parénquima. O cértex que rodeia o cilindro vascular ¢ em grande parte constituido por
células de parénquima de grandes dimensdes, sendo interrompido logo apos o anel de
floema por um anel descontinuo de esclerénquima uniseriado (Fig. 3.6A). A delimitar
externamente a zona cortical € visivel uma camada de células que constitui a epiderme. De
referir ainda que todas as células parenquimatosas, com possivel excepgdo das células

companheiras, se apresentam bastante vacuolizadas.

Dias 1-2: a alteragio mais visivel ao fim de vinte e quatro horas de indugdo € a
presen¢a de pequenos agregados de células com citoplasma densamente corado e nicleo
com nucléolo proeminente (Fig. 3.6C). Estes pequenos agregados de células
parenquimatosas derivadas do cambio vascular estdo localizadas preferencialmente junto
ao floema. Tal como foi referido anteriormente, embora o processo ndo seja sincronizado,

foi possivel identificar algumas células em plena divisio celular,

Dias 3-4. apos frés a quatro dias de indugdo, o numero de células em divisio
aumentou de uma forma significativa, podendo entdo observar-se a formagio de
meristemoides entre a zona de floema primarioc ¢ o cdmbio vascular (Fig. 3.6D).
Progressivamente os tecidos floémicos véo sendo comprimidos e os meristemoides, que se
desenvolvem em direc¢o ao cortex e se apresentam separados deste por zonas de células

alongadas radialmente, passam a ser designados por primordios radiculares.
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Dias 6-8. os primordios radiculares, cuja fase inicial de diferenciagio se observou
nos dias 3 a 4, apresentam-se agora bem diferenciados e com a sua forma tipica em ponta
afiada acabando por atravessar o anel de esclerénquima e continuando o seu
desenvolvimento através do cortex, provocando assim a suz saida para o exterior do caule
(Fig. 3.6E). Assiste-se entdo a uma progressiva diferenciagio das células do primordio
radicular. As mais externas comegam a desempenhar as fungdes de epiderme; nas mais
internas assiste-se a uma diferenciagdo em traqueidos (Fig. 3.6F), os quais se dispdem
horizontalmente e irdo ligar-se aos elementos de xilema do caule, estabelecendo assim as

conexdes vasculares.

Dias 12-14: ao fim de doze a catorze dias apos a indugiio os primordios radiculares
atingiram ja dimensdo suficiente para poderem ser vistos externamente, continuando-se

assim o processo de desenvolvimento radicular (Fig. 3.7).

Paginas seguintes:

Figura 3.6. Cortes transversais da base dos rebentos do clone M3 de castanheiro durante o
processo de rizogénese (ver explicagdo no texto). (A) Dia zero de indugdo. (B) Pormenor da
zona cambial no dia zero. (C} Activacdo de células adjacentes ao cdmbio gue readguivem
actividade merisiematica 24 horas apos o inicio do tratamento. A seta indica um final de
mitose. (D) Formagdo de meristemoides entre os dias 3 ¢ 4 (setas). (E) Emergéncia de
primordios radiculares apos 6 a 8 dias de indugiio. (F) Diferenciacdo de elementos de xilema
nos primordios radiculares entre os dias 8 ¢ 10 (setas). Legenda: cambio vascular (cv); cortex
fco); epiderme (e); esclerénguima (es); floema (1): medula (m); xilema (x). A barra represenia
200 memAe £, 100 umemDe 50 umem B, Ce K



A C, Gongalves

O



I Enraizamento: sobrevivéncia e morfologia radicular,
alteragdes anatémicas e biogulinicas

Figura 3.7. Aspecio macroscopico da emergéncia das raizes. (A) Ao fim de 10-12 dias apds
indugdo. (B) Ao fim de 16-18 dias apos indugdo. A barra representa 0,5 emem A e | cm em B.

No controlo, duranie os primeiros 3 a 5 dias, ndo foram observadas alteracdes
anatomicas indicadoras de diferenciagio ou actividade meristematica. Nos dias
subsequentes, foi possivel observar que, como resultado da actividade cambial, as células
formadas ndo apresentavam qualquer diferenciacio, constituinde assim uma massa celular
parenguimatosa, de tipo caloso, com espacos intercelulares bem evidentes (Fig. 3.8)

provocando uma acentuado entumecimento da base do rebento.
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; L T o —
Figura 3.8. Corte transversal de rebento conirolo, ndo induzido, apos 7 dias em meio base de
enraizamento sem AIB. E visivel o aumento da zona entre o floema e o anel de esclerénguima
bem como da zona cortical, como resultado do aumento de células de parénguima ndo
diferenciadas, bem como no aumento de espacos intercelulares. Legenda: esclerénquima (es);
cambio vascular (cv); cortex (co); medula (m). A barra represenia {00 pm.

3.4. Indicadores bioquimicos

Os resultados que a seguir se apresentam referem-se aos indicadores bioquimicos
quantificados com o objectivo de caracterizar o processo de enraizamento, em particular
durante a sua fase inicial de indugdio e expressio, procurando comparar os dois métodos

de inducio da rizogénese aplicados ao clone M3 utilizado neste trabalho.

3.4.1. Actividade peroxidisica

A variagdo da actividade especifica das peroxidases foi, durante os dois primeiros
dias, em tudo equivalente entre os dois tratamentos de indugio, AIB3 e imersdo (Fig. 3.9).
Registou-se um significativo decréscimo entre as 0 e as 12 horas, no qual foi registado o
minimo de actividade peroxidasica. Este decréscimo foi seguido por um incremento na
actividade especifica no final do dia | de indu¢do. Fste padrio de comportamento foi em

tudo similar aos rebentos do controlo.
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A partir do dia 2, registou-se um aumento da actividade especifica, com um
acrescimo significativamente diferente entre os dois métodos. Assim, para os rebentos
induzidos com AIB3, o aumento da actividade especifica foi, até ao dia 6,
significativamente menor comparativamente a actividade especifica dos rebentos induzidos
por imersdo (Fig. 3.9). No entanto, a partir do dia 6, a actividade especifica dos rebentos
induzidos com AIB3 sofre um forte incremento, de tal forma que ne dia 8 as actividades
especificas dos dois métodos apresentam valores idénticos. De referir ainda que, no dia 8,
a actividade especifica dos rebentos controlo é de pouco mais de 50%, comparativamente

aos rebentos induzidos.
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Figura 3.9. Actividade especifica das peroxidases soluveis durante os primeiros 8 dias de
enraizamento apds aplicagdo dos dois métodos de indugdo: AIB3 e imersdo. Como controlo
Joram utilizados rebentos sem indugdo awxinica. Cada ponto é a média de seis valores + ep.

O valor da actividade especifica é condicionadoe pelos diferenciais de absorvéncia e
pela proteina solivel existente nas amostras. Analisando a variagio da proteina solivel
total ao longo do enraizamento, verifica-se, as 12 h, um comportamento distinto entre os
dois metodos (Fig. 3.10). Enquanto na indugdo por imersdo a concentragdo de proteina se
mantém sensivelmente estavel, no método AIB3 regista-se um decréscimo. As 24 horas a
concentragdo proteica ¢ idéntica nos extractos dos dois métodos indutores, seguindo-se

um aumento equivalente até ao dia 2 de inducdo. A partir do dia 2 registou-se um
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decréscimo gradual e constante até ao dia 8, para o método de indugfio por imersio; para
o metodo AIB3, o decréscimo foi menor até ao dia 6, registando-se depois uma quebra
acentuada ate ao dia 8, atingindo um valor significativamente menor que o dos extractos
dos rebentos induzidos por imersio (Fig. 3.10). Em relagio ao controlo, registou-se um
decréscimo gradual at€ ac dia 2, seguido de um incremento até ao dia 4, apés o que a
concentragdo de proteina solivel nos extractos se manteve estavel tendo-se medido, no dia

8, valores significativamente superiores aos dos rebentos induzidos (Fig. 3.10).

X — AB3
O mersio
- - - Controlo,

Figura 3.10. Evolugdo da concentragdo de proteina solivel durante os primeiros 8 dias de
enraizamento apos aplicacdo dos dois métodos de indugdo: AIB3 e imersdo. Como controlo
Joram ulilizados rebentos sem indug¢do auxinica. Cada ponto é a média de seis valores +ep.

Exprimindo a actividade perexidisica por unidade de peso fresco
(AAbs min' g' pf), registou-se novamente um minimo de actividade as 12 horas
(Fig. 3.11). A este valor minimo de actividade segue-se um acréscimo gradual até ao dia 8
de registo para os rebentos induzidos por imersdo. O mesmo acontece para os rebentos
com indugdo por AIB3 até ao dia 6, seguindo-se um decréscimo significativo (Fig, 3.11).
Os rebentos do controlo seguiram um padrio de comportamento em tudo semelhante aos

rebentos induzidos por imersio.
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Figura 3.11. Evolugdo da actividade peroxiddsica expressa por unidade de peso fresco
durante os primeiros 8 dias de enraizamento apos aplicacdo dos dois métodos de indugio:
AIB3 e imersdo. Coma controla foram wtilizados rebentos sem indugdo auxinica. Cada porto
¢ a média de seis valores +ep.

Para melhor compreender o comportamento da actividade peroxidasica quando

expressa por umdade de peso fresco, apresenta-se na Figura 3.12 a evolugio do peso

fresco das amostras ao longo do periodo em analise.
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Figura 3.12. Ivolugio do peso fresco das amosivas durante os primeivos 8 dias de
enraizamenio apos aplicagdo dos dois métodos de indugdo: AIR3 e imersédo. Como confrolo
foram utilizados rebertos sem inducdo auxinica. Cada ponto é a média de seis valores + ep.

Nos rebentos controlo e induzidos por imersdo, registou-se um ligeiro acréscimo

do peso fresco ao longo dos dias de tratamento. Nos rebentos con indugdo por AIB3
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verificou-se, at¢ ao dia 4, um aumento gradual semelhante ao controlo e inducio por
imersdo. A partir deste dia os rebentos induzidos por AIB3 apresentam um acréscimo

significativo do peso fresco até ao dia 8 de tratamento. De um valor médio no dia 0 de
408 £ 38 mg, os rebentos induzidos com AIB no meio atingiram 1260 + 30 mg, contra
741 = 13 mg dos rebentos induzidos por imersdo e 717 + 33 mg para os do controlo
(Fig. 3.12). Este aumento de peso fresco deve-se, em grande parte, ao desenvolvimento de
uma estrutura calosa na base do rebento durante o processo de enraizamento, o qual

assume especial significado nos rebentos induzidos com AIB no meio (Fig. 3.13).
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Figura 3.13. Aspecto morfolgico da base dos rebentos durante os primeiros 11 dias de
enraizamento apos aplicagdo dos dois métodos de indugdo: AIB3 e imersdo. A barra
representa | cm.

3.4.2. Variacio nas concentracdes de ATA, AlAsp e AIB

Os rebentos de castanheiro estdo totalmente dependentes da presenca de uma
auxina exogena para apresentarem capacidade rizogénica. Rebentos sem inducio nio
manifestam qualquer actividade meristematica indiciadora de competéncia rizogénica (ver
ponto 3.3 deste capitulo), podendo assim ser utilizados como referenciais comparativos

com o que sucede nos rebentos induzidos.
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A concentra¢do de AIA nos rebentos controlo manteve-se sensivelmente constante
ao longo dos 8 dias de cultura, quer na metade basal dos rebentos (Fig. 3.14A) quer na
metade apical (Fig. 3.14B) com valores absolutos relativamente semelhantes entre as duas
metades, mas sempre significativamente menores comparativamente aos rebentos

induzidos.
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e mersio
'---A--- Controls
30 T
20 -

AlA (ymol g7 ps)

Figura 3.14. Evolugdo das concentragdes de AIA durante os primeiros 8 dias de enraizamento

apos aplicacdo dos dois métodos de indugdo: AIB3 e imersdo. Como controlo foram utilizados

rebentos sem indugdo auxinica. (A) Parte basal do rebento. (B) Parte apical do rebento. Cada
_ponito ¢ a média de 4 valores + ep.

Na metade basal dos rebentos tratados com AIB (Fig. 3.14A), a concentragio de
AIA sofreu um forte incremento, observando-se um pico no dia 2 de cultura,
independentemente do método utilizado para a indugdo rizogénica, ao qual se seguiu um _
decréscimo gradual mais acentuado nos rebentos induzidos por AIB3, em‘especial a partir
do dia 4. Na parte apical dos rebentos (Fig. 3.14B), registou-se um ligeiro aumento na
concentragdo de ALA apos 1 dia no meio de cultura, ao qual se seguiu um periodo estavel
nas concentragdes ao longo do tempo. Também nos rebentos induzidos, as concentragdes
de AIA sdo muito menores nos apices em relagiio as bases.

No controlo, a evolugio das concentragbes de AIAsp apresentaram uma tendéncia
de comportamento semelhante a verificada para o AlA, ao contriric dos rebentos
induzidos onde se verificaram algumas diferengas (Fig. 3.15). Na metade basal dos
rebentos induzidos por AIB3, registou-se um incremento constante com um maximo apds

6 dias de cultura, ao qual se seguiu um decréscimo (Fig. 3.15A). Ja os rebentos induzidos
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por imersdo mostraram um incremento mais acentuado até ao dia 2, apos 0 que 0§ niveis

de AlAsp se mantiveram com ligeiras flutuagdes ao longo do restante tempo de cultura.
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Figura 3.15. Evolugdo das concentragdes de AlAsp durante os primeiros 8 dias de
enraizamento apos aplicagdo dos dois métodos de indugdo: AIB3 e imersdo. Como controlo
Joram utilizados rebentos sem indugdo awxinica. (A) Parte basal do rebento. (B) Parte apical
do rebento. Cada ponto é a média de 4 valores + ep.

- Na metade apical dos rebentos, os valores absolutos sdo inferiores aos registados
na metade basal, registando-se ligeiros picos apos 1 e 4 dias nos rebentos induzidos por
imersdo e no caso dos rebentos induzidos por AIB3, registou-se um leve incremento no
dia 2 e 4, ap0s 0s quais os valores estabilizaram (Fig. 3.15B).

As concentragSes de AIB presentes nos extractos em analise revelaram a
capacidade de absorgdo e translocagdio desta substincia por parte dos rebentos de
castanheiro durante o periodo de indugio radicular. Assim, registou-se um signiﬁcativo
acréscimo no nivel de AIB nas metades basais, o qual atingiu um valor maximo no dia 1 de
cultura no método por imersdo e no dia 2 no método AIB3 (Fig. 3.16A). Nos rebentos
induzidos por imers3o, assistiu-se depois a uma rapida descida da concentragio de AIB até
ao dia 4, mantendo-se nesses valores com ligeiras flutuages. Nos rebentos induzidos por
AIB3 a0 valor méximo verificado no dia 2 segue-se um decréscimo ligeiro até ao dia 4,
seguido de uma quebra acentuada entre o dia 4 e o dia 6 (Fig. 3.16A). Na metade apical

dos rebentos, e para ambos os métodos, assiste-se a um ligeiro acréscimo no dia 1 de
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cultura, apds o que se segue uma estabilizagio nos niveis de AIB no caso dos rebentos
induzidos por imersdo e um gradual e leve decréscimo nos rebentos induzidos por AIB3

(Fig. 3.16B).
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Figura 3.16. Evolugdo das concentragdes de AIB durante os primeiros 8 dias de enraizamento
apos aplicagdo dos dois métodos de indugdo: AIB3 e imersdo. Como controlo Joram wtilizados
rebentos sem indugdo auxinica. (4) Parte basal do rebento. (B) Parte apical do rebento. Cada
ponto é a média de 4 valores + ep.

Na Figura 3.17, apresentam-se, a titulo exemplificativo, alguns cromatogramas
obtidos no processo de separagiio e quantificacio das concentragdes de AIA, AlAsp e
AIB.
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Figura 3.17. Perfis de cromatogramas obtidos na quantificagdo das concentragoes endogenas
de AlAsp, AIA e AIB na metade basal de rebentos do clone M3 durante o enraizamento.
(A) Cromatograma de standard. (B) Cromatograma de rebentos controlo no dia zero,
(C) Cromatograma de rebentos induzidos por imersdo no dia um. (D) Cromatograma de
rebentos induzidos por AIB3 no dia dois.

4. DiSCUSSAO

4.1. Condicées de enraizamento e sobrevivéncia

" A formagéo do sistema radicular em espécies lenhosas micropropagadas pode ter
importantes consequéncias em termos de qualidade e caracteristicas fisiologicas das
microplantas, durante e ap6s a aclimatizagio. Quando as plantas regeneradas in vitro
apresentam um sistema radicular funcional apés o transplante, ou se possuirem capacidade
de formarem novas raizes ex vifro, o crescimento da planta podera niio apresentar
limitagdes. Caso contrario, sio notorias as dificuldades de sobrevivéncia e/ou de
desenvolvimento, por mais controladas que sejam as condigdes de aclimatizagio, A
sobrevivéncia das microplantas enraizadas obriga, assim, que o sistema radicular formado
manifeste capacidades que permitam o crescimento da planta, formagdo de novas folhas e

alongamento do caule durante a aclimatizagio (Németh, 1986).
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A definicio de protocolos de enraizamento/aclimatizagio que viabilizem a
utilizagdo comercial das técnicas de micropropaga¢io ¢ um dos importantes objectivos
definidos por muitos investigadores (Debergh & Maene, 1981; Debergh & Read, 1991;
Sanchez e al, 1997). Os resultados obtidos nos ensaios que agora se apresentam,
continuam a mostrar uma percentagem de enraizamento mais elevada para os rebentos
coru expressdo radicular in vitro; no entanto, as percentagens obtidas com a expressio
ex vitro, 87 e 17%, indiciam a rentabilidade desta modalidade. Vérios autores referem que
as taxas de enraizamento ex vifro apresentam uma variabilidade acentuada associada a
especie e aos método de enraizamento usados. Por exemplo, Edson er af. (1994)
obtiveram, em rebentos de Cornus nuttallii, 62% de enraizamento com métodos ex vitro,
tendo sobrevivido apenas 70% das microplantas durante a aclimatizagio. A transferéncia
de plantas ou microestacas, de um meio estéril € com agicares, para um meio nio estéril e-
sem uma fonte de carbono reduzido, so as duas principais razdes para a baixa
sobrevivéncia associada a sistemas de expressao ex vitro. De facto, a formagdo do sistema
radicular em simultineo com uma fase de pré-aclimatizagio, devera representar um stress
acrescido, uma vez que se inicia o processo de crescimento autotréfico de uma planta
desenvolvida em condicdes heterotroficas (Donnelly & Vidaver, 1984b; Grout, 1988).
Para além desta dificuldade assiste-se também a uma reduzida capacidade de regulagio
hidrica (Lewandowski, 1991). E, assim, compreensivel, que o enraizamento in vifro
conduza muitas vezes a taxas de enraizamento mais elevadas. Em videira (Vitis vinifera),
Reborddo (1994) obteve 100% de enraizamento e sobrevivéncia em plantas cujo sistema
radicular que foi induzido e desenvolvido in vitro. Em Vitis rotundifolia, Gray & Benton
(1991) obtiveram 77% de plantas enraizadas in vitro, contra 46% quando ai; plantas foram
enraizadas ex vitro, Ja em cinco cultivares de Corylus avellana, Yu & Reed (1995),
obtiveram idénticas percentagens de enraizamento (entre 64 e 100%) e idénticas taxas de
sobrevivéncia {(entre 78 e 100%) independentemente das metodologias de expressio
radicular usadas. _

No entanto, a percentagem de enraizamento nem sempre constitui um bom
indicador quantitativo do numero final de plantas obtidas apés todo o processo de
micropropagacio, incluindo a aclimatizagio. Os resultados apresentados vém comprovar

plenamente esta afirmagdo. As vantagens da utilizagio da metodologia proposta,
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expressdo e desenvolvimento radicular ex vifro, comparativamente com a metodologia de
expressdo e desenvolvimento radicular in vitro sdo indiscutiveis (Debergh & Read, 1991).
Todo o trabalho de manipulagio é muito mais reduzido e menos especializado, ji que se
pode desenvolver em condigdes n3o assépticas, € substituida a preparacio de meio de
cultura pela preparagic de substrato com todas as vantagens de custo e tempo; os
rebentos, em simultdneo com a expressio e desenvolvimento radicular, iniciam um
processo de pré-aclimatizagdo com a consequente adaptagio a condigdes autotréficas sem
necessidade de equipamento especializado e com consequéncias muito positivas na
sobrevivéncia final das microplantas; torna-se possivel fazer a aclimatizacdo final sem
necessidade de nova transferéncia das microplantas, o que permite 0 seu crescimento até
entrarem em repouso vegetativo, podendo entdo ser transferidas para contentores
individuais, para crescimento em estufa na Primavera seguinte.

Lakso er al. (1986) obtiveram taxas de sobrevivéncia de 96% em microestacas de
videira (Vitis L. hibrido ‘Remaily Seedless’) cuja inducdo, emergéncia e alongamento das
raizes foi feita ex vitro. Também Welander (1983) obteve uma taxa de sobrevivéncia de
90% em rebentos de Malus pumila Mill. com a indu¢@o da rizogénese in vitro e
desenvolvimento radicular ex vitro. Em Telopea speciosissima, Offord & Campbell (1992)
induziram rizogénese em 70% dos rebentos, tanto em condi¢des in vifro como em
condi¢des ex vitro, mas nenhuma das plantas enraizadas in vitro sobreviveu a
aclimatizagio, enquanto 80 a 90% das plantas enraizadas ex vitro resistiram a esta fase,
Em castanheiro, Miranda & Fernandez (1992) referem uma percentagem de sobrevivéncia
proximo dos 100% quando as microplantas possuiam sistema radicular desenvolvido em
condigdes ex vifro. Ja nas taxas de enraizamento e nimero de raizes formadas por rebento
enraizado, aqueles. autores referem, quando utilizaram a imersic basal do rebénto numa
solugdo concentrada de AIB como método de indugdo, valores mais elevados que os
obtidos neste trabélho: cerca de 99% de enraizamento e um niimero médio de 11,5 + 1.4
raizes por rebento enraizado. Estas diferengas poderfio ser consequéncia nio so das
caracteristicas genéticas do material vegetal, mas também do tipo de substrato utilizado.

As causas macroscopicas que podemos apontar para a reduzida taxa de
sobrevivéncia das microplantas de castanheiro com sistema radicular in vifro, terdo a ver

com a falta de ramificagdo destas raizes, nio permitindo assim a diferencia¢io de
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estruturas radiculares com capacidade de absorgio, bem como a quase total auséncia de
pelos radiculares. Muitos investigadores tém igualmente referido estas razdes para
justificarem a falta de funcionalidade venficada (Yie & Liaw, 1977, Debergh & Maene,
1981, Ziv, 1986, McClelland er al, 1990), embora Apter et al. (1993a), em
Trachelospermun asiaticum, refiram ndo ter encontrado diferencas aparentes na densidade
de pélos radiculares entre raizes in vitro e raizes produzidas por estacaria convencional,
mas t3o $6 no comprimento desses pélos radiculares. No entanto, a organizagfo interna em
termos anatémicos pode, também, ser responsavel pelas fracas taxas de sobrevivéncia, ja
que registamos uma menor organiza¢do em termos de tecidos vasculares, nomeadamente
xilema, nas raizes desenvolvidas inm vitro, comparativamente as desenvolvidas ex virro
(Fig. 3.4 € 3.5). Grout & Aston (1977a) demonstraram que, em couve-flor, as plantas com
as raizes formadas in vifro apresentavam conexdes vasculares muito incompletas entre raiz
e caule que, como consequéncia, estrangulavam a capacidade de translocagdo de agua da -
raiz para o caule. Também as anomalias anatomicas tém sido referidas nas raizes in vitro
de outras espécies (Grout & Aston, 1977a; Yie & Liaw, 1977). Num estudo comparativo
entre raizes de Trachelospermun asiaticum formadas in virro e raizes produzidas por
estacaria convencional, Apter ef al (1993b) confirmam a menor capacidade de
translocagio de *’P por parte das raizes formadas in vitro, apesar de nio terem registado
diferencas significativas entre as taxas de translocagio de *’P da raiz para o caule entre os
tratamentos. Concluem estes autores que a reduzida capacidade de absorgio de **P pelas
raizes formadas in vitro ndo € limitante da sua translocagdo, bem como da sobrevivéncia
das plantas durante e apds a sua aclimatiza¢do. Resultados semelhantes foram obtidos por
Diaz-Pérez ef al. (1995) em macieira, guando procuraram verificar a capac?dade das raizes
formadas in vitro absorverem agua.

Nio esta muito esclarecido se as raizes formadas in vifro continuam 0 seu
desenvolvimento quando as microplantas sdo colocadas em condi¢des de aclimatizagio, ou
se sdo integralmente substituidas por novas raizes (Debergh & Maene, 1981; Torrey,
1986, Gribaudo et al, 1995). Nos nossos ensaios foi possivel observar as duas situagdes:
raizes ja formadas in vifro que continuavam o seu crescimento durante a aclimatizagio,
aspecto de observagdo relativamente facil, j4 que a coloragio da raiz se altera, de um

branco quase translGcido para um branco opalino, ou raizes ndo manifestando qualquer
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actividade acabando, no final da aclimatiza¢io, com um aspecto atrofiado e definhado. A
formag3o de novo de raizes foi referida por Donnelly et al. (1985) em plantas de Rubus,
cinco semanas apos o transplante para o solo, onde observaram verdadeiras raizes in vitro,
e raizes com caracteristicas de transi¢do entre as raizes in vitro e as raizes formadas por
plantas controlo estabelecidas no solo. Apesar destas referéncias sobre a maior ou menor
funcionalidade das raizes formadas in vitro, muitos sio os autores que referem elevadas
percentagens de enraizamento ¢ elevadas taxas de sobrevivéncia de microplantas com este
tipo de sistema radicular, além de uma maior uniformidade morfologica, o que os leva a
defenderem este procedimento em sistemas de produgdo (Donnelly ef af., 1985; Hicks,
1987, Mohammed & Vidaver, 1990; Stimart & Harbage, 1993; Sutter & Luza, 1993).

Os nossos resultados ndo nos permitem avaliar qual ou quais das causas referidas,
serdo as principais responsaveis pela morte durante a aclimatizagdo das plantas com
sistema radicular in vifro, mas o facto de morrerem durante as duas primeiras semanas de
aclimatizagdo, periodo apos o qual ndo se registaram mais mortes, leva-nos a admitir a
falta de funcionalidade radicular ac nivel da absorgio ou ao nivel da translocagio
raiz/caule. A apoiar esta segunda hipotese esta o facto de, no castanheiro, as raizes in vitro
se desenvolverem a partir de zonas com uma formacgiio de calius bastante pronunciadas
(Fig. 3.2A e 3.3A). Sabendo-se que as conexdes vasculares nestas zonas sd3o
particularmente fracas e deficientes (McClelland et al., 1990), este facto constitui 2 partida
uma desvantagem durante o transplante ¢ aclimatiza¢do, em consequéncia da limitagdo no
transporte de agua (Grout & Aston, 1977a). Comparando com as microplantas de
castanheiro com sistemas radiculares formados ex vifro (Fig. 3.2B e 3.3B), onde esta
estrutura calosa ndo atinge as proporgdes dos sistemas in vitro, pode prever-se uma
melhor organizacio anatdmica nesta regido e, como consequéncia, uma melhor
funcionalidade. E ainda de referir as dimensdes relativas entre o cilindro vascular e o
cortex das raizes ex vifro, comparativamente & proporcio em raizes in virro. De facto a
maior proporgdo do cilindro vascular para as primeiras indicia uma maior capacidade de
transporte de agua, bem como uma menor distincia a percorrer pela agua ao longo do
cortex.

A menor capacidade das plantas enraizadas in vitro, com razdes raiz/caule mais

baixas que as plantas enraizadas ex vitro (aspecto focado no capitulo IV, ponto 3.1)
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reagirem a uma situagdo de stress, sempre presente na fase de aclimatizagdo, pode indicar
um certo desequilibrio persistente durante periodos mais ou menos longos de crescimento.
Estas deficiéncias podem ndo ser tdo evidentes enquanto as plantas se encontram ainda em
condi¢des ambientais favoraveis, mas poderio vir a manifestar-se apos o transplante, ou
durante o seu crescimento no exterior em condi¢des de défice hidrico.

As implicagdes da funcionalidade do sistema radicular no desenvolvimento da parte
acrea das microplantas durante a fase de aclimatizagdo, independentemente do seu crucial
contributo para a sobrevivéncia das mesmas durante a aclimatizagio, como se acabou de

discutir, serio analisadas no capitulo 1V deste trabatho.

4.2. Aspectos anatomicos da rizogénese

O estudo anatomico do processo de rizogénese em rebentos de castanheiro
regenerados in vifro mostrou que os constituintes do meio de cultura, em especial o AIB,
responsaveis por induzir a formagio de raizes, actuam por forma a desencadear o Processo
de divisdo celular, levando & formagdo de primérdios radiculares em regides onde tal nio
era previamente visivel. O tipo de tratamento e tempo de aplicagio da auxina parecemn
pouco correlacionados com alteragdes anatOmicas especificas uma vez que ndo- se
registaram diferengas assinaldveis entre os dois métodos de indugio utilizados. A analise
a0 longo do tempo da fase de indugfo indica que sio as células derivadas do cambio
vascular as primeiras a responder a0 tratamento de indugio, permitindo a d}ferenciagﬁo de
meristemdides que evoluem rapidamente para primérdios radiculares, visive;s aocfimde3a
4 dias de indu¢do. O niimero e a localizagio destes primordios permanece inalterivel até
ao final do processo de rizogénese.

A anahse da fase de pés-induclo, designada por expressio e desenvolvimento,
traduz-se no crescimento, aumento em nlmero, e diferenciacio das células dos
meristemoides, por forma a desenvolverem um sistema organizado de tecidos radiculares.
Raizes com uma anatomia organizada, com sistemas vasculares continuos conectados com
0s do caule, podem ser observadas a partir do dia 8 de indugdo, isto é, muito proximo da

sua emergéncia para o exterior.
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O desencadear do processo de divisio celular pelo tratamento de indugdio ocorre,
como atras se referiu, nas células indiferenciadas produzidas pelo cimbio e ainda muito
proximo deste. Este modo de iniciagio de um sistema radicular adventicio igualmente
observado em outras espécies lenhosas micropropagadas como, camélia (Samartin ef al.,
1986), macieira (Hicks, 1987, Zhou ef al., 1992) e cerejeira (Ranjit ef al., 1988), tendo
sido também referido por Vieitez & Vieitez (1983) em Castanea sativa Miller, nao parece,
no entanto, ser o unico possivel.

White & Lovell (1984a) apresentaram um estudo em que referem as diferencas no
modo de iniciagdo de raizes adventicias entre estacas de hipocétilo e estacas de plantas
adultas de Griselinea littoralis. No primeiro caso, as raizes adventicias originavam-se a
partir de células derivadas do cimbio vascular e muito proximo deste; ja no segundo caso,
0 enraizamento adventicio tinha inicio a partir de células das camadas mais externas das
células produzidas pela continua divisio celular das células cambiais. No entanto, quer
num ¢aso quer noutro, ndo deixam de ser as células que primeiro se originam, logo apas o
inicio do tratamento de indugdo, que readquirem actividade meristematica para originar os
sistemas radiculares adventicios.

As células de parénquima do floema tem sido outro dos tecidos de origem da
actividade meristematica iniciadora da formagiio de raizes adventicias (Hicks, 1987;
Harbage ef al., 1993). De facto, Harbage ef al. (1993) referem que apesar de se registar
uma actividade meristematica em varios tecidos logo apés a indu¢io, nomeadamente no
parénquima cortical e medular ¢ na regifio cambial, s0 as divisdes das células de
parénquima do floema resultam em regifes meristeméticas que levam a formagdo de
primérdios radiculares. .

O aparecimento dos meristeméides num local relativamente afastadd da zona
cambial, onde se haviam observado as primeiras células meristematicas (Fig. 3.6D), sugere
que a actividade cambial ndo cessa de imediato. White & Lovell (1984b) sugerem que uma
das razdes para o aparecimento dos meristemoides na periferia das fiadas internas de
células derivadas do cimbio se deve ao facto de estas fiadas internas serem empurradas
para o exterior pelas novas células do cimbio que permanece em actividade. Como
consequéncia, algumas células de floema e de cortex sio destruidas podendo,

eventualmente, libertar estimulantes da divis3o celular, como por exemplo AIA.
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Neste estudo, em termos anatomicos, a primeira alteragdo visivel ocorreu 24 horas
apos o inicio do tratamento de indugdo e nos dias 2 e 3 estas alteragdes eram ja bem
patentes ao longo de todo o corte do caule. No entanto, o tempo requerido para a
iniciagdo de um processo de enraizamento adventicio varia de acordo com a espécie e
mesmo entre clones ¢ a determinagio de actividades meristematicas precoces nio estd
ainda muito esclarecida. Actividade meristematica em resposta a tratamentos de indugio
foi observada apos 8 dias em Camellia japonica L. (Samartin et al., 1986), 5 dias no porta
enxerto EMLA 9 (Zhou et al., 1992), 4 dias em Rosa x hybrida (Bressan et al., 1982), 2
dias em Prunus avium L. x Prunus pseudocerasus Lindl “Colt’ (Ranjit et al, 1988),"
Castanea sativa Miller (Vieitez & Vieitez, 1983) ¢ no porta enxerto M26 (Zhou er al.,
1992) ¢ apenas 1 dia em Malus domestica Borkh. ‘Gala’ (Harbage e al., 1993).

4.3. Actividade peroxiddsica e concentragio de AIA, AlAsp e AIB

O comportamento da actividade especifica das peroxidases soliveis, presentes nos
extractos de rebentos de castanheiro submetidos a dois sistemas de indugio de nzogénese,
mostrou-se sem grandes diferencas entre si, sendo talvez a mais significativa um certo
desfasamento no incremento da actividade peroxidasica entre o dia 2 e 4 de indugio -
(Fig. 3.9). O padrio de variago, apresentado pelos dois métodos até ao dia 3-4 de -
indugdo, mostrou ser semelhante ao referido por outros autores noutras espécies,
nomeadamente por Gaspar ef al. (1992, 1994) em videira. De acordo com estes autores, a
actividade peroxidasica registou também um minimo de actividade apé.'s 12 horas de
indugéo, ao qual se seguiu um progressivo aumento que culmina no dia 3-4. Este aumento
na actividade peroxidasica pode ser explicada pela presenga de auxina no meio, uma vez
que ¢ sabido que em tecidos verdes a adicdo de AIA incrementa a actividade peroxidasica,
embora este incremento nfo pare¢a ser uma verdadeira indugdo enzimatica da AIA-
-oxidase, mas mais uma consequéncia do incremento generalizado de novas sinteses
(Moore, 1989). Este pico de actividade peroxidasica ¢ seguido de uma queda mais ou
menos acentuada nos dias seguintes. Este decréscimo ndo se registou nos nossos

resultados. Contudo, também muitos sdo os autores que referem a nio existéncia deste

&3



L. C. Gongalves

pico de actividade peroxidasica (Gebhart, 1985, Pythoud & Bouchala, 1989,
De Klerk ef al., 1990). Em Quercus robur, uma espécie da mesma familiz do castanheiro,
San-Jos€ et al. (1992) registaram um incremento constante na actividade peroxidasica
durante todo os processo de rizogénese, isto €, também ndio registaram um pico de
actividade peroxidasica ao longo do tempo de registo. A explicagiio para estes resultados
pode residir no facto de a maioria destes autores utilizarem extractos purificados, ou
mesmo devido ao facto de ndo expressarem os resultados por unidade de proteina (Gaspar
et al.,, 1994). A purificacio dos extractos traz como consequéncia a remogio de muitas
substancias de natureza fenolica que, como € sabido, sio responsaveis por modelarem o
tipo de actividade das peroxidases (Druart ez al., 1982; Mato et a/., 1988; Berthon et al
1990, Caboni er al., 1994). No nosso caso, 0s extractos nio foram purificados, no entanto
a extrac¢do das peroxidases foi feita na presenca de polivinilpolipirrolidina (PVPP), uma
substéncia conhecida pela sua capacidade de inactivar substancias de natureza fendlica e,
como tal, poder ter influenciado os resultados de forma algo semelhante aos extractos
purificados. Qutra explicagdo possivel podera estar na ja referida assincronia observada
nas diferentes fases de enraizamento entre os rebentos. Hicks (1987) ao estudar o
enraizamento do porta enxertos de Malus KSC-3, refere que a falta de sincronismo pode
levar a dificuldades no estabelecimento de modelos fisiologicos que marquem com
precisdio as primeiras fases do enraizamento.

A expressdo da actividade peroxidasica por peso fresco (Fig. 3.11) revelou um
padrdo de comportamento semelhante ac acabado de descrever, tendo-se registado
tambeém um minimo de actividade a5 12 h de tratamento, seguido de um progressivo
incremento.

Trabalhos pioneiros na area da correlagiio entre auxinas e enraizamento sugeriram
que o numero de raizes capazes de se iniciarem numa estaca poderia ser consequéncia da
quantidade de substdncias de natureza auxinica presentes na regido rizogénica (Hemberg,
1954; Bastin, 1966). Desde entdo, apesar do desenvolvimento e utilizacgio de técnicas
sofisticadas para a quantificagio enddgena de reguladores de crescimento, poucas sdc
ainda as certezas entre os niveis endogenos que sdo quantificados e aqueles que deverdo

possibilitar a formagdo de um sistema rizogénico adventicio.
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E muito pouca a informagio existente acerca das concentragdes endogenas de
auxinas em tecidos de castanheiro cultivado in virro. Recentemente, o AIA foi identificado
como constituinte enddgeno de rebentos de castanheiro por GC-MS (A. Ballester,
cormunicagio pessoal) e quantificado em rebentos cultivados in vifro no final da fase de
multiplicagio (Vidal et al., 1994). Também a avaliagio da variag&o dos niveis endogenos
em tecidos de rebentos de castanheiro durante o processo de rizogénese ndo tem, até a
data, sido referenciada.

Os niveis mais elevados de AIA, quer na forma livre quer na forma conjugada de
AlAsp, foram determinados na metade basal dos rebentos (Fig. 3.14 € 3.15), o que sugere
desde logo a possibilidade de conversdo de algum do AIB absorvido em AIA durante o
periodo de cultura. A apoiar esta possibilidade de conversdo esta o facto de nos rebentos
controlo (sem qualquer contacto com AIB) os niveis de AIA se manterem ao longo do
tempo sem alteragdes significativas. Assim, podemos referir, que a maior parte do AlA
presente nos rebentos de castanheiro cultivados em meio de cultura com AIB, podera ser
resultado da transformagdo de AIB absorvido. A conversdo de AIB aplicado no meio de
cultura em AIA foi ja demonstrada em oliveira (Olea europaea) e videira (Vitis vinifera)
por Epstein & Lavee (1987) e em macieira (Malus cv “Jork™) por Van der Krieken ef al.
(1992). Os valores determinados para o AIA no dia 0 (1,827 + 0,627 nmol g ps na -
metade basal e 1,529 + 0,419 nmol g ps na metade apical), so idénticos ao referidos por
Vidal ef al. (1994) que quantificou o rebento por inteiro, incluindo caule e folhas. Em
relagio ao AIAsp o valor quantificado pestes ensaios (4,167 + 2237 nmol g” ps na
metade basal e 6,547 + 1,648 nmol g’ ps na metade apical) ¢ sensivelmente superior ao
referido por aqueles autores que, inclusivamente, nio detectaram a sua prresenqa em dois
dos trés clones utilizados.

Através da avaliagio das alteragdes anatomicas que se processam durante o
periodo de rizogénese a que anteriormente fizemos referéncia, mostramos que a formagio
dos meristemoides, que irdo originar os futuros primordios radiculares, ocorre entre os
dias 3 e 4 de cultura. Assim, ndo sera de estranhar que alteracdes hormonais relacionadas
com este processo se registem antes e durante este periodo. Os acréscimos significativos
registados nas concentragdes de AIA e AIB durante os dois primeiros dias de cultivo

poderdo ser fortes indicadores das transformagdes bioquimicas ocorridas ao nivel celular,
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por forma a que algumas das células derivadas do cimbio possam adquinr competéncia
rizogénica. A diminuigio da concentragdo de AIA, que se regista depois do pico referido
no dia 2, reflecte a necessidade de menores niveis de auxinas nas células, permitindo o
continuar do processo rizogénico, uma vez que, como sabemos, a presenga continuada de
AIB no meio de cultura se torna inibidora do desenrolar do processo. Também Heloir
ef al. (1996) referem a existéncia deste pico transitorio do AIA em rebentos de nogueira
apds tratamento indutor com AIB.

A descida dos niveis de AIA podera processar-se através da sua transformagdo em
AlAsp bem como resultado da actividade da AlA-oxidase (Gaspar ef al,, 1994), ao passo
que a descida dos niveis de AIB poderdo ser consequéncia do relativo curto espago de
tempo em que os rebentos estdo em contacto com ele, 1 minuto para o método por
imersdo e 5 dias no método AIB3. Um periodo de exposi¢io mais longo podera justificar o
facto de no método AIB3 os niveis de AIB se terem mantido relativamente estaveis entre
os dias 2 e 4 e terem registado um acentuado decréscimo entre os dias 4 e 6, isto &,
quando os rebentos deixam, a partir do dia 5, de estar em contacto com aquela substincia,
ja que sHo transferidos para meio livre de auxina. Também o facto das concentragdes de
AlAsp continuarem a aumentar até ao dia 6 no caso do método AIB3, contrariamente a0
que sucede com o método por imersdo, onde, apds um subida de niveis até ao dia 2 se
registam apenas ligeiras flutuacdes, poderfo confirmar a transformagdo da forma livre do
AIA na sua forma conjugada (Fig. 3.15A).

O AIB ¢, sem duvida, o mais efectivo promotor da formagdo de raizes em
castanheiro (Vieitez ef al., 1983, 1986). As concentragdes desta auxina atingidas pelos
dois métodos de indugio sdo idénticos, com a diferenca de que para o método por imerséo
0 maximo foi registado 24 h apos a sua aplicagiio e no caso do método AIB3. este pico
aparece as 48 h. A explicagio para este facto poderd estar na elevada concentragio
utilizada no método por imersdo (1 glI'") e no reduzido tempo em que a substincia esteve
em contacto com o rebento (1 min), pelo que € provavel que os mecanismos de absorgio
sejam mais activos nestas condigbes comparativamente com os mecanismos de absarg¢io
dos rebentos que estdo no meio agarizado, com uma concentragdo de AIB disponivel 333
vezes menor, mas que, por outro lado, estd em contacto com os rebentos durante muito

mais tempo (5 dias).
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As quantificagdes agora apresentadas mostram que a presenga de AIB no meio de
cultura leva 4 obtengdo de niveis elevados de AIA nos rebentos, em especial, na sua parte
basal, onde se formam as raizes. E também conhecida a capacidade do AlA em promover
nzogénese (James, 1983). Neste caso, pensamos que o efeito promotor do AIB na
formagdo de novo de raizes em rebentos de castanheiro cultivados in vitre podera ser
explicada através da sua influéncia nos niveis endogenos do AIA. Label et al, (1989), ao
quantificarem as concentragdes enddgenas de AIA no decorrer do perodo de
enraizamento de cerejeira (Prunus avium L)), registaram valores crescentes destas
concentragdes ao longo de todos os 8 dias de cultura, ndo tendo registado nenhum pico. A
explicagdo para a diferenga entre estes e os nossos resultados podera estar no facto de os
rebentos se manterem em permanéncia num meio de cultura com AIB, niio se verificando
decréscimo nas suas concentragdes. Estes autores admitem também que o AIB exdgeno.
possa ser transformado em AIA, pelo menos na parte basal dos rebentos.

Outro possivel contributo para explicar a significativa descida dos niveis de AIB a
partir do dia 1 no método por imersio ¢ do dia 4 no método AIB3, consiste em admitir
uma rapida capacidade de metabolizar esta auxina por parte das células e tecidos de
castanheiro. Esta metabolizagio podera passar pela sua transformagiio ou conjugacio com
diferentes compostos, tais como o acido aspartico (Nordstrom ef al., 1991). A capacidade
de metabolizagdo e transformacdo do AIB foi confirmada por Wiesman ef al. (1989) em
estacas de Vigna radiata onde, 24 h apés a aplicacio de AIB, menos de 20% permanecia
na forma livre, ¢ os seus niveis decresceram continuamente ao longo do periodo de
enraizamento.

A variag3o das concentragdes de AIA e AIB que registamos entre és dois métodos
de indugdo, com algumas diferengas particulares e que foram anteriormente discutidas,
poderdo ser uma explicagdo para o facto de nos ensaios de enraizamento, bem como nas
observagbes histologicas (anteriormente discutidos), o factor método de indugio nio ter
provocado diferengas significativas quer ao nivel das percentagens de enraizamento quer

nas alteragdes anatomicas que se registaram durante a rizogénese.
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Face a discussdo que acabou de ser feita, podemos afirmar que os factores que
condicionam a expressdo e desenvolvimento dum sistema radicular em rebentos de
castanheiro regenerados in vitro tém significativas consequéncias em termos de qualidade
¢ desempenho fisiolégico das microplantas durante a aclimatizacio. As taxas de
sobrevivéncia sdo indicadoras das diferencas funcionais que se registaram nos sistemas
radiculares formados nas microplantas de castanheiro, de 100% para as plantas com raizes
ex vitro ¢ de apenas 50% para as plantas com raizes in vitro. Este facto, para além do
impacto directo que tem em termos de rentabilidade de todo o processo, tem por tras de si
toda uma série de vantagens que vo desde a diminui¢do de custos relacionados com mdo
de obra necessaria para a manipulagio das plantas, até a possibilidade de alterar o rigoroso
controlo das condigdes fisicas de aclimatizagio que geralmente sio exigidas. As causas
proximas para explicar esta maior funcionalidade do sistema radicular ex vitro,
comparativamente com o sistema radicular in vitro, e que foram demonstradas nestes
ensaios, vdo desde aspectos morfologicos do sistema radicular, até aspectos anatomicos.
Estas caracteristicas morfoldgicas e anatdmicas dio as raizes desenvolvidas ex vifro uma
mais eficaz capacidade de absorgio e translocagio de solutos para o caule, com
consequéncias directas em toda 2 actividade metabélica da planta, permitindo-lhe assim,
reagir mais favoravelmente a uma situagdio de stress, sempre presente na fase de
aclimatizagdo.

O desencadear do processo de divisdo celular pelo tratamento de indugio ocorreu
nas células indiferenciadas produzidas pelo cAmbio vascular ¢ ainda muito proximas deste.
Esta alteragdo anatomica foi registada 24 h apos o inicio do tratamento indutor, apesar
deste estado de retorno meristemitico se tornasse de todo evidente is 48 boras. O
comportamento da actividade peroxidisica durante este periodo ndo foi df.: modo a
permitir uma relagdo directa com esta resposta anatémica. J4 o comportamento das
concentragdes endogenas de AIA, AlAsp e AIB permitiu uma directa correlagio destas
substéncias no processo. As significativas diferencas entre as concentracdes da parie basal
¢ parte apical dos rebentos com os respectivos controlos, ¢ mais do que garantia para se
poder afirmar que o processo de rizogénese esta directamente relacionado com alteragdes
ao nivel destas substincias. O aumento da concentragido enddgena de AIA é um forte

indicador das transformagdes bioquimicas que se deverio dar ao nivel celular, por forma a
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que algumas das células derivadas do cidmbio possam adquirir competéncia meristematica
orientada para a formagdo de futuros meristemoides radiculares. Este dado esta de acordo
com a observagdo anatémica que se tem ao dia 2, em que a visualizacio de células que
readquiriram capacidade meristematica é j4 uma evidéncia segura. A significativa descida
dos niveis de AIA apos o dia 2, reflecte a necessidade de menores niveis de AIA nas
celulas por forma a que a sua concentragio nio se torne inibidora da continuidade deste
Processo.

A Tabela 3.2 pretende reflectir os resultados mais significativos dos processos de
rizogénese estudados e seus efeitos ao nivel das percentagens de enraizamento e de

sobrevivéncia na aclimatizagio.

Tabela 3.2. Caracteristicas dos sistemas radiculares formados pelos dois métodos de indugdo e
expressdo. e seus efeitos na sobrevivéncia durante a aclimatizagio.

Indugio Expressio Morfologia Anatomia Enraizamento  Sebrevivéncia
() (%)
AIB3 In vitro + espessas coitex desorganizado 93 a 97 50
- ramificaco 2*  + espacos intercelulares
+ callus < razdio cilindro vascular
{ didmetro total

tecidos vasculares 1*

Imers3o™*Ex vitro + finas cortex organizado 77 a87 100
+ ramificac3o 2* - espacos intercelulares
- callus > razio cilindro vascular
{ didmetro total
tecidos vasculares 2°
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Capitulo IV

ACLIMATIZACAO DE PLANTAS
DE CASTANHEIRO
REGENERADAS IN VITRO




IV. Aclimatizacdo de plantas de castanheiroe regeneradas in vitro

1. INFRODUCAO

O processo de multiplicagio im vitro desenvolve-se num micro-ambiente
caracterizado por elevada humidade relativa, baixa intensidade de fluxo fotonico, trocas
gasosas limitadas e com disponibilidade de aglicar e nutrientes que garantem um
crescimento heterotrofico. Como consequéncia destes factores, o material vegetal que ai se
desenvolve apresenta, comparativamente as plantas obtidas por semente, alteracdes ao
nivel morfologico, anatémico e fisiologico que condicionam fortemente a sua capacidade
de adaptacdo as futuras condigdes naturais de crescimento.

Para que o processo de adaptagio as condigdes naturais permita obter uma elevada
taxa de sobrevivéncia das microplantas regeneradas in vifro, torna-se necessaric um
periodo de transi¢do, conhecido por aclimatizagdo, durante o qual se devem desenvolver
adaptagOes anatomicas e fisiologicas as condigdes de cultura em autotrofia, sendo este
processo muito dependente das espécies (Grout, 1988).

Este processo de aclimatizacio € tanto mais complexo quanto, na maioria dos
casos, as microplantas passam de um sistema totalmente heterotrofico para um sistema
autotrofico, isto €, o crescimento e desenvolvimento deixa de utilizar o aglcar
metabolizavel disponivel no meio, passando a sintetiza-lo através do processo de redugio
de COy, caracteristico de autototrofia.

O prncipal factor que condiciona a sobrevivéncia das microplantas é o défice
hidrico a que ficam sujeitas logo apds a sua remoc¢do das condigdes in vitro, em
consequéncia da excessiva transpiragdo estomatica e cuticular em comparagdo com a
capacidade de absorgdio hidrica do sistema radicular (Preece & Sutter, 1991). A pratica
mais comum para evitar esta deficiéncia fisiologica consiste em colocar as plantas numa
atmosfera com elevada humidade relativa (HR), seguida de uma progressiva e gradual
reducdo até se equilibrar com a HR ambiente. Este procedimento permite as novas folhas,
que entretanto se vdo formando e desenvolvendo, passem a apresentar estruturas
anatomicas e mecanismos fisiologicos mais proximos dos normais, em simultineo com o
acréscimo de area e funcionalidade do sistema radicular.

A funcionalidade do sistema radicular adventicio €, assim, uma condigio essencial

para a sobrevivéncia da planta durante a fase de aclimatizagio, como também para o
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crescimento e desenvolvimento da planta no seu local definitivo (Mohammed & Vidaver,
1991, Van Telgen ef al, 1992, Diaz-Pérez et al, 1995). Se, como se referiu
antenormente, o balango hidrico da planta depende em muito da funcionalidade
estomatica, ndo € menos verdade que esse balango pode ser condicionado pela capacidade
de absorgio do sistema radicular. Esta capacidade de absorgdo é controlada pela area de
exposigdo radicular, pelas propriedades hidraulicas que se estabelecem entre raiz e
substrato, pelo potencial de agua do solo, bem como por outros factores, tais como,
salinidade, baixas temperaturas e fraco arejamento do substrato (Kramer, 1983). As raizes
formadas em condigdes in virro tém sido consideradas, para algumas espécies, como
funcionalmente deficientes, quer pela sua hipertrofia quer pela auséncia de pélos
radiculares (Debergh & Maene, 1981; Ziv, 1986, McClelland ef al., 1990), bem como por
apresentarem deficientes conexdes vasculares com o caule, o que resulta numa restricdo na
capacidade de translocago de agua entre a raiz € o caule (Grout & Aston, 1977a).
Também a elevada mortalidade destas raizes durante as primeiras horas ou dias de
aclimatizagio foi referida como sendo uma desvantagem destes sistemas radiculares
{Debergh & Read, 1991). A somar a tudo isto estd o facto de a formagdo de raizes in viiro
requerer mais um passo adicional no processo de regeneragio da microplanta, o que
resulta num acréscimo de custos (Debergh & Read, 1991). Em oposi¢do a estes sistemas
radiculares in vitro estdo os sistemas radiculares adventicios cujos processos de expressio
e desenvolvimento ocorrem em condigdes ex vitro, isto €, em condi¢des de autotrofia.
Estes sistemas, para além da vantagem de possibilitarem a formagido de raizes em contacto
directo com um substrato natural, permitem também a microplanta sairem das condigdes
heterotroficas para as condigdes autotrdficas, com as evidentes vantagens que esse facto
devera trazer a planta quando for colocada em condigdes de aclimatizagio. ‘.

A situacdo de stress hidrico a que as microplantas ficam sujeitas como resultado da
excessiva transpiragio estomatica e cuticular relativamente 3 quantidade de dgua absorvida
pelas raizes € resultado, para além do deficiente controlo estomitico {Brainerd &
Fuchigami, 1982; Donelly er al., 1985; Sutter et al., 1988, Blanke & Belcher, 1989;
Dhettrich ef al., 1992; Santamaria et al., 1993), da reduzida espessura e estrutura anomala
da cuticula (Grout, 1975; Grout & Aston, 1977a, Sutter & Langhans, 1979, 1982; Sutter,
1984, 1985, Capellades ef al., 1990; Diettrich ef al., 1992; Wardle e al., 1983), de uma
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anatomia foliar anormal (Donnelly & Vidaver, 1984a; Donnelly et al., 1985; Lee ef af,
1988), de alteragdes na morfologia e frequéncia estomatica (Brainerd er al, 1981;
Wetzstein & Sommer, 1983; Conner & Conner, 1984; Donnelly & Vidaver, 1984a;
Dhawan & Bhojwani, 1987; Capellades ef al., 1990), resultando ainda do reduzido nimero
de tricomas que as folhas recém formadas geralmente apresentam (Donnelly, 1986; Ritchie
etal, 1991).

Do ponto de wvista da morfologia dos estomas ¢ frequente observarem-se estomas
com maior desenvolvimento das células guarda, apresentando uma disposicio
sobreelevada, com uma forma arredondada, conferindo-lhe uma maior abertura do ostiolo
(Wetzstein & Sommer, 1983; Conner & Conner, 1984; Donnelly & Vidaver, 1984a; Marin
& Gella, 1988; Capellades et al., 1990). A sua frequéncia, avaliada pelo nimero-de
estomas por unidade de irea foliar, € também alterada, sendo em geral muito mais elevada
comparativamente a folhas desenvolvidas em condi¢des naturais, mas o mesmo ja nio
acontece quando se quantifica a frequéncia estomatica através do indice estomatico’' em
que normalmente ndo se regista alteragdo de valor pelo facto de as folhas desenvolvidas
em condigdes in vitro aumentarem também o seu numero de células epidérmicas (Brainerd
et al., 1981, Conner & Conner, 1984; Dhawan & Bhojwani, 1987; Capellades, 1990). Em
relagdo 4 fisiologia estomatica, as condigdes in vitro levam i sua deficiente regulacgdo, pelo
que as microplantas apresentam normalmente estomas completamente abertos e com
dificuldade de adaptagdo a novas condigdes de humidade (Fuchigami ef a/., 1981; Marin ef
al., 1988; Sutter, 1988; Shackel ef a/., 1990).

Em relagdo A cuticula, para além das alteragdes quantitativas no conteddo em
ceras, também as alteragbes qualitativas se reflectem na sua menor capacid;.tde de controlo
da transpiragio, sendo referido, nomeadamente, 2 menor proporgio de componentes
hidrofobicos, hidrocarbonetos de cadeia longa, e maior proporgio de componentes pouco
hidrofobicos, ésteres € componentes polares (Sutter, 1985; Capellades, 1989). No entanto,
alguns autores referem que a dificuldade de controlo na perda de agua nas plantas

micropropagadas nio sera tanto consequéncia do fraco desenvolvimento cuticular, mas

! indice estomdtico ={nmimero de estomas / (niimero de estomas + namero de células epidérmicas))
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sim do funcionamento estomatico (Fuchigami ef a/, 1981; Conner & Conner, 1984;
Shackel ez al., 1990, Santamaria ef al., 1993; Santamaria & Kerstiens, 1994).

Ao nivel anatomico, as folhas formadas in vifro tém geralmente meséfilo pouco
diferenciado, com uma s6 camada de células de parénquima em palicada que se
apresentam alteradas quer no tamanho quer na forma, para além de se observarem maiores
espacos intercelulares no mesofilo (Grout & Aston, 1978; Brainerd et al., 1981; Wetzstein
& Sommer, 1982; Donnelly & Vidaver, 1984a; Lee ez af,, 1988). A diferenciagio celular
dos tecidos vasculares ¢, em geral, limitada (Donnelly et al., 1985; Smith ez al, 1986). A
area da seccdo das nervuras assim como a area vascular dos peciolos apresenta-se
reduzida, podendo observar-se conexdes vasculares mal estruturadas (Smith ez al , 1986).
Ao nivel ultraestrutural, Wetzstein & Sommer (1982) referem que em Ligquidambar
styraciflua as células foliares apresentavam pouco contetido celular e cloroplastos pouco
desenvolvidos, comparativamente com folhas de plantas crescendo no campo.

Durante a aclimatizagdo as folhas desenvolvidas in vitro acabam, normalmente, por
senescer ¢ apenas as folhas formadas durante o processo conseguem resistir s condigdes
de stress, adquirindo progressivamente caracteristicas proximas das folhas que se
desenvolvem em condigdes de estufa ou de campo (Grout & Aston, 1978, Brainerd &
Fuchigami, 1981; Wetzstein & Sommer, 1982; Donnelly er al., 1985).

A intensidade da luz durante a aclimatizacio ¢ outro factor que pode condicionar o
éxito da fase de aclimatizagio. Sabe-s¢ que a intensidade luminosa tem efeitos
significativos na diferenciacio foliar ¢ pode influenciar certas caracteristicas, tais como a
espessura da folha, a diferenciagio do mesofilo, o desenvolvimento vascular, a divisio
celular e a diferenciagdo estomatica (Lichtenthaler, 1981). Como consequéncia destes
efeitos, e por um efeito directo, também a actividade fotossintética € condicionada pela luz
{(Donnelly & Vidaver, 1984; Lee et al., 1985; Matysiak & Nowak, 1994). Acréscimos na
intensidade de luz durante a aclimatizacdo 1ém sido referenciados como vantajosos para o
acelerar do processo de adaptagio (Lee ef al., 1985, Kozai et al.,, 1990; Reuther, 1991;
Dubé & Vidaver, 1992) desde que ndo se verifiquem condigdes de fotoinibigio (Dubé &
Vidaver, 1992).

Em consequéncia da transigio de um sistema heterotrdfico para um sistema

autotréfico, as microplantas sio forcadas a uma significativa mudanga de caracteristicas
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funcionais. Nestas condigdes o processo fotossintético assume-se como determinante para
a capacidade de sobrevivéncia das microplantas. Em couve-flor, Grout & Aston (1977b)
referem um consumo insignificante de CO, por parte das plantas em condigdes in vitro.
Mesmo apos duas semanas das plantas terem sido transferidas para condigdes ex viro,
persistia um balango negativo no consumo de CO;. As plantas apresentavam também
baixos teores de clorofilas comparativamente com plantas seminais com quatro semanas
(Grout & Aston, 1977b). Resultados semelhantes sdo referidos por Grout & Millam
(1985) em morangueiro. Nesta espécie, apés o transplante, a maioria das folhas
persistentes senescia rapidamente. As que permaneciam n3o apresentavam acréscimos na
fixacdo de CO,, o que indicava uma incapacidade no desenvolvimento de competéncia
fotossintética. Lee er al. (1985) referem elevadas taxas fotossintéticas em plantas
regeneradas in vitro de Liquidambar styraciflua, comparativamente a taxas de plantas
seminais crescendo ex vitro, e em condi¢des similares de temperatura e luz. As razdes
apontadas para estes resultados estdo, provavelmente, relacionadas com o facto de.as
plantas seminais, ao crescerem sob baixas irradidncias, nfo terem condigdes para expressar
toda a sua competéncia fotossintética. Também Rebordio (1994) refere que as folhas de
plantas de videira cultivadas in vitro tém competéncia fotossintética, revelando acréscimos
de taxa fotossintética a CO, saturante em resposta a0 aumento de irradidncia. Ainda
segundo este autor, durante a fase de aclimatizagio, as folhas persistentes tém,
provavelmente, um balan¢o de carbono positivo, enquanto as folhas formadas de nove
apresentam, a CO; e luz saturantes, taxas fotossintéticas superiores, verificando-se um
aumento da densidade de fluxo fotonico a que ocorre saturagio para a luz, o que indica
uma methona de competéncia fotossintética. No entanto, as diferengas de E:ompoﬂamento
fotossintético, expressas por varias espécies regeneradas em condigBes in vifro, podem ser
atribuidas a diferengas de natureza genética, bem como as metodologias utilizadas para
medigao das taxas de fotossintese (Preece & Sutter, 1991).

As baixas taxas de fotossintese das plantas in vitro tém sido atribuidas a baixa
actividade da enzima ribulose bi-fosfato carboxilase oxigenase (Rubisco) (Grout & Price,
1987, Grout, 1988), as baixas intensidades luminosas e ao desajustamento de trocas
gasosas no interior dos contentores de multiplicagdo (Desjardins ef al., 1987, Fujiwara ef

al., 1987, Fujiwara & Kozai, 1995). A baixa actividade da Rubisco estaria relacionada com
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a presenca da sacarose durante a fase de desenvolvimento foliar ja que quando as folhas se
formam em ambientes in vifro mas na auséncia de sacarose, a actividade da enzima é
significativamente maior (Lees ef al,, 1991). Qutro factor que condiciona a actividade
desta enzima sdo as concentragbes de CO, que se registam durante um ciclo diario de
cultura in vifro com 16 h de luz e 8 h de noite. Em Ficus hrata, Fujiwara et al. (1987)
verificaram que a concentragio de CO, decrescia rapidamente, de valores de 3.000 a
9.000 pmol mol” (equivalente a ppm volumétrico) no final do periodo de escuro para
valores inferiores a 90 pmol mol” duas horas apds o inicio do periodo de dia. Este valor
permanecia inalterdvel at¢ ao inicio de novo periodo de escuro; cabe aqui refenr que
90 umol mol™” é um valor aproximado do ponto de compensagdo para o CQ, de plantas
Cs. Em wvideira, 0 aumento na concentragio de CO, de 350 para 1200 ppm, durante a
aclimatizagdo, mantendo um nivel de irradidncia relativamente baixo (10-100 pmol m™ s,
resultou num acréscimo da percentagem de sobrevivéncia e também no aumento em alguns
pardmetros de crescimento (Lakso ef al,, 1986). Resultados semelhantes foram obtidos

por Desjardins ef a/. (1987) durante a aclimatiza¢do de morangueiro.

O objectivo deste trabalho foi o estudo comparativo de dois sistemas de expressdo
e desenvolvimento radicular, in vitro e ex vitro, e sua influéncia no desenvolvimento das
microplantas durante a aclimatizagio, bem como o estudo da infludncia de duas
intensidades luminosas a que as microplantas foram sujeitas durante a aclimatiza¢dio. A
avaliacdo destes factores foi feita através do estudo de indices de crescimento, de
pardmetros de histologia e anatomia foliar, de parimetros fisiologicos que foram a
variagdo de perda de agua e parmetros fotossintéticos. Quantificaram-se ainda os niveis
de hidratos de carbono soliveis e amido e proteina solivel total como parimetros

bioquimicos.

100



IV. Aclimatizagdo de plantas de castanheiro regeneradas in vitro

2. MATERIAL E CONDICOES EXPERIMENTAIS

Todos os aspectos relacionados com o material vegetal, condi¢des de cultura e
delineamento dos ensaios da fase de aclimatiza¢3o das plantas de castanheiro regeneradas
in viiro, estdo descritas no ponto 4 do capitulo II. Para uma mais facil e rapida
visualizagdo apresenta-se na Figura 4.1 um esquema ilustrativo dos ensaios realizados e

respectivos momentos de avalia¢do.

4 semanas 4 semanas 4 semanas

| ] i ]

i 1 | l
alongamento enraizamento aclimatizacio
in vitro 150 wmol m? 5™
ex vitro 250 umol m™ ¢!

dia zero dia zero final
enraizamento aclimatizagdo aclimatizacio

Figura 4.1. Esquema dos ensaios de enraizamento ¢ aclimatizagdo e respectivos momentos de
avaliagdo.

2.1. Pardmetros de crescimento

Os parimetros de crescimento foram determinados por planta. Para cada um dos
tratamentos de enraizamento, in vifro e ex vitro, as plantas foram avaliadas apos 4
semanas, sendo este momento considerado como dia zero de acﬁmatizz;;ﬁo; a segunda
avaliagio teve lugar 4 semanas apos o dia zero, isto €, no final da fase de aclimatizagio a
que foram sujeitas as plantas provenientes do enraizamento in vitro e ex vitro e submetidas
a dois niveis de irradidncia, 150 e 250 + 10 pmol m” s” (Fig. 4.1). Os parimetros
registados foram: comprimento do caule, area da folha, peso seco da folha, peso seco do
caule e peso seco da raiz. Nas plantas aclimatizadas a area foliar e o peso seco das fothas
foram determinados separadamente em folhas persistentes (/P), folha um (f7), folha dois
(f2), folha trés (f3) e restantes.
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A area foliar foi obtida por amostragem destrutiva, medida com um planimetro
electrénico portatil (LI-3000A, LI-COR, Inc., Lincoln, Nebrasca, USA). A quantidade de
biomassa acumulada durante o enraizamento e a aclimatizacdo foi obtida por amostragem
destrutiva das plantas ¢ posterior determinagio do peso seco das diferentes partes da
planta. A secagem do material vegetal foi feito em estufa com ventilagiio for¢ada de ar a
80 °C, durante um minimo de 48 horas, até 4 obtengdo de peso corstante. Apos ©
arrefecimento do material vegetal, num excicador com silica gel, a pesagem foi feita em
balanga analitica digital com quatro casas decimais (AE260, Metler Instruments AG,

Switzerland).
Os pardmetros e indices de crescimento’ calculados foram:

+ crescimento relativo em altura (RG), dado pela expressio: (ar-a)/ a;
[ar = altura final; a, = altura inicial]
4+ peso seco total (mg)
4 peso seco foliar {mg)
4+ peso seco radicular (mg)
+ razdo parte aérea / parte radicular
4 razdo de peso foliar (LWR) dada por:
LWR = peso seco foliar / peso seco total
4 drea foliar (cm?)
4 area foliar especifica (SI.A) dada por:

SLA (cm” g™') = 4rea foliar / peso seco foliar

' Os pardmetros, indices e laxas de crescimento sdo frequentemente referidos pelas respectivas inicigis,
ou apenas por uma letra maidscula para a quantidade derivada. Em ambos os casos optdmos pela
designacdo por extenso em portugués, mas no que respeita ds inicials optou-se pelus iniciais anglo-
-saxonicas face d vulgarizagdo na prdtica destas designagies.

102



IV. Aclimatizacdo de plantas de castanheiro regeneradas in vitro

+ taxa de crescimento relativo (RGR) dada pela expressio:

PSy— P3y

1
RGR (g g'dia')= — ;

P53,
[ ;so = peso seco médio das plantas no dia 0; Esf= peso seco medio das plantas apos
o tratamento; ¢ = nimero de dias do tratamento]
4 razdo de area foliar (LAR) dada por:

LAR (m? g') = SLA x LWR

+ taxa liquida de assimilagio (NAR) dada por:

NAR (g m* dia™) =
Fo

[ /—\ﬁ = area foliar média das plantas no dia 0; ps; = peso seco médio das plantas
apos o tratamento; f = nimero de dias do tratamento}

Cada determinagdo foi feita a partir plantas distintas e casualisadas tendo sido
utilizadas 30 amostras (7=30) e as experiéncias foram repetidas duas vezes para cada

tratamento.

2.2. Histologia e anatomia foliar

Os estudos para a caracterizagdo histolégica e anatomica das folhas durante o
processo de aclimatizagdo foram feitos nas folthas do dia zero de aclimatizagio (fD0) para
os dois tratamentos de enraizamento, in vitro € ex vitro, e nas folhas persistentes (fP),
folha dois (f2) e folha trés (f3) apos os dois tratamentos de aclimatizacio (Fig. 4.1).

Para os estudos de anatomia e histologia foliar, feitos a partir de cortes

transversais, a preparagdo do material vegetal foi feita de acordo com as seguintes fases:
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i) Obtengdo do material vegetal. Fragmentos de + 3 x 5 mm foram cortados do
limbo das folhas, com e sem nervura central.

it} Fixagdo. Logo apds o corte, o material vegetal foi fixado em FAA (formaldeido a
35%:acido acético glacial:etanol absoluto:agua, 2:1:10:7, viv:v:v) durante pelo
menos 24 horas.

iii) Desidratago. Apos a fixaglio, o material vegetal foi lavado por duas vezes com
etanol a 50% durante duas horas, apds o que as amostras foram desidratadas
numa série crescente de etanol (60, 70, 80, 90 e 99%), permanecendo 1 hora no
minimo em cada uma das solugdes e 24 horas na concentragio de 99%.

1v) Infiltragdo. Feita com hidroxietilmetacrilato (LKB Historesin®, Leica Comercial,
Kit 70-2218-500) no vacuo, o material esteve previamente na solugdo de
infiltragdo diluida a 50% durante 2 horas, passando depois para a solugio de
infiltragdo pura durante 3 horas.

v) Inclusdo. Foi feita em hidroxietiimetacrilato (LKB Historesin®, Teica Comercial,
Kit  70-2218-500) ao qual se adicionou um agente polimerizante
(dimetilsufoxido). A polimerizaggo foi feita em pequenos alvéolos dos moldes de
teflon durante 2 horas & temperatura ambiente; durante o periodo inicial de
polimerizagdo foi necessario proceder a orientagio do material vegetal.

vi} Montagem. Foi feita com os respectivos suportes plasticos dos moldes de teflon
utilizado.

vii) Cortes. Os cortes do material foram feitos num micrémetro rotativo (American
Optical Company, modelo 820), c;)m espessuras de 5a 7 pum.

viti) Coloragdo. Apos a montagem dos cortes sobre lAmina de vidro e secagem, a
coloragio foi feita com uma solugdo aquosa de azul de toluidina a 0,05% (p/v)
durante cerca de 5 min ou por safranina fast-green (Jensen, 1962). Apos lavagem

em agua corrente e secagem, foi colocada a lamela e fixa com Entellan®.

As observagdes foram feitas num microscopio Leitz, Labortux K, com sistema de
fotografia Wild MPS 45, as medi¢des foram feitas em microscopio Leitz Wetzlar,
associado a uma cdmara B&D Electronic, com imagem em écran ¢ acoplada a uma mesa

de medigio computadorizada Leitz, ASM 68K.
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Para cada folha foram quantificados os seguintes pardmetros:

+ didmetro da nervura central (medido perpendicularmente ao mesoéfilo);
4 espessura total da folha;

4 espessura da epiderme da pagina superior e inferior;

4 espessura do parénquima em palicada;

4 espessura do parénquima lacunoso;

4 numero de células por 100 um de comprimento do corte transversal.

As observagdes e contagens de estomas foram feitas na pagina inferior das folhas
das plantas enraizadas ex vifro e submetidas aos dois niveis de irradidncia. As folhas foram
pinceladas com verniz incolor para obten¢do de uma pelicula fina que, apés secagem, foi
destacada ¢ montada entre limina e lamela para observagdo ao microscopio optico.

Para as observagies dos estomas sob microscépio electronico de varrimento, as
folhas foram fixadas e desidratadas como anteriormente descrito, secas ao ar entre papel
de filtro durante 24 h e mantidas na estufa a 25 °C. O material foi depois montado em
suportes proprios do microscopio e coberto com ouro num metalizador Polaron (Bio-Rad
SEM Coating System E5100). As observagdes foram efectuadas num microscdpio JEOL
modelo JSM 840 a 20 kV e as imagens registadas em pelicula fotogrifica Polaroid HP125
Plus.

As observa¢les de histologia e anatomia foliares foram fetas nas plantas com
enraizamento in vitro e ex vitro ¢ sob os dois niveis de irradidncia a Que se submeteram as
plantas durante a aclimatizagdo, 150 e 250 + 10 pmol m™ s’ (Fig. 4.1). Foram também
feitas observacdes em folhas de plantas micropropagadas a crescer em vaso sob condigdes
de campo (fO).

Cada observagio foi feita a partir de folhas de plantas distintas e casualisadas tendo
sido utilizadas 6 amostras (#=6) para os parimetros quantitativos dos aspectos

anatomicos, sendo cada uma delas a média de 3 registos por cada preparacio.
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2.3. Variag¢do do contetido relative em dgua

A variagdo do conteido relativo em 4gua (RWC) foi quantificada em folhas
persistentes (fP), folha dois {f2) e folha trés (f3), no final do periodo de aclimatizagio das
microplantas com enraizamento ex vifro e submetidas aos dois niveis de irradidncia
(Fig. 4.1). Foi também determinada a variagdo do conteudo relativo em agua em folhas de
plantas micropropagadas com um ano a crescer em vaso sob condigdes campo ().

As determinagdes foram feitas por folha inteira e em discos foliares de @7 mm. As
folhas destacadas, ou os discos, foram imediatamente imersos em agua destilada, com a
pagina abaxial virada para baixo, mantidos a temperatura ambiente (22 + 1 °C), sob luz
difusa durante 3 horas, para assim atingirem o estado méximo de turgescéncia. Findo este
periodo, foram retirados destas condi¢Bes; a agua superficial foi absorvida com papel,
tendo sido colocados em papel de aluminio com a pagina abaxial virada para cima e
determinado o peso fresco inicial (Pfi). O ensaio durou 3 horas, sendo o registo de pesos
feito de 10 em 10 minutos durante a primeira hora e de 20 em 20 minutos durante a
segunda e terceira horas (Pff). Durante o ensaio, as folhas ou discos foram mantidas sob
condigdes ambientais de interior, temperatura 22 + 1 °C, luz difusa e humidade relativa
ambiente de 60 + 2%. A secagem do material vegetal, para a determinagio do peso seco
(Ps) foi feito em estufa com ventilagio forgada de ar a 80 °C, durante um minimo de 48 h,
até a obtengdo de peso constante. Apds o arrefecimento do material vegetal, num
excicador com silica gel, a pesagem foi feita em balanca analitica digital com quatro casas
decimais {(AE260, Metler Instruments AG, Switzerland). Para cada tempo (1) calculou-se o

respectivo contetdo relativo em dgua (RWC) dado por:

Pfi-Ps”

RWC(%) =
{Pfi: peso fresco no tempo . Pfi: peso fresco inicial; Ps: peso seco final]

A partir destes valores representou-se a variagio da perda de agua ao longo do
tempo. Para as folhas persistentes foram utilizadas todas as folhas que a planta possuia no

final da aclimatizagio por forma a obter uma area mais comparavel com as folhas dois e
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trés e assim reduzir o erro. No caso das determinagdes feitas com os discos foliares, foram
utiizados 10 discos com & 7 mm de cada tipo de folha analisado. Foram utilizadas 4

amostras por cada tipo de folha (n=4) e a experiéncia foi repetida 2 vezes.

2.4. Quantifica¢do de clorofilas

A primeira quantificagdo das concentra¢des de clorofilas foi feita nas folhas
de plantas no final da fase de enraizamento a que correspondeu o dia zero de aclimatizagio
(fD0) (Fig. 4.1). A segunda avaliagdo teve lugar 4 semanas apés o dia zero, isto €, no final
da fase de aclimatizagio a que foram sujeitas as plantas provenientes do enraizamento
in vitro e ex vitro e submetidas a dois niveis de irradidncia, 150 e 250 + 10 pmol m? s*
(Fig. 4.1). Foram quantificadas as concentra¢des de clorofilas nas folhas persistentes (/P),
folha um (f/), folha dois (f2) e folha trés (f3). Foram também determinadas as
concentragles de clorofilas em folhas de plantas micropropagadas a crescer em vaso sob
condigdes de campo (fC).

A extracgdo foi feita em acetona a 80% de acordo com o método de Arnon -
(1949) a partir do material vegetal fresco. As absorvéncias dos extractos foram lidas no
espectrofotometro (Shimadzu, UV-2100) para os comprimentos de onda de maxima
absorvéncia das Cl, e Cl, em acetona a 80% (663 e 645 nm respectivamente) e aplicaram-

-se as seguintes formulas de calculo (Mackinney, 1941):

Cle (g m*) = [(0.0127 x Abssss - 0.00269 x Absss) x Vx 10]/ S
Cly (g m?) = [(0.0229 x Abssss - 0.00468 x Absess) x Vx 10]/ S
Clotat (8 m”) = [(0.0202 x Abssis + 0.00802 x Abssss) x Vx 10]/ S

{Absgss € Absses: absorvéncia a 645 e 663 nm, respectivamente; }* volume final do
extracto (ml); S: drea dos discos foliares (cm)]

Cada determinagdo foi feita a partir do extracto de dois discos de tecido foliar

com & 7 mm (0,77 cm’ de 4rea), recothidos em plantas distintas e casualisadas tendo sido
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usadas 8 amostras (7=8) para cada tipo de folha; as experiéncias foram repetidas duas
vezes para cada tratamento.

Os resultados foram expressos em mg de clorofila por unidade de peso seco foliar
(mg g 'ps). Nestas determinagdes foi utilizado um valor médio de peso seco por disco para
cada um dos tipos de folhas referenciadas. Esse valor foi determinado como a média de 20

amostras (n=20), repetido por 3 vezes.

2.5. Fotossintese
2.5.1. Taxa de fotossintese aparente

A taxa de fotossintese aparente (4), a taxa de transpiragio (£) e a condutincia
estomatica ()’ foram medidas nas folhas persistentes (fP), folha um (f7), folha dois (/2) e
fotha trés (f3) de plantas com enraizamento ex vitro e submetidas aos dois niveis de
irradidncia, 150 € 250 + 10 pmol m™ s ¢ nas folhas dois (f2) e folhas trés (f3) de plantas
com enraizamento in vitro, igualmente submetidas aos dois niveis de irradidncia durante a
achimatizagio (Fig. 4.1). Estes parimetros foram também quantificados em folhas de
campo (f0). Para as plantas aclimatizadas, as medi¢des foram realizadas nos estufins de
aclimatizaco sensivelmente a meio do periodo de luz, em condi¢des de luz e temperatura
idénticas &s que se registaram durante toda a fase de aclimatizagiio para cada um dos
tratamentos. A humidade relativa era de 40 £ 5% e a concentragio de CO, atmosférico de
350 £ 5 ppm. Nas plantas de campo, as condigdes ambientais no momento de registo, feito
entre as 10 e as 12 h solares, eram de 1800 + 100 pmol m? s' de radiagdo
fotossinteticamente activa (PAR), 340 + 5 ppm de CO, HR do ar de 30 + 5%,
temperatura de 25 °C e com o substrato bem humedecido.

O equipamento utilizado foi um porémetro portatil com sistema de aquisicdo de
dados integrado (CO, Gas Analyzer, Model C1-301 - CID, Inc., USA), acoplado a uma

" A, E e G sdo simbolos usados internacionalmente para a taxa de Jolossintese liquida ou aparente, taxa
de transpiragdo e condutdncia estomalica, respectivamente,
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cuvete circular com 2.5 em’ de area, a funcionar em sistema aberto. A taxa de fluxo de ar
foi de 0,5 litros min™' e os registos feitos em modo manual. A taxa de fotossintese liquida,
ou aparente, € determinada através da taxa de CO; fixado por unidade de area foliar e por
unidade de tempo (pmol m™ s)’, a taxa de transpiracdo é dada pelo fluxo de vapor de
agua por unidade de area foliar e por unidade de tempo (mmol m” s™)* e a condutincia

estomatica € dada pelo inverso da resisténcia estomatica, que ¢ calculada pela formula:

Bp—by it
e —e, P
R}b.’fm = W = Ry

fey. pressdo de vapor de dgua saturada & temperatura da fotha nos espagos intercelulares e
Rb é a resisténcia da camada limite. ]

conhecendo a transpiragio e temperatura da superficie da folha e expressa em
mmol m™ s

Por cada folha efectuaram-se 5 leituras consecutivas, sendo o valor considerado a
media dessas cinco leituras. Para a folha dois {f2) e folha twés (f3) foram utilizadas 15
plantas (#=15), para as folhas persistentes (fP) e folhas de plantas dz campo (£ foram

utilizadas 10 plantas (7=10) e a experiéncia foi repetida 2 vezes.

2.5.2. Curvas de resposta a luz, capacidade fotossintética, rendimento

quéntico e ponto de compensacio para a luz

A taxa fotossintética maxima (A ..} € o rendimento quintico maxima aparente (g)

foram medidos pela da taxa de libertagio de O, em condigdes de CO- saturante. A

A=W« (C,-Cy onde W: fluxo molar por unidade de drea fmol m™ 57} calculado em fungdo da
temperatura do ar, da pressdo atmosférica, do volume de fluxo e da drea da folha: C, e C;; concentragdes
de CO: na saida e entrada da cuvete.

4E:ea—e
P

3 ~ o g N
xWx10” onde e, e e, pressdes de vapor de dgua i saida e entrada da cuvere: P- pressdo
—¢€

o

atmosférica.
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densidade do fluxo foténico fotossinteticamente activo (PPFD) foi saturante para o caso
da determinagio de 4. (1120 umol quanta m™ s') e variou dentro de um intervalo de
baixas PPFD’s (8 a 70 umol quanta m™ s™) para o calculo de ¢. Para a sua determinacio
utilizou-se um sistema constituido por um eléctrodo de oxigénio na fase gasosa (Hansatech
Ins. Ltd , Modelo LD2, Norfolk, UK) e uma caixa de controlo do eléctrodo (Hansatech
Ins. Ltd , Modelo CB1-D, Norfolk, UK). A luz foi emitida por uma limpada Bj&rkman
(Hansatech Ins. Ltd, LS2), com sistema de filtros neutros que, por associagdo entre si,
permitem fornecer a PPFD pretendida. A unidade principal do sistema € construida em
aluminio anodizado, a fim de criar a inércia térmica suficiente para evitar as pequenas
oscilagdes de temperatura is quais o eléctrodo de oxigénio é muito sensivel, e &
constituida por trés secgdes. As secgdes superior e inferior sio ocas e no seu interior
circula agua a temperatura definida (no caso presente de 25 °C), proveniente de um banho-
-mania termostatizado (Julabo Labortecnik, Modelo F10-UC). No topo da sec¢do superior
existe uma janela acrilica transparente, onde se ajusta a limpada, que possibilita a
tluminagdo do material vegetal. A secgdo central é ocupada pela cimara de reacgdc em que
se coloca o material vegetal, discos foliares, e que esta equipada com adaptadores para as
torneiras de entrada e saida da mistura gasosa. O sensor de O, ¢ um eléctrodo do tipo
Clark (Clark, 1956) integrado num disco de resina (disco do eléctrodo) por forma a gue 0
catodo de platina ocupe a abdbada saliente central e o dnodo de prata o fundo do sulco
circular que o rodeia. Sobre a abébada e no sulco deitam-se algumas gotas de uma solugio
aquosa saturada de cloreto de potassio (electrolito), cobre-se com um pelicula de papel,
tipo mortalha de cigarro, por forma a assegurar a formagfio de uma camada uniforme de
electrolito entre o citodo e o dnodo e, finalmente, cobre-se com uma peliculﬁa fina de
teflon. O disco do eléctrodo é montado entre as secgdes central ¢ inferior, de modo que a
abébada saliente, ao encaixar na parede inferior da cimara de reaccio, ponha o catodo em
contacto com a atmosfera interna através de um orificio que as atravessa.

Por intermeédio da caixa de controlo, é possivel induzir diferencas de potencial
entre os dois eléctrodos, provocando polarizagio, isto ¢, o catodo torna-se negativo € o
anodo positivo. O oxigénio molecular Jibertado durante o processo fotossintético, e que se
difunde através da membrana de teflon, ¢ entdio reduzido nas proximidades do céatodo,

dando origem a um fluxo de electres que atravessa o circuito pela ponte do electrolito; a
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prata € oxidada ¢ o cloreto de prata deposita-se no inodo. A intensidade de corrente
gerada e, assim, proporcional & quantidade de oxigénio reduzida, sendo entdo convertida
num sinal de voltagem pela caixa de controlo, que por sua vez é transmitida a um
registador de papel (Walker, 1990).

A camara de reacgio ¢ preenchida por discos de metal, feltro e espuma, dispostos
uns sobre os outros, permitindo o suporte dos discos foliares. Estes sio colocados com a
pagina adaxial para cima sobre o ultimo disco de feltro, devendo ficar dispostos em circulo
e equidistantes. O sistema ¢ entdo fechado com a secgio superior que assim COMprime 0s
discos contra a janela transparente, através da qual irdio receber a irradidncia definida e sio
mantidos a temperatura da agua que circula no sistema.

Apos ajustamento do sinal, escolthendo o factor de amplificacdo apropriado na
caixa de controlo, procede-se entdo a calibragio do eléctrodo. A finalidade & a de
estabelecer & equivaléncia entre o sinal eléctrico lido no registador e o nimero de pmoles
de O geradas pela injecgdo de | ml de ar, feita através de uma seringa adaptavel numa das
entradas. Nas condi¢des padrio de temperatura e pressio (25 °C, | atm), 1 ml de ar
atmosférico’ contém cerca de 210 pl de oxigenio. Considerando que uma mole de gas
ocupa 22.414 litros, verifica-se que este volume de oxigénio contém 9,37 umol de O,. No
entanto, nos ensaios efectuados a mistura gasosa continha 5% de CO,, pelo que esse valor
¢ de 8,15 pumol de O,.

Retirado o mililitro de ar injectado, apés a estabilizacio do sinal, fecham-se as
torneiras de saida e entrada, acende-se a limpada de iluminacio e acompanha-se a taxa de
libertagdo do oxigénio durante, em média, 10 a 15 minutos para cada densidade de fluxo
fotonico fotossinteticamente activo (PPFD}.

As taxas foram determinadas no mesmo tipo de folhas das utilizadas para a
determinacdo da taxa de fotossintese aparente, a temperatura constante de 25 °C. A
concentracio de CO, foi de aproximadamente 5%, fornecido pela libertagdo de CO; a
partir de uma solugdo tampio saturada de NaHCO:;.

Para a determinagio das curvas de resposta a luz, a CO; saturante, apds um

periodo inicial de escuro, a densidade de fluxo fotonico (PPFD) variou progressivamente

¥ com 21% de Oz e 0,035% de CO-
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para 8, 18, 28, 70, 140, 370, 700 e 1120 pmol quanta m™® s”', durante o qual as taxas de
hibertagdo de O, por area foliar e por unidade de tempo (umol m” s') foram calculadas

pela seguinte expressio:

Wty 11 273

B i k =1562x(100 - CO)x~
g (lf‘;gh,_—) xA[xS 1 > x( CU_,_)X

2334+ T

Af e li sdo as leituras finais e iniciais dos valores da unidade LD2, de medida (mj ou de calibracdo
fc) respectivamente; Al ¢ o intervalo de tempo entre liy, € If,, imini; s é a drea foliar usada fom’):
CO: é a concentragdo de CO» na cdamara %) ¢ T é a temperatura do ar na cimara (°Cj. A
constanie [5.02 é o factor de conversdo de unidades em que é expressa A}

Em geral as curvas de resposta da fotossintese aparente (4) a densidade de fluxo
fotonico fotossinteticamente activo (PPFD) podem ser descritas por fungdes hiperbolicas,
a partir das quais se podem estimar as taxa de respiragio as escuras (R), as taxas de
fotossintese a luz saturante {A,...) e o rendimento quantico aparente (g), com a transicio
da fase de PPFD limitante para a fase saturante, ajustada pela estimativa da convexidade
da curva de resposta (£) (Prioul & Charter, 1977; Olsson & Leverenz, 1994). O valor de &
varia entre O (hipérbole quadrada) e 1 (hipérbole ndo quadrada ou curva de Blackman) em
fungdo dos teores de clorofila (Leverenz, 1987, 1988), da aclimatagio ao regime luminoso,
e a concentragio de CO; (Olsson & Leverenz, 1994). Assim, a A pode ser modelada

pela equagio:

B+ AL - A 44 g0

A
o 26

- R (umol m? ")

[¢ rendimento quintico da fotossintese: Amar taxa mixima de fotossintese:
¢ convexidade da curva de resposta; R: taxa de respiragdo no escuro; /; valor da PPFD)]
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IV. Aclimatiza¢do de plantas de castanheiro regeneradas in vitro

A utilizagdo deste modelo matematico permite fazer o melhor ajustamento da curva
de resposta a PPFD e, em simultneo, calcular os parametros da equagdo através de um
sistema de regressdo ndo linear®

O rendimento quintico aparente maximo da fotossintese (), que traduz os gastos
na conversio de energia luminosa em energia quimica na fotossintese, e que foi
quantificado como sendo o nimero de moles de O, libertado por mole de quanta de
radiagdo fotossinteticamente activa absorvida (A entre 400-700 nm}, foi calculado como o
valor do declive inicial da curva de resposta da fotossintese a Juz, dado pela equagdo da
recta de regressdo linear no intervalo de 0 a 70 umol quanta m™” s™ de PPFD.

O ponto de compensagio para a luz (/,) para cada tipo de folhas foi calculado a
partir do ajustamento da recta de regressdo linear para a determinagio do rendimento
quantico e corresponde ao valor da interseccio da recta com o eixo dos xx’s.

Para cada determina¢io foram utilizados 7 discos foliares de & 7 mm (2,695 cm®
de area) destacados da mesma folha a partir de plantas casualisadas, excepto das folhas
persistentes que, devido a sua reduzida area se tornou necessario utilizar duas a trés folhas
da mesma planta. Para cada tipo de folha foram feitas trés determinagdes (n=3) e a

experiéncia foi repetida duas vezes.

2.6, Pardmetros bioquimicos

A determinagdo dos pardmetros bioquimicos, hidratos de carbono soluveis, amido
e proteina soluvel total foi feita no mesmo tipo de folhas e plantas anteriormente referidas

para as clorofilas, seguindo as mesmas condi¢des de delineamento (ponto 2.4).

5 [Parametros]

Amax=20 (taxa de folossintese para PPFD infinita)

Q=0.0%  (rendimento quintico aparenie) -

R=09 {taxa de respiracdo no escuro)

C=09 (convexidade da curva de resposta)

[Variaveis]

x=col (1)

v=col () A

=((Q*x+ Amax-SQRT(Q* x+ Amax)**24* Amax*Q*C*x)) / (2*C)) - R
Ajuste xa v
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2.6.1. Hidratos de carbono soliveis e amido

A quantificacdo dos teores de glucose, frutose, sacarose e amido foi feita pelo
método enzimatico descrito por Jones ef al. (1977). As amostras dos discos foliares foram
colhidas a meio do periodo de luz e de imediato congeladas em azoto liquido e
conservados a -80 °C até ao momento da extracgio.

A extracgdo da fracgdo soluvel dos hidratos de carbono (glucose, frutose e
sacarose) foi efectuada em 5 ml de etanol 80% em banho-maria a 80 °C, durante 20 min e
sob agitagdo. A quantificagdo baseia-se na fosforilagdo da glucose e hexoses livres na
presenga de ATP, hexocinase e NADP™. A posterior adigdo de 6P-GDH leva 4 reducio do
NADP ocorrendo uma variagdo de absorvéncia a 340 nm, que corresponde a formacio
de NADPH. esta variagio de absorvéncia entre o inicio e o final da reacgio permite
quantificar a glucose presente. A adigdo sequencial de 6P-GI leva a isomerizagdo da
frutose em glucose efectuando-se uma redugdo adicional do NADP™ ainda presente,
permitindo assim a quantificagdo da frutose. A concentragio de sacarose foi determinada
apos écqéo da invertase, que hidrolisa a sacarose em glucose e frutose conduzindo a

reducdo de duas moléculas de NADP™ (Tab. 4.1).

Tabela 4.1. Sequéncia de reacgdes enzimaticas em que se baseia 0 meétodo de quantificagdo de
agucares ndo estruturais soliveis (Jones et al, 1977).

hexocinase

Glucose ~ frutose + 2ATP ____________, glucose-6-P + frutose-6-P + 2 ADP

glucose-6-P.desidrogenase

2-glucose-6-P + 2 NADP~ » 2,6-P-gluconato + 2 NADPH
glucose-6-P-isomerase
frutose-6-F + glucose-6-P
invertase
S

sacarose glucose + frutose

A sequéncia de reacgdes descrita decotreu em meio tamponizado com imidazol
(Sigma Chemical Co.) 100 mM pH 6,9 na presenca de ATP e NADP {Boehringer

Corporation) numa concentragdo final de 0,033 M ¢ 0,015 M, respectivamente. Todas as
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enzimas usadas, excepto a invertase, foram da Boehringer Corporation, tendo as solugdes
enzimaticas sido preparadas em tampio imidazol nas seguintes concentragdes: hexocinase
(EC 2.7.1.1, 140 u/mg) 1:1 (viv); glucose 6-fosfato desidrogenase (EC 1.1.1.49,
300 u/mg) 1:1 (viv), glucose 6-fosfato isomerase (EC 5.3.1.9, 350 w/mg) 1.3 (viv),
invertase (EC 3.2.1.26 da Sigma, 852 u/mg) 4 mg para 50 pl de tampio.

A mustura de reacgdo, contida em cuvete acrilica descartavel, continha 825 ul de
tampdo, 30 ul de ATP e 30 pl de NADP, a qual foi adicionada 30 pl de extracto etanélico
de cada uma das amostras e 1,05 u de hexocinase, apos o que se esperou 5 minutos a fim
de permitir a fosforilagdo da glucose e da frutose na presenga de ATP e da hexocinase.
Seguiu-se a adigdo de 1,875 u de glucose-6-fosfato desidrogenase para quantificar a
glucose. A adigdo sequencial de 1,312 u de glucose-6-fosfato isomerase permite
quantificar a frutose livre por redugdo adicional do NADP. Finalmente adicionou-se a
invertase (1,278 u) para quantificacdo da sacarose presente.

Para a quantificagio do amido, hidrato de carbono insolivel, foi executada a
mesma sequencia de reacgbes enzimaticas atras descritas para a quantificagio da glucose,
sendo previamente necessario proceder a sua hidrélise. Para isso, os discos utilizados para
a extracgdo dos agucares soliiveis foram passados por agua destilada, macerados em
almofariz com 1 ml de agua, centrifugados a 13.600g durante 3 minutos e aproveitado o
sedimento. Este foi re-suspendido em 1 ml de agua e de novo centrifugado, tendo esta
operagdo sido repetida 3 vezes. Apds a ultima re-suspensdo, os eppendorfs foram
perfurados na tampa, envolvidos em papel de aluminio e colocados em autoclave a 120 °C
durante 3 horas. A hidrolise foi feita para cada 100 pl de amostra juntamente com 500 pl
de tampdo acetato de sodio 100 mM pH 4,4 e na presenga de 0,007 u de ;miloglucosidase
(EC 3.2.1.3, Boheringer 140 u/m! de suspensio) e 2 u «-amilase (EC 3 2.1.1, Boheringer
10000 w/ml suspensdo) a 37 °C durante 12 horas. Apds a hidrolise foi feita nova
centrifugagdo a 13.600 g durante 3 minutos. O amido foi entio quantificado por
doseamento da glucose formada apos a hidrdlise e presente na fracgdo solivel.

A quantificagdo destes metabolitos foi feita usando a seguinte formula de calculo:
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(4. glucose ou frutose, para a sacarose o resultado final ¢ dividido por 2. para o amido
introduziu-se o factor de diluigdo; A4bs: variagio da absorvéncia, &, coeficiente de extingio
molar do NADP; I.: volume na cuvete de reacgdo; ¥y volume total de extracgdo; I, volume de
amostra: Ps: peso scco da amostra]

Cada determinago foi feita a partir do extracto de dois discos de tecido foliar
com & 7 mm (0,77 ¢cm’ de area), recothidos em plantas distintas e casualisadas tendo sido
usadas 8 amostras {#=8) para cada tipo de folha sendo as experiéncias repetidas duas
vezes péra cada tratamento.

A leitura das absorvéncias foi feita a 340 nm em espectrofotometre de duplo feixe
e em modo cinético (Shimadzu, UV-2100). Os resultados foram expressos em imoles por
unidade de peso seco foliar (umol g''ps). O peso seco foliar de cada disco foi estimado

como descrito em 2 4.

2.6.2, Proteina solivel total

Os discos obtidos como descrito no ponto 2.4 deste éapimlo, foram macerados em
almofanz, com &1’5 ml de tampdo TrsHCl 100 mM pH 85 ¢ 10 mg de
poli_virﬂlpolipirrolidina ("PVPP), na camara fria a 4 °C. O extracto foi centriﬁzgado a
13.600g durante 5 minutos, aproveitando-se 6 sobrehadante para quantificagio. K:

A quantificacio foi feita pelo método colorimétrico de Bradford (1976). As
determinagdes foram feitas adicionando 100 ul de extracto a 1 ml de Bio-Rad® diluido
(1:4, viv). Apos agitag:a?ib esperou-se 10 minutos e procedeu-se a leitura da absorvéncia a
395 nm em espectrofotometro (Shimadzu, UV-2100). Os valores da concentragio de
proteina solivel total nas amostras analisadas foram calculadas por interpolagdo numa
recta padrio, obtida a partir de leituras correspondentes a soluges de albumina de soro

bovino de concentragdo conhecida.
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Cada determinaco foi feita a partir do extracto de dois discos de tecido foliar
com & 7 mm (0,77 em’ de area), recolhidos em plantas distintas e casualisadas tendo sido
usadas 8 amostras (#=8) para cada tipo de folha sendo as experiéncias repetidas duas
vezes para cada tratamento. Os resultados foram expressos em mg de proteina por unidade
de peso seco foliar (mg g'ps). O peso seco foliar de cada disco foi estimado como descrito

no ponto 2.4.

2.7. Quantifica¢do e tratamento estatistico dos dados

Todas as quantificagdes foram realizadas a partir de plantas casualizadas, sendo o0s
valores apresentados médias do nimero de amostras referidas anteriormente para cada
determinacio.

Os resultados indicados para os parAmetros ou indices de crescimento, morfologia
e anatomia foliar, clorofilas, taxa de fotossintese aparente, transpiragio e condutincia
estomatica e pardmetros bioquimicos foram avaliados por analise de varidncia uni- ou bi-
-factorial, consoante 0§ casos.

No caso da variacio de perda de agua os resultados sio apresentados sob a forma
do valor médio das repetigfes + erro-padrio.

Na analise das taxas de capacidade fotossintética e curvas de resposta a luz os
resultados sdo apresentados apds ajustamento das curvas por regressio ndo linear de
modelo hiperbolico e respectivos erros padrde para cada ponto. Para o caleulo do
rendimento quéntico foram ajustadas rectas de regressdo na fase linear das taxas de
fotossintese, sendo o rendimento quéntico traduzido pelo declive dessas rectas + erro-
-padrio, tal como para os resultados dos pontos de compensagdo para a luz.

Nas analises de variancia, para valores de / significativos foi feita a separagio de
médias pelo teste de comparag¢io miltipla de Duncan para P<0,05. Para resultados
apresentados em tabelas, valores na mesma coluna seguidos por letras diferentes sdo
significativamente diferentes; para resultados apresentados em gréaficos, barras com letras

diferentes sdo significativamente diferentes.

17



J. C. Gongalves

3. RESULTAPOS
3.1. Andlise de crescimento

Os resultados que a seguir se apresentam referem-se aos pardmetros de
crescimento, tendo as plantas sido avaliadas no final dos dois tratamentos de enraizamento,
inn vitro e ex vifro, a que correspondeu ¢ dia zero de aclimatizagio, e no final da fase de

aclimatizagfio, sob os dois niveis de irradidncia, 150 ¢ 250 + 10 umol m™ s (Fig. 4.1).

3.1.1. Crescimento relativo, biomassa total ¢ raziio parte aérea / raiz

As plantas com sistema radicular ex vifro e aclimatizadas sob o nivel de irradiancia
de maior intensidade (250 pumo! m™ s™') foram as que apresentaram o valor de crescimento
relativo em altura mais elevado (3,14 + 0,08), cerca de 2 vezes e meia mais elevado que o
das blantas aclimatizadas a 150 pumol m™ s, verificando-se que quer o tipo de sistema
radicular, quer a intensidade da luz a que as microplantas estiveram sujeitas durante a

aclimatizagfo, provocaram alteragGes significativas neste pardmetro (Fig. 4.2).

4 Oinvitro
B Ex vitro
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Figura 4.2, Efeito da infensidade de luz durante a fase de aclimatizagdo no crescimento
relativo em altura, em plantas de castanheiro micropropagadas com o sistema radicular
desenvolvido in vitro ¢ ex vitro.
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Os valores mais baixos de crescimento relativo em altura foram apresentados pelas
plantas achmatizadas no regime de menor irradiancia, independentemente do tipo de
sistema radicular que possuiam no inicio da aclimatizagéo, com 1,69+0,09 para as
enraizadas in vitro e 1,46+0,11 para as enraizadas ex virro. As plantas aclimatizadas a
250 pmol m” s com enraizamento in vifro apresentaram um valor intermédio entre os
grupos de plantas referidos (Fig. 4.2).

A biomassa total por planta, dada pelo somatono do peso seco da raiz, do caule e
das folhas no final das 4 semanas de aclimatizagdo, foi influenciada pelos dois factores em
estudo, tendo-se venficado que as microplantas com raizes ex vitre e achimatizadas sob
250 pmol m™ s de irradidncia foram as que apresentaram ¢ valer de biomassa mais
elevado, com 974,6+74.9 mg, diferindo significativamente dos restantes grupos de plantas
(Fig. 4.3). Este valor foi o triplo do apresentado pelas plantas com enraizamento in vitro
(335,9+14,1 myg) e mais do dobro das.pl'antas com raizes e.\'ln-'irro & aclﬁmatizadas a
150 pmol m™* s (432,2+26.9 mg). Assim, por efeito do factor luz, nas plantas com raizes
ex vitro, o acréscimo foi de 372 mg nas plantas aclimatizadas a 150 umol m”? s e de

3 B § - - -1 y 1
915 mg nas plantas aclimatizadas a 250 umol m™ s, cerca de duas vezes e meia mais.

O in vitro
@ Ex vitro

10004 |

Biomassa total {mg)

Luz (umol m? 5™

Figura 4.3. Efeito da intensidade de luz durante a fase de aclimatizacdo na biomassa total em
plantas de castanheiro micropropagadas com o sistema radicular desenvolvido in vitro ¢
ex vitro. comparativamente com o dia zero de aclimatizagdo.

Quando comparados cada um dos tratamentos de enraizamente com o respectivo

dia zero foi possivel registar os acréscimos que as microplantas obtiveram como
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consequéncia do factor luz. Assim, para ambos os tratamentos de enraizamento
verificaram-se aumentos significativos de biomassa, dependendo estes do regime luminoso
a que as plantas estiveram sujeitas, sendo a maior irradiancia a permitir o maior acréscimo
(Fig. 4.3).

A 1azao entre o peso seco da parte aérea e do sistema radicular permite avaliar a
relagdo de desenvolvimento entre estas duas estruturas, tendo-se observado que o tipo de
sistema radicular nio afecta significativamente este parimetro, sendo a variabilidade
apenas provocada pelo regime luminoso a que as plantas foram aclimatizadas. Assim,
verificou-se que a um regime luminoso mais intenso correspondeu uma razdo mais baixa,
isto €, o aumento da intensidade de luz favoreceu a acummulagdo de biomassa na parte
radicular comparativamente a biomassa da parte aérea (Fig. 4.4). Qutro aspecto a referir ¢
o relativo desequilibric que se regista nas microplantas com o sistema radicular formado
in vitro no dia zero de aclimatizagdo, com uma razio de 1,430.1 contra 4,140,353 registado

nas microplantas com sistema radicular formado ex vitro (Fig. 4.4).
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Figura 4.4. Efeito da intensidade de luz durante a fase de aclimatizagdo na razio entre parte
aérea e parte radicular em plantas de castanheiro micropropagadas com o sistema radicular
desenvolvido in vitro e ex vitro. comparativamente com o dia zero de aclimatizagdo.

Apos a aclimatizagdo verificou-se que para ambas as modalidades de
enraizamento, as microplantas sujeitas a uma menor irradidncia apresentaram uma razao
parte aérea/raiz significativamente superior (7,840.4 e 7,740.3 para as plantas enraizadas

in Vilro € ex vitro respectivamente) comparativamente as microplantas aclimatizadas a
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mator irradidncia (6,6=0.4 e 6,7+0,2 para as plantas enraizadas /in vitro e ex vitro

respectivamente) (Fig. 4 4).

3.1.2. Biomassa foliar, radicular e razio de peso foliar

A acumulagdo de biomassa foliar mostrou ser afectada significativamente quer pelo

sistema radicular que as plantas possuiam no inicio da aclimatizagio, quer pelo regime

luminoso que as microplantas tiveram durante a aclimatizaco. As microplantas com o

sistema radicular desenvolvido em condigdes ex vitro e sob o regime de luz mais elevado,

apresentaram o valor mais elevado de biomassa foliar (634,8450,9 mg), comparativamente

aos trés restantes grupos (Fig. 4.3).

Nas plantas com raizes in vitro o regime de maior intensidade permitiu um ganho

de btomassa foliar comparativamente com o regime de menor intensidade de luz, embora

sem diferenga significativa entre si. Neste tratamento, a diferenca de biomassa foliar entre

os dois niveis de irradidncia foi de 63 mg, enquanto que nas plantas com raizes ex vitro

essa diferenga foi de 339 mg (Fig. 4 5).
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Figura 4.5. Lfeito da imensidade de luz durante a fase de aclimatizagde na biomassa Joliar
em planias de castanheiro micropropagadas com o sistema radicular desenvolvido in vitro e
ex vILro. comparativamente com o dia zero de aclimatizagdo.
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De referir que a biomassa foliar das microplantas no dia zero de aclimatizagdo
apresentava valores relativamente semelhantes, 1941,2 mg nas plantas com enraizamento
in vitro e 24+1,8 mg nas plantas com enraizamento ex vifro {Fig. 4.5).

Ao avaliarmos o efeito da intensidade de luz na reparticio de biomassa por tipo de
folhas, analise feita para as folhas persistentes (fP), isto €, folhas formadas durante a fase
de multiplicagdo dos rebentos e que se mantiveram durante as fases de enraizamento e
aclimatizagdo; para o conjunto das folhas diferenciadas durante a fase de aclimatizagio
(/N) e, finalmente para o total de folhas que a planta possuia no final da actimatizagdo (/7).
verificou-se que o acréscimo de biomassa foliar resultou sobretudo do desenvolvimento de
fothas novas (/V). contribuindo estas com 95% e 90% nas plantas com enraizamento
in vifro € aclimatizadas sob 150 ¢ 250 pmol m™ s de irradiincia respectivamente, e 95% e
88% nas plantas com enraizamento ex vitro e aclimatizadas sob 150 e 250 umol m? s de
irradidncia respectivamente (Fig. 4.6) O peso seco das folhas persistentes ndo fol
influenciado pelo regime de luz, 14,6413 e 16,2415 mg para as plantas com sistema
radicular in vitro e 33429 e 39,1433 mg para as plantas com sistema radicular ex virro,

aclimatizadas sob 130 e 250 umol m™ s de irradidncia respectivamente (Fig. 4.6).
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Figura 4.6. Efeito da intensidade de Iuz fumol m” s} durante a fase de aclimatizacdo na
biomassa das folhas persistentes {fP). novas (IN} e total de folhas (fT) em plantas de
castanheiro micropropagadas com o sistema radicular desenvolvide i vitro {A4) e ex vitro (B).

Deve no entanto ser referido que enquanto nas plantas com sistema radicular

in vitro se verificou um decréscimo na biomassa das folhas persistentes comparativamente
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ao dia zero, que era de 19412 mg, e nas plantas com sistema radicular ex vifro se
verificou um ganho de 24,2418 mg de peso médio (Fig. 4.6).

O pardmetro biomassa radicular mostrou comportamento semelhante a0 descrito
para a biomassa foliar. As microplantas com enraizamento ex vifro e aclimatizadas a maior
irradiancia (250 pmol m™ s™) apresentaram um valor significativamente mais elevado, com
127.2£9,3 mg (Fig. 4.7). Se analisarmos as variagdes neste pardmetro para cada um dos
tratamentos de enraizamento e comparativamente ao dia zero de aclimatizacio verificamos
que. no entanto, esse comportamento foi diferente de acordo com o tipo de sistema
radicular. Assim, no caso das microplantas com o sistema radicular desenvolvido in vitro,
verificamos que so nas aclimatizadas sob intensidade de luz mais elevada, a biomassa
radicular diferiu significativamente em relacdo ao dia zero: de facto as microplantas que
estiveram sujeitas a um regime de luz mais baixo, o acréscimo de biomassa radicular que

tiveram em relagdo ao dia zero, de 4,2 mg, ndo foi significativamente diferente (Fig. 4.7).
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Figura 4.7, Efeito da intensidade de luz durante a fuse de aclimatizagdo na biomassa
radicular em plantas de castanheiro micropropagadas com o sistema radicular desenvolvido
In Vitro e ex vitro. comparativamente com o dia zero de aclimatizagdo.

Nas plantas com sistema radicular desenvolvido ex vitro, ambos os regimes de luz
perritiram acréscimos de biomassa radicular significativamente difersntes em relagdo ao
dia zero, bem como entre si (Fig. 4.7). De referir ainda a diferenca de peso seco observada
no dia zero entre o sistema radicular formado in virro, de 25,2219 mg e o sistema

radicular formado ex vitro, de 12,540,9 mg (Fig. 4.7).



A C Gongalves

A razao de peso foliar (LWR) permite avaliar o investimento que a planta faz em
biomassa foliar, proporcionalmente 4 biomassa das estruturas caulinares e radiculares,
Nesse sentido, venficamos que ndo se registaram diferencas significativas entre os

tratamentos por tnfluéncia dos dois factores em estudo (Fig. 4.8).
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Figura 4.8. Efeito da intensidade de luz durante a fase de aclimatizacdo na razdo de peso
Joliar em plantas de castanheiro micropropagadas com o sistema radicular desenvolvido in
Yitro ¢ 8X Vitro, comparativamente com o dia zero de aclimatizagdo.

No entanto, e comparativamente ao inicio da aclimatizagio, dia zero, estes valores
foram aiterados e verificamos que, para qualquer das modalidades de achmatizagio de
ambos os tratamentos de enraizamento, o investimento em biomassa foliar foi sempre
superior a 65%. Nas plantas com enraizamento in vitro verificou-se um ligeiro acréscimo
na razdo de peso foliar nas microplantas que estiveram submetidas ao regime de luz mais
elevado (0,6610,03 e 0,68+0,03 respectivamente); nas plantas com enraizamento ex vifro
registou-se ¢ inverso, isto €, foi a menor intensidade de luz a permitir uma razio de peso
foliar ligeiramente superior em relagio ao regime de maior intensidade de luz (0,68+0,05 e
0,65+0,05 respectivamente), no entanto sem qualquer diferenga significativa entre estes

valores (Fig. 4.8).
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3.1.3. Area foliar, nitmero de folhas e drea foliar especifica

A area foliar €, sem duvida, um importante indicador para avaliar a capacidade
fotossintética da planta e as suas capacidades de crescimento e desenvolvimento.
Venficou-se que, sobre este parametro, se exerceu uma influéneia significativa dos
factores rizogénese e intensidade de luz (Fig. 4.9). Registou-se um zumento significativo
da area foliar com o regime de maior intensidade de luz, em ambos os tratamentos de
rizogeénese (Fig, 4.9). Para as microplantas com enraizamento in vitro, a area foliar das
plantas aclimatizadas sob o regime de maior intensidade de luz (250 pmol m™ s™) atingiu o
valor médio de 71,8%3,3 em’ contra o valor de 50,9223 em’ das plantas aclimatizadas sob
o regime de menor intensidade de luz (150 pmol m™ s™), o que representou um acréscimo
de 40%. Nas plantas com sistema radicular desenvolvido ex viro, a influéncia da
intensidade luminosa foi ainda mais acentuada, de 102,1£5,4 ¢m’ de irea foliar media nas
plantas aclimatizadas a 150 pumol m™ s”, passou-se para 183.5:11,6 cm® nas plantas
aclimatizadas a 250 pmol m? s, o que se traduziu num aumento de $0%.

Comparando estes valores de area foliar no final do periodo de aclimat_izagé_o com
a area foliar que as microplantas possuiam no dia zero de aclimatizagio, verificamos

acréscimos significativos para ambos os grupos de plantas (Fig. 4.9).
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Figura 4.9. Efeito da intensidade de luz durante a Jase de aclimatizacdo na darea foliar de
plantas de castanheiro micropropagadas com o sistema radicular desenvolvido in VILTO € ex
vIitro. comparativamente com o dia zero de aclimatizagéo.
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Se avaliarmos a proporgdo entre a area das folhas persistentes (fP), a area das
folhas novas (fNV) ¢ a area total das folhas (f7), verificamos mais uma vez que ¢ a area das
folhas novas que contribul quase na totalidade para a superficie foliar total das
microplantas apos a aclimatizagdo, ndo se registando diferengas significativas entre a area
das folhas novas e a drea do total das folhas (novas + persistentes), verificando-se que as
folhas persistentes sofrem pouca expansio foliar durante a aclimatizacdo (Fig. 4.10).

O factor luz influencia a expansdo foliar das folhas novas nos dois tratamentos. Nas
plantas com sistema radicular desenvolvido /n vitro verifica-se um acréscimo de 45,6 cm”
para 66,3 em’ (Fig. 4. 10A), ao passo que nas plantas com sistema radicular desenvolvido
ex vitro a superficie foliar passou de 88,7 ¢’ para 1728 cm®, isto é, mais do que duplicou

(Fig. 4.10B).
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Figura 4.10. Efeito da intensidade de luz (umol m” s} durante a fase de aclimatizagio na
area foliar de Jothas persistentes (fF). novas (fN) e total de folhas (fI) em planias de
castanheiro micropropagadas com o sistema radicular desenvolvido in vitro (A) ¢ ex Vitro (B).

O namero de folhas novas (fV) formadas no decorrer da aclimatizacio, mostrou ser
influenciado de igual modo que a area foliar pelos factores em estudo (Fig. 4.11). Assim, o
maior numero de folhas foi obtido nas microplantas com sistema radicular ev vifro e
aclimatizadas a 250 pmol m? s com 6,6:+0,2 fothas, ndo diferindo significativamente das

plantas aclimatizadas a 150 pmol m™ s’ com 6.2+0,3 folhas (Fig. 4.11).
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Figura 4.11. Ifeito da intensidade de luz (umol m™ 5°) duramie a fase de aclimatizagdo no
numero de folhas formadas em plantas de castanheiro micropropagadas com o sistema
radicular desenvolvido in vitro (A) e ex vitro (B), compararivamenie com o dia zerc de
aclimatizacdo.

A area foliar especifica (SL.A) permite avaliar a relagdo entre o aumento de
superficie foliar com o respectivo ganho em peso, sendo possivel de afirmar que o
significativo aumento de area foliar que tiveram as microplantas com raizes ex virro e
aclimatizadas a 250 umol m™ s”', ndo foi acompanhado do respectivo aumento de péso
{Fig. 4.12), pelo que sera de admitir uma expansdo foliar associada a um possii'e[

acrescimo de espagos intercelulares (ver ponto 3.2).
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Figura 4.12. Efeito da intensidade de luz durante a fase de aclimatizagdo na darea foliar
especifica (SLA) em plantas de castanheiro micropropagadas com o sisiema radicular
desenvolvido In vitro e ex vitro, comparativamente com o dia zero de aclimatizagdo.
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Os valores mais elevados na area foliar especifica foram obtidos para as
microplantas com raizes ex vilro e aclimatizadas a 150 pmol m? 5™ com 354,7+7,2 cm’ ¢
(Fig. 4 12).

Quando comparamos os valores de SLA em cada um dos tratmentos de nzogenese
com o respectivo valor do dia zero de aclimatizagio, verificamos que para as plantas com
raizes /n vitro este indicador aumentou significativamente apos a achimatizagdo, embora
nao se tenham registado diferengas resultantes do regime de luz (Fig. 4.12). Nas plantas
com raizes ex vifro, verificou-se um aumento significativo nas plantas aclimatizadas a
150 umol m™ s em relagdo ao dia zero (354,7£7,2 ¢ 310348 4 cm’ g’ respectivamente)
mas 0 mesmo nao aconteceu com o regime de maior intensidade de luz, que ndo diferiu
significativamente do dia zero de aclimatizagio (304,849.8 cm’® g e 310,384 cm’ ¢
respectivamente) (Fig. 4.12), o que traduz uma vez mais o relativo equilibrio na
funcionalidade das estruturas foliares das microplantas enraizadas em condigdes ex vitro

A avaliagdo da area foliar especifica por grupo de folhas, persistentes (fP), novas

N) e total (f7), permite visualizar mais detalhadamente estas variagdes (Fig. 4.13).
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Figura 4.13. Efeuto da intensidade de luz (umol m” §7) durante a fase de aclimatizagdo na
area foliar especifica (SLA) de folhas persistentes (fF). folhas novas (IN) e total de fothas (1T)
em plantas de castanheiro micropropagadas com o sistema radicular desenvolvido in vitro {4)
e ex vitro (B).

Assim, verificamos que o valor mais elevado para as plantas com enraizamento
in vitro foi obtido para as folhas persistentes aclimatizadas a 250 pmol m” s de

uradiancia, nio apresentando os restantes valores diferengas significativas entre si
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{Fig. 4 13A). Nas plantas com enraizamento ex vitro venficaram-se sempre valores
signiticativamente superiores para a modalidade de menor intensidade luminosa, com

excepgdo das folhas persistentes que ndo diferiram significativamente entre modalidades
(Fig. 4.13B).

3.1.4. Taxa de crescimento relativo, taxa de assimilacio e raziio de drea

foliar

Os resultados das determinagdes da taxa de crescimento relativo {RGR), taxa
liquida de assimilagdo (NAR) e razdo de area foliar (LAR), sendo valores calculados a
partir das médias, ndo foram sujeitos a analise estatistica. Em relacdio a taxa de
crescimento relativo (RGR) verifica-se um acréscimo para as microplantas aclimatizadas a
uma maior intensidade de luz, de cerca de 50% para as plantas com sistema radicular
in vitro (0,106 ¢ 0,153 g g dia™ respectivamente) e cerca de 370% para as plantas com

sistema radicular ex virro (0,138 ¢ 0,512 g ¢ dia” respectivamente) (Tab. 4.2).

Tabela 4.2. Influéncia do tipo de desenvolvimento radicular ¢ da intensidade da luz na taxa
de crescimento relarivo (RGR). taxa liquida de assimilacdo (NAR) ¢ na razdo de area foliar
(LAK) em plantas de castanheiro micropropagadas com o sistema radicular desenvolvido
in VItTo € ex vitro.

Rizogénese Luz RGR NAR LAR
(umel m? sy (g g dia™h) (gm™dia™) (m*g™)

In vitro 150 0,106 10,6 0,0211
250 0,153 15,3 0,0218

Fx vitro 150 0,138 16,8 0,024]
2590 0,512 41,2 0,0197

Também a taxa liquida de assimilagio (NAR) sofreu idéntica evolugdo, tendo sido
positivamente influenciada pelos regimes de luz mais intensos e com maior significado para
as plantas com sistema radicular ex vifro em que quase triplicou (16,8 para 41,2 g m” dia’!

respectivamente) (Tab. 4.2). Quanto a razio de area foliar (LAR) registaram-se pequenas
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flutuagdes entre as modalidades dos tratamentos, parecendo ndo ter sido muito
influenciada pelos regimes de luz a que as plantas estiveram sujeitas durante a
aclimatizagdo (Tab. 4.2).

A Figura 4.14 representa alguns aspectos de plantas de castanheiro
micropropagadas durante e apos a fase de aclimatizagio cujos resultados quantitativos se

acabaram de descrever.

Pagina ao lado:

Figura 4.14. Diferentes aspectos de planias de castanheiro micropropagadas duranse e apos a
fase de aclimatizagdo sob o regime de luz mais elevado (250 pmol m? s (A) Aspecto das
plantas no interior do estufim de aclimatizagdo. (B} Aspecto de plantas com enraizamento
In vitro no final da aclimatizagdo. (C, D e E) Aspecio de plantas com enraizamento ex vitro no
Jinal da aclimatizagdo. (F) Plantas micropropagadas com seis meses. A barra representa 10 cm
emA CeFeScmemB DeE.
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3.2. Histologia e anatomia foliar

3.2.1. Analise qualitativ:

3.2.1.1. Observacdes histologicas

As secgdes transversais dos diferentes tipos de folha analisados antes e apds os
diferentes tratamentos e condigdes de aclimatizagio, bem como das folhas de campo de
plantas micropropagadas com um ano, apresentaram uma maior ou menor diferenciagdo
dorsiventral do mesofilo em parénquima em palicada e lacunoso, muito de acordo com as
condi¢bes ambientais em que decorreu a sua diferenciagio ¢ expansio (Fig. 4.15). No
entanto ndo se registaram diferengas susceptiveis de permitirem uma clara diferenciacio,
em termos qualitativos, entre 0 mesmo tipo de folha das plantas dos diferentes tratamentos
de aclimatizagio, pelo que a descrigdo que se segue, feita com base nas folhas das plantas
com enraizamento ex vifro e aclimatizadas a 250 pmol m? s, se podera aplicar aos outros
tratamentos.

As tolhas do dia zero de aclimatizagdo (fD0) apresentaram uma espessura reduzida
e uma diferenciagio muito pouco nitida entre parénquima em palicada e parénquima
lacunoso (Fig. 4.15A). O que deveria ser o parénquima em paligada, esta organizado numa
so camada de células com forma ovoide, pouco alongadas. O parénquima lacunoso
apresentou-se com poucos espacos intercelulares, apresentando ainda este tipo de folhas
reduzido desenvolvimento vascular, como se pode observar através da organizagio da
nervura central (Fig. 4.16A). De referir ainda que os tecidos de suporte, que conferem
resisténcia mecanica ao nivel da nervura central, sio praticamente inexisten:es.

Durante a aclimatizagdo verificaram-se alteragdes estruturais neste tipo de folhas.
Assim, verificou-se que o mesofilo das folhas persistentes apresentou uma redugdo
significativa dos espagos intercelulares, com a formagio de novas células clorofilinas,
apesar de se manter uma quase inexistente diferenciacdo entre parénquima em palicada e
lacunoso (Fig. 4.15B). Na nervura principal ndo se registaram desenvolvimento de novos
elementos vasculares, bem como de tecidos de suporte (Fig. 4 16B), sendo o aspecto em

tudo semelhante ao ja observado na nervura principal no inicio da aclimatizagio.
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As folhas de campo (/") de plantas micropropagadas desenvolvidas em condicdes
naturais apresentaram estrutura de folbas de sol bem definida, com maior espessura do que
as folhas formadas s viire e com uma diferenciagdo bem nitida entre parénquima em
palicada e lacunoso; o parénquima em palicada apresentou-se com células alongadas de
forma rectangular bem definida, dispostas compactamente em uma a duas camadas e o
parénquima lacunoso composto por células esféricas com poucos espagos intercelulares
(Fig. 4.15F). A diferenciagdo de tecidos vasculares, xilema e floema, ao nivel da nervura
central apresentou-se bem nitida e desenvolvida, para além da presenga significativa de
tecidos de suporte, em especial colénquima (Fig. 4.16F).

A analise das folhas desenvolvidas durante a fase de aclimatizagdo, folha um, folha
dois e folha trés, mostrou uma adaptagio gradual das estruturas histoldgicas no decorrer
do processo de aclimatizagdo, de acordo com as novas condigdes de irradidncia e
progressivas redugdes de humidade em que as folhas se foram desenvolvendo (Fig. 4.15C,
D e E). O parénquima em paligada mostrou uma gradual modificagdio estrutural, traduzida
pela aproximagdo da forma das células a uma forma mais rectangular, bem como ao
aparecimento, em algumas observagdes, de uma segunda camada de células; como
consequéncia a espessura do parénguima lacunoso diminuin. No entanto ndc foram
significativas as mudangas ao nivel da diminui¢io dos espagos intercelulares. A espessura
total das folhas aumentou gradualmente, apresentando valores intermédios entre as folhas
persistentes e as folhas de campo. Progressivos foram também a diferenciagio e
desenvolvimento do sistema vascular ao nivel da nervura central apresentando a folha trés
um desenvolvimento muito aproximado ao que se observa nas folhas de campo
(Fig 4.16C, De E). De facto, fot possivel observar em algumas nervuras a diferenciagio
de uma segunda'série de tecidos vasculares, xilema e floema. Significativa foi também a
gradual formagiio de tecidos de suporte, em especial colénquimna, que no caso da folha trés

se mostram bem desenvolvidos (Fig. 4.16E).
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Figura 4.15. Cortes transversais ao nivel do mesdfilo dos diferentes tipos de folhas
analisadas em plantas de castanheiro micropropagadas com enraizamento ex vitro e
aclimatizadas a 250 umol m~ 5. (A) Folha do dia zero (1D0). (B) Folha persisiente ().
(C) Folha um (f1). Em iodas a barra representa 50 pm.
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Figura 4.15 (continnacdo). Corles transversais ao nivel do mesofilo dos diferentes tipos de
Jfolhas analisadas em plantas de castanheiro micropropagadas com enraizamenio ex vitro ¢
aclimatizadas a 250 ymol m™ s (D) Folha dois (2). (E) Folha irés (13). (F) I'olha de campo
(fC). Em todas a barra representa 30 .
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Figura 4.16. Cories iransversais ao nivel da nervura ceniral dos diferentes tipos de folhas
analisadas em plantas de castanheiro micropropagadas com enraizamento ex Vvitro ¢
aclimatizadas a 250 pumol m™ 5. (A) Folha do dia zero (fD0). (B) I'olha persistente (7).
(C) Folha um (f1). Em todas a barra representa 100 ym
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Figura 4.16 (continuacdo). Cortes transversais ao nivel da nervura ceniral dos diferentes
tipos de jolhas analisadas em plantas de casianheiro micropropagadas com enraizamenio ex
vitro ¢ aclimatizadas a 250 panol nit s (D) Folha dois (12). (E) Folha trés (13). (F) Folha de
caimpo (fC). Em todas a barra represenia 100 um.
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3.2.1.2. Estomas

A morfologia dos estomas foi outro dos pardmetros que permitiu acompanhar o
gradual processo de adaptagdio das plantas micropropagadas as condicoes de luz e,
particularmente, de humidade, que se registaram durante a fase de aclimatizagdo. Assim,
verificou-se que os estomas das folhas persistentes das plantas com enraizamento i vitro,
se apresentaram completamente abertos, sobrelevados, com um aspecto flacido e
deformado e com uma forma quase circular (Fig. 4.17D), em tudo idéntico ao aspecto
morfologico apresentado pelos estomas no final da fase de alongamento (Fig. 4.17A). A
diferenciagdo entre células guarda e células companheiras ¢ praticamente inexistente ¢ a
sua morfologia em nada se alterou comparativamente a dos estomas diferenciados no final
do periodo de enraizamento (fD0) (Fig. 4.17B). Nas plantas que tiveram o seu processo de
expressdo radicular em condigdes ex wvitro, verificamos que as condi¢des ambientais
tiveram capacidade de modificar a morfologia estomatica. Assim, & ja bastante evidente a
diferenciagdo entre células guarda e células companheiras e a forma mais elipsoidal que os
estomas comegam a apresentar. No entanto continua a ser patente a acentuada abertura

estomatica (Fig. 4.17C).

"%
lﬁ‘

20KV X2,588 18FmQ ogpy %2,508 18w

138



IV. Actimatizagio de plantas de castanheiro regeneradas in vitvo

NS LS

28Ky

Figura 4.17. Imagens ao MEV da morfologia esiomdtica em diferentes tipos de folhas de
planias de castanheiro micropropagadas. (A} Folha in vitro no final da fase de alongamento.
(B) Folha do dia zero das planias com enraizamento in vitro (fD0). (C) Folha do dia zero das
plantas com enraizamenio ex vitro (fD0). (D) Folha persistente (fP),

A analise da morfologia estomatica ao longo do processo de formacio de novas
folhas no decorrer do processo de aclimatizagio, mostra também a sua gradual
diferenciagdo e normalizagdocomparativamente com os estomas das folhaside plantas com
crescimento no campo (Fig. 4.18). Estas apresentam-se com células guarda e células
companheiras bem diferenciadas, com forma elipsoidal caracteristica e com o ostiolo
praticamente fechado (Fig. 4.18D). Esta evolucio parece ser fundamentalmente
condicionada pelas condigdes de humidade no decorrer da diferenciacio, niio tendo a
irradiancia mostrado ser um factor que afectasse este processo, nem tdo pouco a origem
do sistema radicular que as plantas possuiam no inicio da aclimatizacio, ja que se puderam
observar morfologias estomaticas muito semelhantes para qualquer dos tratamentos, quer

de enraizamento quer de luz.
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Figura 4.18. Imagens ao MEV (a esquerda) e MO (a direita) da morfologia estomatica em
diferenies tipos de folhas de plantas de castanheiro micropropagadas com enraizaimenio

ex vitro e aclimatizadas a 250 pmol ni” s (A) folha um (f1). (B) folha dois (12). Na MO a
barra represenia SO pmem A, Be Ce 10 ym em D.
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Figura 4.18 (continuagdo). Imagens ao MEV (a esquerda) e MO (a direita) da morfologia
estomatica em diferentes fipos de folhas de plantas de castanheiro micropropagadas com
enraizamenio ex vitro ¢ aclimatizadas a 250 pmol w57, (C) Folha irés (13). (D) Folha de

campo (fC). Na MO a barra represenia 30 un.
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3.2.2. Indicadores quantitativos
3.2.2.1. Espessura da folha, nervura central e niimero de células

A espessura da folha ndo foi influenciada significativamente pelos tratamentos de
aclimatizacdo, quando se avaliaram as plantas com enraizamento in vitro e ex vitro & apos
os dois niveis de irradidncia a que estiveram sujeitas, independentemente do tipo de folha

(Tab. 43).

Tabela 4.3. Influéncia do tipo de desenvolvimento radicular ¢ da intensidace
aa luz na espessura da folha e didmetro da nervura principal no final da fase
de aclimatizagdo em plantas de castanheiro micropropagadas.

Rizogénese Luz Espessura Nervura
(umol m?s™)  (um) (um)

In vitro 150 1056 a 7340a
250 1023 a 3575¢

txviro 150 1029a 640,7 b
250 99.8 2 654,7 b

Ja 0 mesmo ndo aconteceu com o desenvolvimento e consequente espessura da
nervura central, onde o regime de luz a que as microplantas estiveram sujeitas e a
interacgdo entre este ¢ o tipo de sistema radicular, mostraram afectar significativamente
este parametro, tendo as folhas das 'plantas com enraizamento /r vifro e aclimatizadas a
150 pmol m* s apresentado o valor mais elevado e as folhas das plantas com
enraizamento ex vifro sem apresentarem diferencas significativas entre si (Tab. 4.3).

A analise dos resultados da influéncia da irradidncia luminosa sobre cada um dos
tipos de f(_}lhas para cada um dos tratamentos de enraizamento e comparativamente com os
resultados obtidos nas folhas do dia zero e em folhas de campo, estdo apresentados na
Figura 4.19. Para a espessura da folha verificamos, em ambos os casos, uma ligeira
redugdo na espessura da folha nas folhas persistentes, comparativamente a espessura que

possuiam no dia zero de aclimatizagdo. A folha um e folha dois apresentam um gradual
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acrescimo que ndo € acompanhado, embora sem diferenga significativa, pela folha trés. As

tolhas de campo s30 as que apresentaram uma maior espessura, com 178,5+4 8 um.
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Figura 4.19. Efeito do regime de luz (umol m~ s''j durante a fase de aclimatizacdo de planias
de castanheiro micropropagadas. na espessura da folha para cada um dos tipos de folhas
analisadas. folha do dia zero (fDO) e folhas de campo (fC). (A) Plamias com sistema radicular
desenvolvido w vitro. (B) Plantas com sistema radicular deservolvido ex vitro.

Em relagdo ao didmetro da nervura central (Fig. 4.20), tal como ja haviamos
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Figura 4.20. lifeito do regime de luz (umol m” §'). durante a fase de aclimatizacdo de
plantas de castanheiro micropropagadas, no didmetro da nervura principal para cada um dos
tipos de folhas analisadas, folhas do dia zero (1D0} e folhas de campo (fC). €4) Plantas com
sistema radicular desenvolvido in vitro. (B) Plantas com sistema radicular desenvolvido

ex vitro.

{43



I C. Gongalves

referido anteriormente, ele vai gradualmente aumentando nas folhas que se vdo
diferenciando.

Se no caso das plantas com enraizamento in vitro (Fig. 4 20A) se registou sempre
um maior didmetro da nervura principal nas fothas desenvolvidas no tratamento de menor
irradidncia, ja no caso das plantas com enraizamento ex vitro, a nervura da folha dois e
folha trés mostrou ser positivamente influenciada pelo regime de maior irradiincia
(Fig. 4 20B). Verificou-se ainda, em ambos os casos, que o didmetro da nervura principal
da folha trés foi significativamente superior ao registado nas folhas de campo.

A quantificagio do namero de células por unidade de COMprimento nos cortes
transversais dos diferentes tipos de folhas analisados foi contabilizada apenas nas plantas
com enraizamento ex vitro e feita a anélise comparativa do efeito do regime luminoso a
que as plantas estiveram sujeitas durante a fase de aclimatizagdo. Os resultados obtidos
estdo indicados nas Tabelas 4.4 e 4.5. Verificou-se que 0 regime luminoso ndc provocou
diferengas significativas neste pardmetro, tendo as folhas das plantas aclimatizadas a
150 umol m™ &' um valor médio de 36,242 3 células por 100 um ¢ as folhas das plantas
aclimatizadas a 250 umol m™ s uma média de 36,942,8 células (Tab. 4.4). No entanto,
quando a analise ¢ feita com base no tipo de fotha analisada verificamos que 0 numero de
celulas € ja significativamente afectado (Tab. 4.5), observando-se um decréscimo no
namero de células por area a medida que as novas folhas se vio diferenciando,
confirmando assim aquilo que atras haviamos referido aquando da descrigio da estrutura

anatomica dos diferentes tipos de folhas, no final da aclimatizagdo.

Tabela 4.4. Influéncia do regime luminoso Tabela 4.5. Niimero de células em 100
durante a aclimatizagdo no nimero de um de  comprimento de corte
células em 100 pum de comprimento de transversal nos diferentes tipos de
corte transversal da folha. Jothas no final da aclimatizagdo.

Luz N® de células Folha N® de células

ERA |
{(pmolm™s7)

150 36,2 a fP 459 a
250 369a fl 30,1b
f2 313¢
3 319¢
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Analisando a influéncia da irradidncia sobre o nimero de células nos diferentes
tipos de folhas comparativamente com as folhas do dia zero, verificamos que as folhas
persistentes registaram um significativo acréscimo deste parimetro, o que traduz uma

certa funcionalidade deste tipo de folhas durante o processo de aclimatiza¢io (Fig. 4.21).
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Figura 4.21. Efeito do nivel de irradidncia durante a fase de aclimatizagdo no nimero de
células existentes em LG um de comprimenio em corte transversal para cada um dos n1pos de
Jolhas analisadas folha do dia zero (fDO) e folhas de campo (f0). em plantas de castanieiro
micropropagadas com sistema radicular desenvolvido ex vitro e comparadas com os valores
de folhas do dia zero (fD0) e fothas de campo (C). '

Quando comparadas com o numero de células das folhas de campo, verificamos
que a folha dois e a folha trés possuem ainda um nimero de células significativamente
inferior (Fig. 4 21). E de registar ainda que ao nivel destas folhas se verifica um ligeiro
acréscimo no nimero de células no tratamento de maior irradiincia, diferénca essa que €

stgnificativa no caso da foltha dois mas nio da folha trés.

3.2.2.2, Estrutura interna e frequéncia estomatica

A analise da estrutura interna da folha foi feita avaliando para cada tecido,
epiderme superior, parénquima em paligada, parénquima lacunoso e epiderme inferior, a
sua respectiva espessura. Os resultados sio apresentados em percentagem de cada um

deles na espessura total da folha e estio referidos na Tabela 4.6,
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Da analise da Tabela 4.6 verificamos que os factores tipo de sistema radicular e
nivel de irradidncia nem sempre provocaram diferengas significativas ao nivel da
diferenciagdo dos tecidos constituintes das folhas. De facto, no caso da epiderme superior
e parénquima em paligada s6 o factor sistema radicular provocou diferengas, apresentando
as folhas das plantas com enraizamento in vifro uma % de tecido epidérmico ligeiramente
superior comparativamente as folhas das plantas com enraizamento ex vitfro e no caso do
parénquima em palicada verificou-se o contrario, isto €, as plantas com enraizamento
ex vifro apresentaram um maior % deste tecido comparativamente com o das plantas com
enraizamento /# vifro. Em relagdo ao parénquima lacunoso ndo se registaram guaisquer
diferencas significativas provocadas pelos factores em estudo (Tab. 4.6). A epiderme

inferior mostrou ser afectada apenas pelo factor rizogénese (Tab. 4.6).

Tabela 4.6. Influéncia do tipo de desenvolvimento radicular e do nivel de luz durante a
aclimanizagdo. ho desenvolvimento de cada um dos tecidos constituintes da folha no final du Jase
de aclrmanzacdo. Os valores apresentados referem-se &% de cada um em relagdo & espessura
total da folha.

Rizogénese Luz Ep. superior  P. palicada P. lacunoso E. inferior
(pmol m™s™) (%) (%) (%0) (%)
In vitro 150 14,6 ab 343b 41,7a 94b
250 1502 36,0 ab 3792 11,12
Ex vitro 150 13,8b 38,7a 3i85a 91b
250 138b 386a 39 1a 860

Os resultados obtidos em cada um dos tratamentos de enraizamento,
independentemente, e sob o efeito das duas irradidncias utilizadas, estdo representados nas
Figuras 4.22 e 4.23, onde estdo também referidas as caracteristicas histologicas do
mesofilo das folhas do dia zero ¢ de folhas de campo. O facto mais significativo, e que é
facilmente perceptivel nos graficos das referidas figuras, é o progressivo acréscimo da %
do parénquima em paligada, com o consequente decréscimo do parénquima lacunoso, com
valores que se vdo gradualmente aproximando aos registados nas fothas de campo de
plantas micropropagadas que, nos casos da folha trés das plantas com enraizamento

€x vitro nao apresenta ja diferengas significativas (Fig. 4.22).
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Figura 4.22. Espessura dos diferentes tecidos da Jolha. epiderme superior fep. sup.).
paréngquima em palicada (p. pal.). parénquima lacunoso (p. lac.) e epiderme inferior fep. inf.).
indicada em % da espessura total da folha. para cade um dos tipos de folthas analisadas,
Jolhas do dia zero (fDO) e folhas de campo (fCJ. Plantas com enrcizamento in vitro e
aclimatizadas a 156 umol m™ s (4) e 250 pmol m” s (B). Comparagdo multipla de médias
_feita entre cada tecido.
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Figura 4.23. Espessura dos diferentes fecidos da folha, epiderme superiorfep. sup.),
parénquima em palicada (p. pal ). parénquima lacunoso (p. lac) e epiderme inferior (ep. inf).
representada em % da espessura total da folha. para cada um dos 1ipos dz folhas analisadas,
Jolhas do dia zero (fDO) e Jfolhas de campo (fC). Planias com enraizamento ex vitro e
aclimatizadas a 150 ymol m™ 57 (4) e 250 umol m” s (B), Comparagéo multipla de médias
feita entre cada tecido.

147



J. C. Gongalves

Tal como referimos anteriormente, confirmam-se as poucas diferengas que se
registam para cada tipo de folhas em consequéncia da irradidncia a que as microplantas
estiveram sujeitas durante o periodo de aclimatizagdo. Neste aspecto apenas podemos
destacar as diferengas ao nivel do parénquima em pali¢ada nas folhas persistentes e do
parénquima lacunoso das folhas persistentes e folha um das plantas com enraizamento
invitro (Fig. 4.22).

A frequéncia estomatica, expressa pelo numero de estomas por mm’, determinada
nas plantas com enraizamento ex vifro, nao foi influenciada pelo regime de irradidncia a
que as plantas estiveram sujeitas durante a aclimatizacio (Tab. 4.7), tendo-se no entanto
registado diferengas em fungio do tipo de folha (Tab. 4.8). De facto registou-se uma
progressiva redugdo da densidade estomatica com o decorrer do processo de aclimatizagdo
e de acordo com o desenvolver de novas fothas, com diferengas significativas logo para a
folha um, comparativamente as folhas persistentes. De referir ainda que entre a folha dois e

folha trés ja ndo se registaram diferengas (Tab. 4.8).

Tabela 4.7, Influéncia do  regime Tabela 4.8. Frequéncia estomatica nos

luminoso durante a aclimatizagdo na diferentes  tipos de jolhas apds os
Jrequéncia estomatica, tratamenios de aclimatizagdo.
Luz Frequéncia estomitica Fotha Frequéncia estomitica

(wmol m™ 5™

150 2951 a P 4124 a
250 2993 3 fl 3058%b
2 243 8¢
3 2268 ¢

Quando analisamos a frequéncia estomatica para cada um dos tipos de folha das
plantas aclimatizadas, verificamos que ndo se registaram diferengas significativas entre o

numero de estomas das folhas do dia zero e as folhas persistentes (Fig. 4.24).
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Figura 4.24. Lfeito da intensidade de luz durante a fase de aclimatizacdo na frequéncia
eStomatica para cada wn dos fipos de fothas analisadas, em plantas de- castanheiro
micropropagadas  com  sistema  radicular  desenvolvido ex vitro, aclimaiizadas  a
250 umol m” 5™ ¢ comparadas com os valores de folhas do dia zero e folhas de campo. '

A folha dois e folha trés, com valores entre 224,289 ¢ 246,8-6,1 estomas mm",
ndo se distinguiram do valor registado nas folhas de campo, que apresentaram um valor

médio de 231,848 estomas mm™ (Fig. 4.24).

3.3. Variagdo da perda de dgua

A variagdo do conteddo relativo em agua (RWC) foi quantificada nas folhas
persistentes (/). folha dois (f2) e folha trés (f3) das plantas com enraizamento ex vifro e
apos os dois tratamentos de irradidncia na aclimatizacdo (150 e 250 umgl m* s). Foi
também determinado a variago do conteudo relativo em agua em folhas de campo (A) de
plantas micropropagadas a crescer em vaso. |

Os resultados dessas determinagdes sdo apresentados nas Figuras 4.25 a 4.28, onde
se avalia, para cada um dos tratamentos de aclimatizagdo, a influéncia da irradidncia de
achmatizag¢do em cada um dos tipos de fotha analisada.

Nas plantas aclimatizadas a 150 umol m? s, quando se quantificou a variacdo da
perda de agua através dos discos foliares, ndo se registaram diferengas significativas entre

os diferentes tipos de folhas, verificando-se que apds 20 minutos de exposigio ao ar, os
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discos da folha trés tinham perdido 54% da sua agua, os discos da folha dois 67,3% e os

discos das folhas persistentes 60,3% (Fig. 4.23).

Perda de agua {%j

G 2 40 €0 80 100 120 140 180 180

Tempo (min)

Figura 4.25. Variagdoe da perda de agua determinada em discos em Jolhas persistentes (fP),
Jolha dois (12) e folha irés (f3i de plantas de castanbeiro com enraizamento ex vitro no final
dao aclimatizagdo a 150 pmol m” s de irradidncia e em folhas de plantas de campo
micropropagadas (fU).

Ao fim de uma hora, todos os tipos de folhas tinham perdido mais de 90% do seu
conteudo relativo em agua. Os discos das folhas de campo mostraram um mais eficaz
controlo na perda de agua, de tal forma que no final do ensaio, apés 3 horas de eXposigio
ao ar, apenas tinham perdido 64% do seu conteiido em agua.

O comportamento das percentagens de perda de dgua, quando a deterndinagiio foi
feita com as fothas inteiras, apresentou algumas diferencas comparativamente ao que se
registou com discos. Assim, verificou-se uma alteragdo entre o comportamento das folhas
persistentes e folha dois; tendo estas apresentado ja uma maior capacidade de retengdo de
agua. A folha trés, apresentou por sua vez diferencas significativas na % de perda de agua
comparativamente com as folhas persistentes e folha dots, com 49% contra 60,3% e 60%
respectivamente (Fig. 4.26). Também neste caso se verificou uma perda na ordem dos
90%, apos uma hora de exposigio ao ar. O comportamento das folhas de campo

confirmaram esta tendéncia, de maior capacidade de retengdo da folha intacta
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comparativamente aos discos, registando no final do ensaio apenas uma perda de agua de

30% (Fig. 4.26).

Perda de agua (%)
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Figura 4.26. Variagdo da perda de agua determinada por folha inteira em folhas persistenies
(1P}, tolha dois (12) e folha trés (13} de plantas de castanheiro com enraizamento ex vitro no
final da aclimatizagdo a 150 pmol m™ 57 de irradidncia e em folhas de plamas de campo
micropropagadas ().

Nas plantas aclimatizadas a 250 umol m™ s quando as determinagdes foram feitas
em discos, os valores de percentagem de perda de agua foram ligeiramente superiores aos
determinados nos discos de folhas aclimatizadas a 150 pmol m™ s™. O comportamento dos
diferentes tipos de folhas ndo foi muito diferente entre si, apesar de se confinuar a registar
serem as folhas persistentes a perderem agua de uma forma mais rapida, seguidas da fotha
dois e folha tres (Fig. 4.27). Os valores de perda de agua aos 20 minutos foram de 64,3%
para os discos da folha trés, 71,6% para os discos da fotha dois e 72,5% para os discos das
folhas persistentes. Ao fim de uma hora qualquer deste tipo de folha ultrapassava ja os

90% de perda de agua, enquanto os discos das folhas de campo ficavam pelos 48,8%

(Fig 4.27).
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Figura 4.27. Variagio da perda de égua determinada por discos em folhas persistentes (fP),
folha dois (f2) e folha trés (13) de plamas de castanheiro com enraizamento ex vitro no final
aa aclhmatizacdo a 230 pmol m” s de irradidneia e em Jothas de plamtas de campo
micropropagadas (fU).

Para o mesmo tratamento de aclimatizagio, quando a determinagio da perda de
agua foi feita com as folhas intactas, registou-se um comportamento significativamente
diferente (Fig. 4.28). Assim, verificou-se que a folha dois e folha trés, apresentando
comportamento idéntico entre si aos 20 minutos, com 39,7% e 38 4% de perda de agua
respectivamente, diferiam significativamente dos 63% de perda de agua por parte das
folhas persistentes (Fig. 4.28). No final da primeira hora de exposi¢io ao ar, as folhas de

campo apenas tinham perdido 13,4 % do se contetido relativo em agua.
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Figura 4.28. Variagde da perda de agua determinada por folha em folhas persistentes (7).
Sfolha dois (12) e folha trés (3) de plantas de castanheiro com enraizamenio ex vitro no final
da aclimatizacdo a 230 pmol m” s de irradidncia e em folhas de planias de campo
micropropagadas (fC).

3.4. Clorofilas

As concentragoes em pigmentos clorofilinos, clorofila a (C7,), clorofila b (Cly) e
clorofila total (C/,,./) foram determinados de acordo com o descrito no ponto 2.4 deste
capitulo.

Os resultados dessas determinagdes sdo apreseniados na Tabela 4.9, onde se avalia
a influéncia dos dois factores, sistema de enraizamento e irradidncia, e nas Figuras 4.29 a
432 onde se avalia, para cada um dos tratamentos de enraizamento, a influéncia da
irradidncia de aclimatizagdo em cada um dos tipos de folhas comparativamente com 0s
valores das folhas no dia zero (fD@) de aclimatizagdo

Verificaram-se, para todos os pardmetros em analise (CL, Cl,, Clow € razio

ClLJ/Cl) efeitos significativos, quer do tipo de sistema radicular que as plantas possuiam no
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inicio da aclimatizagdo quer da irradidncia a que as plantas estiveram sujettas durante a

aclimatizagdo, bem como uma interacgio significativa entre estes dois factores (Tab. 4.9).

Tabela 4.9. Influéncia do tipo de desenvolvimento radicular e da intensidade da luz na

concentragdo de Cla, Cly, Cl,y € razéo CLICI, no final da Jase de aclimatizagdo em plantas de
castanheiro micropropagadas.

Rizogénese Luz i, Cly Cliowat Razdo Cl,/ Cl,
(umol m?s?)  (mgg'ps)  (mgg'ps)  (mgg'ps)

In vitro 150 7,74 a 3,50a 11,24 3 2,700
230 471 ¢ 1,30 ¢ 6,01 ¢ 380a

Lx vitro 150 4,50 ¢ 1,43 ¢ 504c 3530a
250 6,14 b 1,96 b 8,10b 340a

As plantas com enraizamento in vitro e aclimatizadas a 150 umol m™ s foram as
que apresentaram concentragoes de (Y, e C/, mais elevadas, no entanto, apresentaram uma
razao entre CL/Cly significativamente inferior as plantas dos restantes tratamentos; nas
plantas com enraizamento ex vifro, contrariamente ao que se registou nas plantas com
enraizamento in vitro, foram as plantas submetidas a maior irradidncia (250 pmol m™ s
as que apresentaram concentragdes de clorofilas mais elevadas (Tab. 4.9).

Na Tabela 4.10 estdo indicadas as concentragdes de CL., Cly, Cl € razio CLIC
para as folhas de campo de plantas micropropagadas com um ano de idade, onde ¢é
possivel observar uma razdo C//Cl, dentro dos valores apresentados pelas plantas no final

da aclimatizagio, apresentando, no entanto, valores superiores de Ci,, Ci,, e Cliotay.

Tabela 4.10. Concentragio de Cl,, Cly, Clow € razdo CLJ/Cly em folhas de
campo de plantas micropropagadas com ! ano de idade. Os valores séo
mediasztep de 8 repetigies.

Clorofita a Clorofila b Clorofila total Razio Cl, / Cl,
(mg g''ps) (mg g"'ps) (mg g"'ps)
050+ 106 3,10+ 0,46 12,69 +1.30 3,14+ 0645

A analise da influéncia da irradidncia a que as microplantas estiveram sujeitas

durante a fase de aclimatizagdo, para cada um dos tipos de enraizamento, permite avaliar
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mais em detalhe a variagdo das concentragdes de clorofilas em cada um dos tipos de
folhas, bem como a comparagio dessas concentragdes com o valor da folha do dia zero
(fD0) de achmatizagio.

Nas plantas com enraizamento in vitro registaram-se diferengas significativas na
concentracdo de '/, em fungdo do tratamento (niveis de irradiancia) e do tipo de folha
analisado (Fig.4.29). O valor médio mais elevado foi registado nas folhas persistentes ¢
folha um, com 90,5 ¢ 9,2+0.5 mg ¢"'ps respectivamente, diferindo de forma significativa
das restantes. Quando comparamos a concentracio de (/. nas folhas do dia zero,

verificamos que esta difere significativamente das folhas persistentes das plantas

aclimatizadas a 150 e 250 umol m™ s (Fig. 4.29A).
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Figura 4.29. Efeito da imtensidade de Iuz (umol m” s”') durante a fase de aclimatizagdo de
plantas de castanheiro micropropagadas. nas concentracdes de clorofila a (Cl,), para cada um
dos tipos de folha analisada e folha do dia zero (fDf). (A) Plamias com sistema radicular
desenvolvido n vitro. (B) Plamas com sistema radicular desenvolvido ex vitro,

Nas plantas com enraizamento ex vitro sdo as folhas das plantas que estiveram
sujeitas & maior irradidncia durante a aclimatizagio que apresentam as concentragdes de
C/; mais elevadas, contrariamente ao que havia sido registado com as plantas aclimatizadas
a 150 umol m? s (Fig. 4.29B). O valor mais elevado foi registado nas folhas persistentes
das plantas aclimatizadas a 250 pmol m*? s™', com 7,1+0.4 mg g'ps, ¢ o valor mais baixo

registado na folha dois das plantas aclimatizadas sob a irradiancia de 150 pumol m? s, com
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3,440,2 mg ¢ 'ps. Quando comparamos a concentragdo de '/, nas folhas do dia zero
verificamos que esta difere significativamente das folhas persistentes (Fig. 4. 29B).

As concentragdes de C/; apresentaram um padrdo de variacio em tudo semethante
ao registado para as concentragdes de (', Assim, nas plantas com enraizamento in viro
registaram-se valores mais elevados nas folhas das plantas aclimatizadas a 150 pumol m™ s
comparativamente as aclimatizadas a 250 pmol m™ s, com os valores mais elevados a
serem registados também nas folhas persistentes e folha um, sem diferenca significativa
entre si (Fig. 4.30A). A concentragic na folha do dia zero nio mostrou diferenca
significativa para a concentragio das folhas persistentes das plantas aclimatizadas a
250 umol m™ 57", mas ja as folhas persistentes das plantas aclimatizadas a 150 umol m™= s
apresentaram um acréscimo significativo no teor de C/, Nas plantas com enraizamento
ex vitro foram as folhas das plantas sujeitas a maior irradiancia durante a aclimatizagdo as
que apresentaram valores de (7, mais elevados, com valores maximos a serem registados
para as folhas persistentes, folha um e folha dois, sem diferenga significativa entre si

(Fig. 4.30B).
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Figura 4.30. Efeito da intensidade de luz durante (umol m?* s') durante a Jase de
aclimatizagdo de planias de castanheiro micropropagadas na concentragdo de clorofila b
(Cly) para cada um dos tipos de Jolhas aralisadas e folha do dia zero (D0). (A) Planias com
sistema radicular desenvobado in vitro. (B) Plantas com sistema radicular desenvolvido
ex vitro.
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As folhas persistentes das plantas aclimatizadas a 250 umol m* s mostraram um
acrescimo significativo no teor de C/, comparativamente com as folhas do dia zero, o
mesmo ja ndo acontecendo com as folhas persistentes das plantas aclimatizadas a
150 nmol m* s (Fig. 4.30B).

A concentragdo de clorofila total reflecte, consequentemente, o padrio de variacio
conjunto das concentragdes de C/, e Cl, em fungio do tratamento {niveis de intensidade
luminosa) e do tipo de folha analisado. Em relagdo ao tipo de folha, o valor médio mais
elevado foi registado nas folhas persistentes e folha um das plantas com enraizamento
in vitro e aclimatizadas a 150 pmol m? s, com 12,7405 e 13,4409 mg ¢'ps
respectivamente, diferindo de forma significativa das restantes (Fig. 4.31A). Nas plantas
com enfaizamento ex virro, os valores mais elevados foram registados nas folhas

persistentes, folha um e folha dois das plantas aclimatizadas a 250 pumot m” 57, com

9,320.3, 8,2+0.8 ¢ 8.240,4 mg g''ps respectivamente (Fig. 4 31B).
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Figura 4.31. Efeito da intensidade de luz durante a fase de aclimatizagdo na concemragdo de
clorofila total (Clyw) para cada um dos tipos de folhas analisadas ¢ folha do dia zere (fDO).
(A) Plantas com sistema radicular desenvolvido in vitro. (B) Plantas com sistema radicular
deservolvido ex vitro.

Na razdo (1/Cl, das plantas com enraizamento in vitro em funcio dos niveis de
intensidade luminosa, registaram-se valores mais elevados nas folhas que estiveram sujeitas
a mator irradidncia durante a aclimatizagdo, com valores entre 3.6402 e 3,9+0,1

(Fig. 4 32A).
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Figura 4.32. Efeito da intensidade de luz durante a fase de aclimatizagdo na razde entre
concentragBes de clorofila a e b (CL/CL) para cada um dos fipos de Jfolha amalisada e folha
do dia zero (fD0). (A) Plantas com sistema radicular deservolvido in vitro. {8) Plantas com
sistema radicular desenvolvido ex vitro.

Nas plantas com enraizamento ex vitro os valores da razio enire CL/Ch, ndo
mostraram qualquer diferenga significativa em fungdo do tipo de folha analisada, tendo os
valores oscilado entre os 3,240.2 para a folha dois das plantas que foram aclimatizadas a
250 pmol m™ s ¢ os 3,820,4 para a folha trés das plantas que foram aclimatizadas a
150 umol m® ™. Verifica-se também que as folhas do dia zero apresentavam ja uma razio

em tudo idéntica a das folhas ne final da fase de aclimatizagdo (Fig. 4.32B).

3.3, Fotossintese

3.5.1. Taxa de fotossintese aparente, transpiracio e condutincia

estomatica

Os valores da taxa de fotossintese aparente (4), de transpiracdo (£) e condutincia
estomatica ((7), foram determinados em folhas de campo de plantas micropropagadas com
um ano (fC), na folha dois (/2) e folha trés (f3) de plantas de castanheiro micropropagadas

com sistema radicular desenvolvido in vifro, e em folhas persistentes (f), folha um (f7),
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folha dois (f2) e folha trés (/3) de plantas de castanheiro micropropagadas com sistema
radicular desenvolvido ex vifro, apos os dois tratamentos de aclimatizagdo, com irradiancia
de 150 pmol m? 5" e 250 umol m? s (Fig 4.1).

Na Tabela 4.11 estdo indicados os resultados obtidos na taxa de fotossintese
aparente, transpiragdo € condutancia estomatica, para as microplantas de cada um dos
tipos de tratamentos no final da fase de aclimatizagfo, utilizando apenas os resultados
quantificados na folha dois (f2) e folha trés (f3) uma vez que estes tipos de folhas foram

comuns a todos os grupos de plantas.

Tabela 4.11. Influéncia do tipo de sistema radicular e densidade de fluxo towonico de cada um
dos ratamentos de aclimatizagdo na taxa de fotossiniese aparente (4). waxa de transpiragdo (1)
e condutdncia estomatica (G). em plamas de castanheiro micropropagadas. quantificados na
Jolha dois e trés dos respectivos tratamentos, no final da fase de aclimatizagio.

Rizogénese Luz A E G

{umol m?s™h) (wmol CO. m™ s {mmol m? s (mmol m” s
In vitro 130 3,49 ab 2,09h 8047 b

250 38la 3,082 106,93 a
Ex vitre 150 23 b 1,82 be 78,13 b

250 325b 1,72 ¢ 79.35b

Para qualquer dos referidos pardmetros, venficou-se que as diferengas
significativas que se registaram se ficaram a dever, exclusivamente, ao factor rizogénese,
tsto ¢ tipo de sistema radicular que as plantas possuiam no imcio do processo de
aclimatizagdo, ndo tendo o nivel de irradidncia influenciado o0s referidos parametros. O
valor da taxa de fotossintese aparente mais elevado foi registado nas plantas com raizes
in vitro e aclimatizadas a 250 pmol m™ s, com 3,81 pumol CO; m™ s, sem diferenca
significativa para as plantas aclimatizadas a 150 pmol m™ s, mas significativamente
diferente das plantas com raizes ex vitro (Tab. 4.11). Aquele grupo de plantas apresentou,
também, os valores mais elevados para a taxa de transpiragio (£), com 3,08 mmol m~ s e
condutancia estomatica (), com 106,9 mmol m™? g

De referir ainda que para a taxa de transpiragdo e condutdncia estomatica se
registaram interacgdes significativas entre o tipo de tratamento de rizogénese e o regime

de luz a que as plantas estiveram sujeitas durante a fase de aclimatizagio, dando assim a
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indicagdo de que estes pardmetros variam consoante a combinagdo destes factores entre si
(Tab. 4.11)

A analise do comportamento dos diferentes tipos de folhas quantificadas neste
estudo, feita nas microplantas com enraizamento ex vitro, torna possivel avaliar o
contributo parcial de cada um desses tipos de folhas comparativamente com as folhas de
plantas de campo (/) (Fig. 4.32). Assim, sio patentes as baixas taxas de fotossintese
aparenfe que as folhas persistentes apresentam, independentemente do tratamento
luminoso a que as plantas estiveram sujeitas durante a aclimatiza¢do, com valores de
120,09 e 0,7520,09 wmol CO, m? 5 respectivamente para as plantas aclimatizadas a
150 umol m” s' o e a 250 umol m? s (Fig. 433A). E também visivel o gradual
acrescimo de taxa de fotossintese na sequéncia de diferenciagio foliar, entre folha um, dois
e trés, quer no caso das plantas aclimatizadas a 150 umol m” s, quer nas plantas
aclimatizadas a 250 pmol m™ s’ (Fig. 4 33A). De referir que na folha trés das plantas do
tratamento com maior irradidncia se verificou um valor de taxa de fotossintese aparente
ligeiramente superior, sem diferenga significativa, ac apresentado pela folha trés do grupo
de plantas actimatizadas a 150 umol m? 5. A taxa de fotossintese aparente para as folhas
de campo foi de 4,540,2 umol CO: m? s? As taxas de transpira¢io apresentaram
comportamento semelhante em todos os tipos de folhas analisados, com wvalores
ligeiramente superiores nas folhas um e folha dois das plantas sujeitas a uma irradidncia de
150 pmol m™* 57, com as folhas trés das plantas aclimatizadas a 250 pmol m? s' a
apresentarem um valor mais elevado em relagio a folha trés das plantas aclimatizadas a
150 umol m™ ! {Fig. 4.33B). Também neste pardmetro o valor mais elevado foi gegistado
nas folhas das plantas de campo, com 2,5+0.3 mmol m? s!,

A condutdncia estomética apresenta também um padrdo de flutuacio bastante
restrito {entre 70447 mmol m? §* para a folha um das plantas aclimatizadas a
250 umol m™ 5" € 92+14,7 mmol m? s°' para as folhas persistentes do mesmo tratamento),
com um padrio de variagdo entre folhas das plantas dos dois tratamentos em tudo idéntico

ao verificade com o das taxas de transpiragao (Fig. 4 33C).
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Figura 4.33. Efeito da intensidade de Iuz (umol m™ s7') durante a fase de aclimatizacdo na
taxa de fotossintese aparente A (A), taxa de transpiragio E (B) e conduidncia estomatica G
(C) em plantas de castanheiro micropropagadas com enraizamento ex vitro, medidas em
folhas persistentes (fP). folha um (f1), foiha dois (f2), Jolha trés (13) e folhas de campo de
plantas micropropagadas (fC).

3.5.2. Curvas de resposta a luz e capacidade fotossintética

As curvas de resposta a luz foram calculadas nas folhas de plantas de campo (A7),
nas folhas persistentes (fP), na folha dois (f2) e folha trés (f3) das plantas de castanheiro
com 0s dois tipos de sistema radicular, in vitro e ex vitro e aclimatizadas sob os dois niveis

de irradidneia, 150 e 250 umol m™ s (Fig. 4.1).
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As curvas de resposta da taxa de fotossintese em fun¢do da densidade de fluxo
fotonico (PPFD), medida a CO;, saturante, apresentadas nas Figuras 4.34 a 4 38, mostram
uma adaptagio gradual do aparelho fotossintético das plantas micropropagadas as
condigdes inr vivo, 4 medida que se vai assistindo ao desenvolvimento de novas folhas

durante o processo de aclimatizagio.
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Figura 4.34. Curvas de resposta a irradidncia da taxa de libertagdo de O medida a 25 °C e
CO; saturante, em discos foliares dos diferentes tipos de folhas analisadas (1P, {2 ¢ f3). de
plantas de castanheiro com enraizamento in vitro e aclimatizadas a 150 pmol m? 7', apos 4
semanas de aclimatiza¢do. Os valores representam médias + erro padrio de trés repeticdes
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Figura 4.35. Curvas de resposta & irradidncia da taxa de libertagdo de (). medida a 25 °C e
CO: saturante, em discos foliares dos diferentes tipos de folkas analisadas (fP. 12 e f3). de
plantas de castarheiro com enraizamento in vitro e aclimatizadas a 250 umol m™ s, apds 4
semanas de aclimatizag@o. Os valores represeniam médias + erro padrio de trés repeticdes
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De facto, é notoria a reduzida capacidade fotossintética das folhas persistentes para
qualquer dos tratamentos, ndo sd em termos da rapida saturagio, que ¢ atingida a baixos
niveis de PPFD a que se submeteram, + 100 pmol quanta m” s, como também do valor
de A ... que apresentaram, ndo ultrapassando 3,93+0,15 pmol O, m? 5!, obtido nas folhas

das plantas com raizes ex vitro e aclimatizadas a 250 umol m™ s (Tab. 4. 12)
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Figura 4.36. Curvas de resposta a irradidncia da taxa de libertacdo de O, medida a 25 °C e
CO; saturanie. em discos foliares dos diferentes tipos de folhas analisadas (fP. 12 e f3}. de
planias de castanheiro com enraizamento ex vitro e aclimatizadas a 150 umol m™ ') apos 4
semanas de aclimatizagdo. Os valores represeniam média + erro padrido de trés repetigoes

No caso das folhas dois e trés, a saturacdo da fotossintese na taxa na libertagdo de
O, verifica-se a niveis de irradidncia mais elevados, entre 300 e 400 umol m*st

As curvas de resposta 4 luz das folhas dois e trés apresentaram, um padrdo de
comportanlenio muito semethante, independentemente dos tratamentos, tendo a folha dois
apresentado sempre valores superiores ao da folha trés, com excepgio das plantas com
raizes ex vitro e aclimatizadas a 150 umol m” s, nas irradidncias intermédias (Fig. 4.36).
Vale a pena referir que a folha dois tem, pelo menos. mais uma semana de
desenvolvimento comparativamente a folha trés. Verifica-se também que nas plantas com
o sistema radicular desenvolvido em substrato natural, ex vitro, ha uma certa tendéncia de
aproximagdo das curvas de resposta entre estes dois tipos de folhas, de tal forma que os
intervalos de confianga se sobrepdem entre si, deixando assim de haver diferencas

significativas (Fig. 4.36 e 4.37), o que ndo aconieceu com as microplantas com
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enratzamento in vitro (Fig. 4.34 e 4.35). A curva de resposta das folhas de campo de
plantas micropropagadas revela a maior capacidade fotossintética destas folhas atingindo
0 ponto de saturagdo para intensidades de luz entre os 800 e 1000 umol m™ s™ {Fig. 4.38)

e com valor de 4, de 19,85 pmol O, m™? s (Tab. 4.13).
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Figura 4.37. Curvas de resposta a irradiéncia da taxa de libertacdo de O medida a 23 °C ¢
CO; saturante. em discos foliares dos diferentes tipos de folhas analisadas (P 12 e f3). de
plantas de castanheiro com enraizamento ex vitro e aclimatizadas a 230 ymol m™ 57 apos 4
semanas de aclimatizagdo. Os valores representam média + erro padrdo de irés repeticdes.
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Figura 4.38. Curva de resposta a irradidncia. da taxa de libertagdo de O», medida a 25 °C e
CO; saturante. em discos foliares de folhas de campo (fC). de planias de castanheiro
micropropagadas com um ano. Os valores representam média + erro padrdo de trés
repeticies.
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Estes aspectos sdo apoiados pela analise dos valores estimados para as taxas de
fotossintese a luz saturante (4,..), calculados com base no ajustamento de uma funcio de
regressdo ndo linear, anteriormente descrita, as curvas de resposta a densidade de fluxo
fotonico fotossinteticamente activo (PPFD), para os diferentes tipos de folhas em cada um
dos tratamentos (Tab. 4.12). As folhas persistentes apresentam entre si valores muito
semelhantes, variando entre 3,6640,12 ¢ 3,9340,15 umol O, m? s e muito inferiores aos
que se registaram na folha dois e folha trés (entre 7,440,17 e 8,640,247 pmol O, m? 5" e
6,4+0,17 e 7,9+0,23 umol O, m” s respectivamente), com diferenciacdo e expansio ja
em condigdes de achimatizagao. As folhas dois apresentaram sempre valores superiores aos
registados nas telhas trés, independentemente do tipo de tratamento, o que ndo sera de
estranhar face a diferenga de tempo de desenvolvimento para com a folha dois. De refenir
ainda que as plantas com raizes formadas ex vitro apresentaram uma melhor capacidade
fotossintética, independentemente do tipo de folha, comparativamente &s microplantas com
raizes formadas in vitro, o que indicia a importincia do sistema radicular que cada um dos
grupos possuia no inicio da aclimatizagdo ou também o facto de estas plantas terem ja
iniciado o seu processo de autotrofia em simultineo com o desenvelvimento do sistema

radicular.

Tabela 4.12. Valores da 1axa de fotossintese a luz saturante, A (ymol O; m™ 57, para
as folhas persistentes (fPj. folha um (f1) e jolha dois (f2) no final dos diferentes
tratamentos de aclimatiza¢do de plantas de castanheiro micropropagadas .

Rizogénese Luz H o f2 3

(umol m™ s™) _

T vtz 150 368 +0,10  172+047 6764011
250 3,78+0,18 7404017  637+0.17
£ s 150 3664012  787+064 6844050
250 393015  856+024 7874023

Em relagdo aquele grupo de plantas ¢ visivel a sua melhor capacidade de resposta
face a niveis de irradidncia mais elevados, tendo as folhas das plantas aclimatizadas a
250 pmol m” s fornecido o valor de A, mais elevado (8,56+0,24 pmol 0> m™ s).

Comparativamente ao valor quantificado para as folhas de campo verificamos que aqueles
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valores de 4.,.., independentemente do tipo de folha e tratamento, sdo inferiores na ordem

dos 50%.

Tabela 4.13. Valores da taxa de fotossintese aparente (A). taxa maxima de Sotossintese, (A ).
rendimento qudntico aparente (@) e ponto de compensagdo para a luz (1) para as folhas de
campo de plantas micropropagadas (fC).

FOIha A AAmax ¢ l°
(emol COrm?s™y  (umol Oam™ sy (umol Oo/pmol quanta m? sy (umol quanta m? s
fC 4,52 19,85 0,083 11,63

3.8.3. Rendimento quantico

Os valores do rendimento quéntico (£ ep), dados pelo valor do declive da recta de
regressdo na fase linear entre a taxa fotossintética e a densidade do fluxo foténico, ¢ que
traduzem, como atras referimos, a eficiéncia da conversio de energia luminosa em energia
quimica na fotossintese, estdo referidos na Tabela 4.14, conjuntamente com as respectivas
equagdes de regressdo ¢ nivel de ajustamento. Estes valores traduzem a menor eficiéncia
fotoquimica das folhas persistentes, comparativamente a folha dois e folha trés (cerca de
30% menos), independentemente do tratamento, tendo no entanto as folhas persistentes
das plantas com raizes in vitro apresentado valores superiores para a menor intensidade de
luz. Nas plantas com raizes ex vitro foi a maior intensidade de Juz a promover um melhor
rendimento quantico (Tab. 4.14).

A eficiéncia fotoquimica das folhas dois e trés, determinada para cadd um dos
tratamentos, apresentou valores muito semelhantes, o que traduz mais uma vez a rapida
adaptagdo fisiologica das folhas trés, apesar de um menor tempo de diferenciagdo,
comparativamente ao das folhas dois. Tal como se tinha verificado para a2 A, 0
rendimento guantico das plantas com raizes in vifro é maior nas plantas sujeitas ao
tratamento de menor irradidncia (150 pumol m™ s); no caso das plantas com raizes
ex viro o rendimento quantico ¢ significativamente superior nas plantas que estiveram

submetidas & maior irradiancia (250 umol m™ 5') (Tab. 4.14).
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Tabela 4.14. Valores do rendimento qudntico aparente. $ (umoi O, / pmol quanta m” 57') para
as folhas persistentes (fP). folha dois (12) e folha rrés (f3). no final dos tratamentos de
aclimatizagdo de plantas de castanheiro micropropagadas, respectivas equagdes das rectas de
regressdo linear e coeficientes de correlagdo.

Rizogénese Luz P 2 f3
{umol m” s
In vitro 150 0,048 £ 0,002 0,064+ 0,009 0,065+ 0,002
¥y=-10988+0,0485x  y=0.7394+0,0644x  v=-1,0072+0 0649
=097 r'=0,78 r'=0.99
250 0,035 £ 0,003 0,063 + 0,004 0,053 + 0,004
y=-0,9395+0.0346x  y=-0.9040-0,0630x  v=-0,7493+0.0535x
=0.86 =094 =092
Fx vitro 150 0,030 + 0,002 0,047 + 0,003 0,048 + 0,005
y=-0,8038+0,0298x  y=-0,6908+0,0466x  y=-0 5815+0 0484y
r=0.91 r=0.84 r’=0,84
250 0,048 + 0,004 0,071 + 0,005 0,070 £ 0,003
v=-0.8215+0.0480x  y=-0.7986+0.0712x  v=-0,7807+),070%x
r'=0,90 =094 r=0.93

Os valores de maior eficiéncia fotoquimica foram registados nas folhas dois e
folhas trés das plantas com raizes ex vifro e aclimatizadas a 250 pmol m™ s (0,071+0 005
e 0,070+£0,005 umol O, / pmol quanta m™ 5™, respectivamente). As folhas de campo das
plantas micropropagadas apresentaram rendimento quantico SUpPErior comparativamente a
folha dois e trés, tendo sido registado o valor de 0,083 pumol O, / umol quanta m? s’
(Tab. 4.13).

3.5.4. Ponto de compensaciio para a luz

Os valores do ponto de compensagio para a luz estdo apresentados na Tabela 4.15.
Este pardmetro, que traduz o valor da irradidncia para o qual a quantidade de CO, fixada
iguala a que ¢ libertada pela actividade respiratoria, apresenta uma tendéncia de diminuigdo

gradual das folhas persistentes para a folha trés, de valores que vio desde os
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22,7 pwmol quanta m” s das folhas persistentes das plantas com raizes in vitro e
aclimatizadas a 150 pmol m™ s”', para as 11,1 pmol quanta m” s da folha trés das plantas
com raizes ex vifro e aclimatizadas a 250 umol m? s traduzindo assim a maior capacidade

de aproveitamento da radiagdo luminosa por parte destas folhas (Tab. 4.15).

Tabela 4.15. Valores do ponto de compensagdo para a luz, I, (umol quanta m” s7)
para as folhas persistentes (fP). folha dois (12) e folha trés (13) no final dos diferentes
tratamentos de aclimatizagdo em plantas de castanheiro micropropagadas.

Rizogénese Luz P 2 3

{umol m™ s

Invitro 150 227 11,8 15,5
250 277 14,4 14,0
Ex vitro 150 27,0 14,8 12,0
250 17,1 1.2 11,

?

A expressao da taxa de libertag3o de oxigénio por mg de clorofila por unidade de
tempo {umol O, mg clorofila™ h'') permite verificar de que forma a quantidade de clorofila
total pede influenciar a fungdo fotossintética das microplantas. Assim, constata-se que,
apesar de terem sido as folhas persistentes a apresentarem o valor de clorofila total mais
elevado (Fig. 4.31) nio € por esse facto que apresentam as taxas de fotossintese mais
elevadas (Fig. 4.39). O valor utilizado para estas determinagdes foi a taxa de O, libertado
sob uma irradidncia de 350 pmol quanta m? s Nas plantas com raizes in vitro e
aclimatizadas a 150 umol m™ s a folha dois e folha trés apresentaram sempre valores
supetiores em relagdo as folhas das plantas aclimatizadas a 250 pumol m™ s'l,ﬁmas sem
diferenca significativa entre si (Fig. 4 39A), j4 nas plantas com raizes ex vitro, a folha trés
das plantas aclimatizadas a 250 umol m? s” apresentou uma taxa de libertacio de O,
superior as plantas aclimatizadas a 150 pumol m? s, também sem diferenga significativa

(Fig. 4.39B).
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Figura 4.39. Taxa fotossimiética a PPED de 350 umol m™ s em folhas persistentes {(1P), dois
(f2) e wés (3) de plantas de castanheiro micropropagadas no final do aclimatizagdo. (4)
Plantas com sistema radicular formado in vitro, (B) Plantas com o sistema radicular formado
ex vitro. (médias de n=3ze.p.).

3.6. Parametros bioquimicos
3.6.1. Hidratos de carbono soltveis e amido

As concentragbes em hidratos de carbono soliiveis e amido, foram quantificadas de
acordo com ¢ descrito no ponto 2.6.1 deste capitulo. |

Os resultados dessas quantificagdes sdo apresentados na Tabela 4. 1? onde se avalia
a influéncia dos dois factores em estudo, sistema de enraizamento e Ent‘;:nsidade de luz
durante a aclimatizagdo e nas Figuras 4.40 a 4.43 onde se avalia, para cada um dos
tratamentos de enraizamento independentemente, in vitro e ex vitro, a influéncia da
irradidncia de aclimatizagdo em cada um dos tipos de folhas analisadas comparativamente
com os valores quantificados para as folhas do dia zero de aclimatizagao (/D0).

As plantas com o sistema radicular desenvolvido ex vitro apresentaram, no final da
fase de aclimatizagio, as concentragdes de glucose+frutose mais elevadas,
independentemente da irradidncia a que estiveram sujeitas (Tab. 4.16). Nas plantas com

enraizamento in vitro, o nivel de irradiancia também nido oniginou diferengas significativas
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(Tab. 4.16). As plantas com enraizamento ex vifro e aclimatizadas a 250 pmol m? s
apresentaram tambeém o valor mais alto para a concentragio de sacarose, diferindo
significativamente das restantes. Ja em relagdo as concentracdes de amido, registou-se um
efeito positivo da irradidncia mais elevada, independentemente do tipo de sistema radicular
que as plantas apresentavam no inicio da aclimatizacio. A razio entre hidratos de carbono
soltiveis e amide mostrou de novo ser significativamente favorecida para as plantas com
enraizamento ex vitro, independentemente da irradidncia, contrariamente as plantas com
enraizamento in vitro, onde se verificou um decréscimo significativo nas plantas

aclimatizadas sob a maior irradiancia (Tab. 4.16).

Tabela 4.16. Influéncia da intensidade da luz e do tipo de desenvolvimento radicular em plantas

de castanheiro  micropropagadas, na concentraciio de hidratos de  carbono soluveis,

glucose “frutose e sacarose. amido e razdo soliveis / amido, no final da fase de aclimatizagdo,
Rizogénese Luz Gluc + Frut  Sacarose  Amido Razio

(umol m™ sy (umol g'ps) (umol g'ps)  (umol gluc ¢'ps)  soltiveis/amido

In vitre 150 331,38 b 137,78 b 172,66 be 3400
250 20259 b 151,95b 215802 251¢
Fx vitro 150 556,19 a 138.65b 15494 ¢ 453a
250 556,41 a 22070 a 192,89 ab 477 a

Na Tabela 4.17 estdo indicadas as concentracdes de hidratos de carbono soluvels,
glucose + frutose e sacarose, de amido e a razio entre as concentragdes de hidratos de
carbono soluveis e insoliveis para as folhas de campo, e se os valores absolutos para cada
uma das substdncias sdo muito mais elevados, comparativamente as concgéntracées
quantificadas nas plantas no final da fase de aclimatizacio. ja a razio entre soluveis e

msoluveis se encontra dentro dos valores registados para o mesmo tipo de plantas.

Tabela 4.17. Concentragdo de hidratos de carbono soliveis, glucose +frutose e
sacarose. amido e razdo soluveis / amido em folhas de campo de plantas
micropropagadas (n=8 + ep).

Glue + Frut Sacarose Amido Razio
{umol g ps) {(umol g ps) (umot gluc g 'ps) soluveis/amido
13608+ [74,0 3778 +529 55521772 32207
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A analise da influéncia da wradidncia a que as microplantas estiveram sujeitas
durante a fase de aclimatizagdo para cada um dos tipos de enraizamento, permite avaliar
mais em detalhe a variagdo das concentragdes de hidratos de carbono em cada um dos
tipos de folhas, bem como a comparagio dessas concentragdes com o valor das folthas no
dia zero de aclimatizagio (f1)0).

Registaram-se diferengas signuficativas na concentragdo dos hidratos de carbono
soluveis, glucose + frutose, em fungdo do tipo de sistema radicular que as microplantas
apresentavam no inicio da aclimatizagio, dos niveis de intensidade luminosa e do tipo de
folha analisado. O valor mais elevado nas plantas com enraizamento i vitre foi registado
nas tolhas persistentes das plantas aclimatizadas a 150 umol m™ 57, com uma concentragio
de 40942406 umol g 'ps, nio diferindo significativamente da concentragio da folha dois

das plantas aclimatizadas a 250 umol m™ s (Fig. 4.40A).
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Figura 4.40, Efente da intensidade de luz (umol m” s7') durante a fase de aclimafiza¢dc em
planmtas de castanheiro micropropagadas nas concentragdes de glucose + frutose para cada um
dos tipos de folhas analisadas e folhas do dia zero (fD0). (4) Plamas com sistema radicular
desenvolvido in vitro (B) Plantas com sistema radicular desenvolvido ex vitro.

Quando comparamos a concentragdo de glucosetfrutose nas fothas do dia zero de
aclimatizagdo (fD)0), verificamos que estas apresentam um valor significativamente inferior
em relagdo as folhas persistentes das plantas aclimatizadas a 150 umol m™ s, mas nio em

relagdo as folhas persistentes das plantas aclimatizadas a 250 umol m” 5™ (Fig. 4.404).
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Nas plantas com enraizamento ex vifro, a concentragdo de glucoset+frutose
registou o seu valor maximo na folha trés das plantas aclimatizadas sob a menor
irradiancia, embora sem diferenga significativa das folhas persistentes das plantas
aclimatizadas a 150 umol m™ s”', folha um e folha dois das plantas aclimatizadas sob
ambos os niveis de irradiancia (Fig. 4.40B). Verificou-se ainda que as folhas persistentes
registaram acréscimos significativos relativamente as concentragdes de glucose+frutose
apresentados pefas folhas no dia zero de aclimatizacio.

As variagdes nas concentragdes de sacarose apresentaram-se relativamente

semethantes as descritas para as concentragdes de glucose+frutose (Fig. 4 41).
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Figura 4.41. Efeito da intensidade de luz (gmol m” s') durante a fase de aclimatiza¢do em
plantas de castanheiro micropropagadas nas concentragdes de sacarose parg cada um dos
tipos de folhas analisadas e folhas do dia zero (fDO). (A) Plaritas com sisiema radicular
desenvolvido in vitro (B) Plantas com sistema radicular desenvolvido ex vitro.

Nas plantas com enraizamento i virro, foram de novo as folhas persistentes das
plantas aclimatizadas a 150 umol m™ s’ e a fotha dois das plantas zclimatizadas a
250 umol m* s' a registarem os valores mais elevados com 174.4+13.5 e
199,3£13,4 umol g”'ps respectivamente: por seu lado as folhas persistentes registaram um
acrescimo significativo nas concentragdes de sacarose comparativamente s folhas do dia
zero, bara ambos os tratamentos de aclimatizagio (Fig. 4.41A). Nas plantas com
enraizamento ex vitro, € notoria a capacidade de acumulagio de sacarose por parte dos

tecidos foliares das plantas aclimatizadas a 250 umol m™ s™!, independentemznte do tipo de
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tolha analisada, tendo os valores oscilado entre as 2064157 umol g'ps e as
262.1442 pumol g''ps. As folhas persistentes das plantas aclimatizadas a 250 pmol m”* s
apresentaram valores significativamente superiores por comparacio com as fothas do dia
zero de aclimatizagdo, 0 mesmo ndo acontecendo com as do tratamento de menor
irradidncia (Fig. 4.41B).

Registaram-se diferengas significativas na concentra¢do de amido, em funcdo dos
dois niveis de irradidncia de aclimatizagdo e também do tipo de folha analisado quer nas
plantas com enraizamento i vifro, quer nas plantas com enraizamento ex vizro. Para
ambos os tipos de plantas foi notorio o efeito positivo da maior irradidncia luminosa
durante a achimatizagio, se exceptuarmos ¢ caso da folha um das plantas com

enraizamento ex vitro (Fig. 4.42).
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Figura 4.42. Ffeito da imtensidade de iz (umol m™ s7') durante a fase de aclimarizagio em
planias de castanheiro micropropagadas nas concentragdes de amido para cada um dos tipos
de folpas analisadas e folkas do dia zero (1DO). (A) Plamas com sistema radicular
desenvolvide in vitro. (B) Plantas com sistema radicular desenvolvido ex vitro.

No caso das plantas com enraizamento in vifro sio bem patentes 0s niveis
Crescentes nas concentragoes de amido a medida que folhas novas vdo sendo formadas,
atingindo as 314,62492 umol glucose g'ps na folha trés das plantas aclimatizadas a
250 pmol m™ ! (Fig. 4.42A) Nas plantas com enraizamento ex vitro os valores mais
elevados também se verificaram nas folhas dois e trés do tratamento de aclimatizacio com

malor irradidncia; os valores mais elevados foram registados na intensidade de
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250 pmol m™ 57 quando comparadas com a concentracdo de amido nas folhas do dia
zero, verificamos que estas diferem significativamente de todos os tipos de folhas de
ambos os tratamentos (Fig. 4. 42B).

A razdo de hidratos de carbono soliveis / amido registou um valor decrescente
com a idade das folhas, sendo este aspecto mais notério nas folhas das plantas com
enraizamento in vitro (Fig. 4 43A). Registou-se um decréscimo muito zcentuado desta
razdo relativamente as folhas do dia zero de aclimatizagio, consequéncia do reduzido teor

de amido neste tipo de folhas relativamente ao teor de hidratos de carbono soluveis.
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Figura 4.43. Efeito da intensidode de luz (umol m” 5°') durante a fase de aclimatiza¢do em
plantas de castanheiro micropropagadas na razdo hidratos de carbono soliveis:amido pari
cada um dos tipos de folhas analisadas. (4) Plantas com sistema radicular desemvolvido in
vitro. (B) Plantas com sistema radicular desenvolvido ex vitro.

3.6,2. Proteina soltivel total

As concentragdes de proteina soliivel total foram determinadas de acordo com o
descrito no ponto 2.6.2 deste capitulo.

Os resultados dessas determinagtes sdo apresentados na Tabela 4.18 onde se avakia
a influéncia dos dois factores em estudo, sistema de enraizamento e irradidncia na
aclimatizagdo e na Figura 4.44 onde se apresenta, para cada um dos tratamentos de

enraizamento independentemente, a influéncia da irradidncia de aclimatizagdo em cada um
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dos tipos de folhas analisadas comparativamente com os valores quantificados para as
folhas do dia zero de aclimatizagio (/1)0).

As plantas cujo sistema radicular foi desenvolvido ex vitro apresentaram maior
capacidade de sintese e armazenamento de proteina nos tecidos foliares, mostrando que
este parametro ¢ influenciado, no caso das plantas com enraizamento ex virro, pela

irradidncia a que decorreu a aclimatizagio (Tab. 4.18).

Tabela 4.18. Influéncia do tipo de desenvolvimento radicular ¢ da infensidade da
luz em planias de castanheiro micropropagadas na concentracio de proteing
soluvel, no final da fase de aclimatizagdo.

Rizogénese Luz Proteina solivel
(umol m™ ™) {mg " ps)

In vitrn 150 18,06 ¢
250 1748 ¢

Ex vitro 150 33,10b
230 56,07 a

Na Tabela 4.19 esta indicada a concentragio de proteina soluvel para as folhas de
campo, onde se registou um teor muito proximo ao quantificado na folha dois e folha trés
das microplantas com enraizamento ex vifro, e o dobro comparativamente ao mesmo tipo

de folhas das microplantas com enraizamento in vitro.

Tabela 4.19. Concentragdo de proteina soltvel em Jolhas de campo ()
de plantas micropropagadas (n=8 #ep).

Proteina soliivel
(mg g"'ps)
32,25 +2.67

A anabse da influéncia da irradiancia a que as microplantas estiveram sujeitas
durante a fase de aclimatizagdo para cada um dos tipos de enraizamento, permite avaliar
mais em detalhe a variagdo da concentragio de proteina soluvel total em cada um dos tipos
de folhas analisadas, bem como a comparacdo dessa concentragio com o valor das falhas

do dia zero de aclimatizagio (Fig. 4.44).
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Registaram-se diferencas significativas na concentragao de proteina soliivel total,
em fungdo do tratamento (niveis de irradiancia) e do tipo de folha analisado para cada um
dos tipos de plantas, de acordo com o tipo de sistema radicular. Foi significativo o
acréscimo no teor de proteina solivel total que as plantas com enraizamento ex virro
apresentaram comparativamente com as plantas com enraizamento in vitro, tal como
anteriormente se referiu. Nestas, apesar da ligeira oscilagdo de valores, entre 13,240.5 ¢
22.8+1,5 mg g 'ps, registaram-se diferencas significativas entre os diferentes tipos de
folhas; as folhas persistentes das plantas aclimatizadas a 250 pmo! m™? s mostraram um
acrescimo significativo comparativamente com as folhas do dia zero de aclimatizac3o. o
mesmo nao acontecendo com as plantas aclimatizadas a 150 pymol m™ s (Fig. 4. 44A),

Nas plantas com enraizamento ex vitro as diferencas entre os efeitos da irradidncia
sobre cada tipo de folha anafisado foram mais notérias, tendo o valor mais elevado sido
registado nas folhas persistentes das plantas aclimatizadas a 250 umol m” s, com
76,2444 mg g''ps. Estas folhas mostraram um acréscimo significativo comparativamente
com as folhas do dia zero de aclimatizagdo, tendo-se registado um decréscimo do teor

proteico nas folhas persistentes das plantas aclimatizadas a 150 umol m? s {Fig. 4 44B).
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Figura 4.44. Efeito da intensidade de luz (umol m™ ™) durante a fase de aclimatizagdo em
plantas de castanheiro micropropagadas na concentragio de proteina soluvel total para cada
um dos tipos de folhas analisadas e folkas do dia zero (fD6). (A) Plantas com sistema
radicular desenvolvido w vitro. (B) Plantas com sistema radicular desenvolvido ex vitro.
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4. DISCUSSAO
4.1. Andlise de crescimento

O crescimento de plantas de castanheiro regeneradas /i vitro durante a fase de
aclimatizacdo, foi significativamente influenciado pelos dois factores em estudo: tipo de
sistema radicular e irradiancia. De facto, pela analise de resultados descritos anteriormente
verifica-se, para a quase totalidade dos pardmetros e indices quantificadores. um efeito
positivo da maior intensidade luminosa utilizada, 250 pumol m™ s, comparativamente a
menor intensidade. 150 umol m” s, Também em relagdo ao método de enraizamento, as
microplantas cujo sistema radicular havia sido desenvolvido em condigdes ex vizro, em
substrato natural, mostraram parametros e indices de crescimento significativamente
superiores em relagdo as microplantas com o sistema radicular desenvolvido em condigdes
in vitro, i1sto e, em melo agarizado. Como se referiu, o crescimento dependeu da
intensidade lummosa a qual as plantas estiveram sujeitas durante a aclimatizagdo. Nas
condigdes de maior intensidade luminosa, para qualquer dos tratamentos de enraizamento,
registou-sg¢ um significativo acréscimo no crescimento relativo em altura e biomassa total
(Fig. 4.3). na biomassa foliar (Fig. 4.4) e na area foliar (Fig. 4 5). Efeitos semethantes para
a area fohar sao referidos por Donnelly & Vidaver (1984a) na aclimatizagdo de Rubus
idaeus sob trés niveis de irradiancia, 50, 100 e 150 umol m* s, em que verificaram uma
correlagdo directa entre o aumento da area foliar com o aumento da intensidade luminosa.
No entanto, segundo 0s mesmos éutores, o acréscimo na area foliar foi apenas
consequéncia de expansio foliar ao longo do tratamento e nio de um aumento do nimero
de folhas para as plantas sujeitas ao regime de luz mais elevado No nosso estudo,
verificou-se que para as plantas com enraizamento in vifro, o aumento de area foliar foi
nao sO devido a expansio foliar mas também ao aumento do numero de folhas formadas
sob maior intensidade de luminosa (Fig. 4. 10A e 4. 11A respectivamente) Nas plantas com
enraizamento ex vitro, o acrescimo de area ficou apenas a dever-se a maior expansio foliar
por folha formada, ja que ndo se registaram diferengas significativas entre o nimero de

folhas (Fig. 4.10B e 4.11B). Acréscimos de area e biomassa foliar sdo também referidos
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por Desjardins ef a/. (1987) na aclimatizagio de Fragaria ananassa, guando o fotoperiodo
natural foi prolongado para 16 horas e com uma irradidncia de 150 pmol m= s

Em relagdo aos parimetros de biomassa foliar e area foliar ¢ também importante
referir as altera¢des registadas entre as folhas do dia zero de aclimatizacio e as folhas
persistentes no final de aclimatizagdo, ja que se trata de folhas diferenciadas durante a fase
de multiplicagdo dos rebentos e que se mantém durante as fases de enraizamento e de
aclimatizag@o. Apesar do contributo deste tipo de folhas para a biomassa ¢ area foliar total
por planta ser diminuto (Fig. 4.6 ¢ 4.10), em relagio a biomassa verificamos gue nas
plantas com enraizamento /i vitro se registou uma diminuicio dessa biomassa (Fig. 4.64)
como resultado normal de uma diminuicdo do numero de folhas que no final da
achimatizagdo se tinham mantido fisiologicamente activas (Fig. 4.11A) Apesar da sua
diminui¢do em nimero, as restantes mostraram-se activas em termos fisiologicos, ja que
apresentaram no final uma area foliar ligeiramente superior (Fig. 4.10A),

Nas plantas com enraizamento ex vitro, a biomassa foliar e a drea foliar, registaram
acrescimos significativos, independentemente da irradidncia a que as plantas estiveram
sujeitas (Fig. 4.5B e 4 9B respectivamente), ndo se tendo registado  diferencas
significativas em relagdo ao nimero de folhas (Fig. 4.11B). Desta analise sobressai a
possivel importancia das folhas persistentes na actividade metabolica das microplantas de
castanheiro durante a fase inicial da aclimatizacio. A manutengdo das folhas persistentes
ao longo do crescimento das plantas regeneradas in vitro varia desde alguns dias apos o
inicto da aclimatizagdo até varios meses. Donnelly & Vidaver (1984a) referem, em Rubus
idaeus, que as folhas persistentes sio mantidas por diferentes periodos de tempo apos o
transplante das plantas para aclimatizagdo, registando um significativo decréscimo no
numero de folhas entre a terceira e quarta semana de aclimatizagao dentro de uma gama de
irradidncia entre 3 e 9 Klux; a quarta semana as folhas persistentes constituiam apenas 40 a
45% do numero total de folhas e esse valor continuava a decrescer para além de trés meses
apos o transplante. A sua manutencio depende nio sé da especie em questdo mas também
do tipo de stress ambiental que a planta encontra quando colocada numa situagdo ex vitro.
Fabbri e al. (1986) em morangueiro, referem que os ligeiros acréscimos na area foliar que
as folhas persistentes apresentaram durante a aclimatiza¢do sio fundamentalmente devidos

a expansdo celular e ndo tanto ao aumento do numero de celulas, evidenciande ainda
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capacidade para acumulagdo de ceras epicuticulares quer na pagina abaxial quer na pagina
adaxial durante os primeiros vinte dias de aclimatizacio.

A razdo de biomassa da parte aérea e parte radicular (Fig. 4.4) registou um
decrescimo nas plantas aclimatizadas sob maior irradidncia, isto €, o acréscimo de area
foliar, embora acompanhado de acréscimo na biomassa foliar, ndo foi de modo a superar o
acrescimo de biomassa da parte radicular, Este aspecto devera ter repercussdes positivas
no desenvolvimento equilibrade da planta quando em condigdes de campo. Em videira,
Reborddo (1994) refere nio ter registado alteragdes na reparticio de biomassa, no entanto
este autor utilizou irradidncias comparativas de 45 e 90 pmol m™ s, valores bastante
inferiores as usadas nos ensalos com castanheiro, que foram de 150 e 250 umol m” s
Este indice traduz tambem o desequilibrio que as microplantas com o sistema radicular
desenvolvido im vitro apresentam. comparativamente com as microplantas cujo sistema
radicular se desenvolveu ex irro (Fig. 4.3). Assim, as primeiras apresentaram uma razio
parte acrea/parte radicular de |4, contra o valor de 4,1 das plantas enraizadas ex vitro,
valor este que se aproxima mais dos valores registados no fim da aclimatizagio (= 7).

A biomassa radicular traduz o comportamento da planta em consequéncia do
desenvolvimento da sua parte aérea, ja que um maior desenvolvimento da parte aérea
permite uma maior sintese de metabolitos, com a consequente formagio de novos tecidos
e/ou expansao dos ja existentes, aspecto este que se traduz também num aumento da
estrutura radicular, que por sua vez permitira um maior fluxo nutritivo a parte aérea.
Contraniamente as plantas com enraizamento ex vitro, as plantas com enraizamento
i vilro ndo registaram um acréscimo de biomassa radicular significativo guando

#

aclimatizadas sob a menor isradidncia luminosa comparativamente 4 biomassa radicular
existente no inicio da aclimatizagdo (Fig. 4.7). Este facto parece, assim, traduzir uma
possivel falta de funcionalidade deste tipo de sistema radicular, confirmando também os
resultados de sobrevivéncia discutidos no ponto 4 do cap. 111 deste trabalho. No entanto a
funcionalidade parece methorar com a utilizagdo de irradiincias mais elevadas, tal como se
verificou com a irradidncia de 250 pmol m” s, onde a biomassa radicular foi
significativamente superior a do dia zero de aclimatizagio.

A area foliar especifica {SLA), que traduz a razdo entre a area das folhas ¢ a sua

biomassa, no caso das plantas com enraizamento in vifro, ndo mostrou ser afectada pela
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wradidncia utilizada na aclimatizagio, com excepgdo para as folhas persistentes
(Fig. 4.13A). Nas plantas com enraizamento ex vitro, a maior irradiancia correspondeu
uma area foliar especifica menor do que a das plantas submetidas a irradidncia de 150
umel m” s (Fig. 4.13B). Este resultado pode ser interpretado como uma optimizacio da
captagdo de luz e de menores gastos respiratorios. Diaz-Pérez er al. (1995} ao
compararem valores da drea foliar especifica entre plantas de macieira (Malus pumila cv.
Greensleeves) em condigdes i1 vitro e no final da aclimatizacdo referem igualmente uma
diminuigdo na SLA como consequéncia do aumento da intensidade luminosa (0,056 ¢
0,033 m™ ¢ respectivamente).

A taxa de crescimento relativo (RGR) traduz o aumento de biomassa por unidade
de biomassa pré-existente e por unidade de tempo ao longo da aclimatizagdo,
representando por isso a eficiéncia da planta como produtora de novo material Esta taxa
reflecte valores medios sempre superiores para as plantas que estiveram sujeitas a
irradidncias mais elevadas, com especial significado nas plantas com enraizamento ex vitro
onde essa taxa fol 4x superior comparativamente as plantas com enraizamento in vifro
(Tab. 4.2). Este acréscimo pode ser explicado como consequéncia de um balanco de
carbono mais favoravel entre os ganhos fotossintéticos e as perdas respiratorias ao nivel do
caule e da raiz. O indice que mais contribuiu para este facto foi, fundamentalmente, a taxa
Hiquida de assimitagdo (NAR), isto porque a variagio na razio de area foliar (LAR) entre
0$ tratamentos € muito peduena (Tab. 4.2), apresentando até um ligeiro decréscimo para

. ; s v - ) =
as plantas com enraizamento ex wiro e aclimatizadas a 230 gmol m? g

comparativamente com as plantas aclimatizadas a 150 umol m? s, Este indice, razdo de
area foliar (LAR), que resulta da interac¢do entre a razdo de peso foliar (’LWR)% a area
foliar especifica {SLA), caracteriza a dimensdo relativa do aparelho assimilador e, em
sentido lato, representa a razio entre o material com capacidade fotossintética ¢ os tecidos
com acﬂvidéde respiratoria. Das suas duas componentes, a SLA ¢ mais afectada pelos
factores ambientais do que a LWR, j4 que esta é uma caracteristica relativamente estavel
sob a acgdo de diferentes condigdes ambientais, na medida em que estas afectam mais o
numero ¢ o tamanho das folhas individuais do que a razdo entre o peso das folhas secas e o

peso seco total (Teixeira & Ricardo, 1983), como alias se registou entre os tratamentos

destes ensaios. Em videira, Reborddo (1994} refere também um efeito positivo do aumento
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de irradidncia na RGR. de uma taxa de 0,107 g ¢”'ps dia”' nas plantas aclimatizadas sob
40 pmol m™ s foi atingida uma taxa de 0,517 g ¢''ps dia”' em plantas aclimatizadas a
90 pumol m” s, valores estes muito semelhantes aos registados nestes ensaios entre as
duas irradidncias de aclimatizagdo das plantas com enraizamento ex vizro (0,138 e
0,512 g g"' dia”' para 150 e 250 umol m? s, respectivamente). Também em macieira
(Malus pumila cv. Greensleeves) Didz-Pérez et al. (1995) referem que a aclimatizagdo
permite incrementos na RGR ao longo das quatro semanas de aclimatizagio (0.005 para
0,085 g g”* dia’!, respectivamente).

A taxa liquida de assimilagio (NAR), como se referiu atrds, & a principal
responsavel pelas diferengas de crescimento relativo médio por planta. Em casianheiro
enraizado in vitro, a mator irradidncia permitiu um acréscimo de 1.5 vezes (10,6 para
153 ¢ m* dia™"), enguanto nas plantas com enraizamento ex vifro esse acréscimo foi de
quase 300% (de 16,8 para 41,2 g m™ dia"). De entre os factores ambientais. a radiagio é o
que mais afecta a taxa de assimilagdo aparente, tendo sido demonstrado por varos
investigadores a existéncia de uma correlagdo positiva entre a NAR ¢ a radiacdo incidente
{(Hunt, 1978, Poorter, 1989). Por outro lado, devido ao efeito do ensombramenio mituo,
verifica-se, durante o decorrer do desenvolvimento da planta, uma correlagio negativa
entre a taxa de assimilagdo aparente (NAR) e a area foliar, isto €, a NAR diminui quando
aumenta a area foliar, situagdo que ndo se verificou nestes ensaios, certamente em
consequencia do reduzido tempo durante o qual as plantas estiveram em analise.

Diaz-Pérez et al (1995) referem que a NAR ¢é determinante para explicar as
diferengas na RGR entre plantas de macieira (Malus pumila cv., Greensleeves)
aclimatizadas e ndo aclimatizadas. Em videira, Rebordao (1994). comparando irradiancias
de 40 pumol m”? s com fotoperiodo de 12/12 h com 90 umol m™ s e fotoperiodo de
16/8 h . durante a aclimatizagdo, considera a NAR (com 35,28 e 25.55 g m* dia”
respectivamente) a principal responsavel pela RGR, ja que o LAR foi equivalente (0,0248
e 0,0284 m® g, respectivamente). Em plantas de Fragaria x ananassa submetidas a um
aumento do fotoperiodo, Desjardins ef al (1987) atribuem o acréscimo de RGR ao
aumento da NAR ja que a LAR sofreu redugdo, tal como aconteceu nas plantas com

enraizamento ¢x viiro destes ensaios.
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Encontram-se algumas referéncias quanto ao aumento da irradidncia durante a
aclimatizagdo. Miranda & Fernandez (1993), igualmente em castanheiro e apos 8 semanas
de permanéncia das microplantas em condigdes de enraizamento ex vitro, teferem

. . 3 X E - - - = B
irradidncias na aclimatizagdo proximas de 350 pmol m? s

a0 meio dia solar, em
condigdes de iluminagdo natural em tinel sob estufa e vanavel ao longo do dia. Em
Vitis labrusca, Lewandowski (1991) utilizou irradiancias de 410 umol m” 57 sem que a
taxa de sobrevivéncia tenha descido significativamente. No entanto, niio foram encontradas
referéncias a influéncia da intensidade luminosa sobre os indices ou pardmetros
quantificadores da andlise de crescimento.

O aumento de irradiancia parece ndo comprometer a sobrevivéncia, pelo que este
aspecto, no caso do castanheiro, parece depender mais da funcionalidade do sistema
radicular que a planta tem quando inicia 0 seu processo de aclimatizacdo. Para efeitos de
aplicagdo pratica a utilizagdo combinada de condicdes de enraizamento ex vitro, com
acrescimos graduais na irradidncia luminosa durante esta fase de pré-aclimatizagio
simultanea com o enraizamento, para além de permitir um maior vigor no crescimento da
microplanta poderd também permitir uma redugio do periodo de achmatizagdo. Esta
metodotogia, permitiria, assim, uma significativa reducdo de custos indirectos e directos

num sistema comercial de micropropagagio de castanheiro.

4.2. Histologia e anatomia foliar

A analise das observagdes histologicas mostrou que as folhas do did zero de
aclimatizagdo (fD)0) apresentaram um mesofilo com estrutura anatémica pouco
diferenciada, isto €, registou-se uma quase total auséncia de células do parénquima em
palicada e alguns espagos intercelulares no parénquima lacunoso. Observacdes idénticas
foram referidas por outros autores noutras espécies. Folhas formadas in vitre de
Liquidambar styraciflua apresentaram menor espessura, menor densidade de células do
mesotilo e aumento do nimero de espagos intercelulares, bem como uma quase total
ausencia de células de parénguima em paligada (Wetzestein & Sommer, 1982). Folhas com

menor espessura, apresentando apenas uma pequena camada de células de tipo parénquima
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em palicada foram observadas em morangueiro (Fragaria x ananassa Duch. “Selva’)
(Fabn er a/., 1986). Tambem em Prunus insititia se observou um menor alongamento das
celulas do parénquima em paliada € uma maior percentagem de espacgos intercelulares
(Brainerd e7 a/., 1981). Tratando-se de folhas que foram previamente diferenciadas na fase
de multiplicacdo /n vitro, as condigbes ambientais em que decorre o processo de
enralzamento parecem ser responsavels pela reduzida diferenciagio e desenvolvimento
celular que este tipo de folhas apresenta. Em Rubus idaeus, Donnelly & Vidaver (1984a)
1

verificaram que o aumento moderado de irradiancia de 30 a 100 pumol quanta m™ 57 ndo

provocou modificagdes significativas na estrutura anatomica das folhas que entdo se
diferenciavam. No entanto, o aumento de irradidncia de 50 para 315 pumol quanita m~ 3"
provocou, em Liquudambar styraciflua, uma alteragfio na estrutura aznatémica das fothas
desenvolvidas i vitro, apresentando as folhas que se desenvolveram sob intensidade de luz
mais elevada uma maior espessura. mesofilo mais diferenciado e células maiores
comparativamente as folhas desenvolvidas sob baixa irradidncia (Lee ef af. 1988). No
entanto, a humidade devera também ser determinante do padrio de diferenciagio {Grout &
Aston, 1978)

No final do periodo de aclimatizagdo, este tipo de fothas, agora designadas por
fothas persistentes (fP), apresentaram uma estrutura anatomica diferente. Assim, ¢é de
referir o aumento do numero de células ao nivel do mesofilo, com a consequente
diminui¢do de espagos intercelulares, apesar de continuar a nio se cbservar diferenciagio
dorsiventral do mesofilo, isto €, ndo houve diferenciagio entre células do parénquima em
paligada e lacunoso (Fig. 4 15B). Este aumento do namero de células ndo se reflectiu no
aumento de espessura do mesofilo, tendo-se verificado ainda que o regime de luz ndo
influenciou este parametro (Tab. 4.3 e Fig. 4.19). Estas alteragdes revelam uma capacidade
de adaptagdo destas folhas as novas condigdes ambientais a que foram sujeitas, e gue se
traduziram também. por exemplo, no acréscimo ao nivel da concentragio de clorofilas,
hidratos de carbono e proteinas (Fig. 431, 440, 441, 442 e 4.44). Fstes resultados
mostram um comportamento diferente  das folhas persistentes de castanheiro
micropropagado em relagdo ao referido para outras espécies. Em videira, Rebordio
(1994), refere um aumento da expansio celular e dos espacos intercelulares. com

consequente aumento de espessura das folhas, além de um aumento dos niveis de alguns
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dos metabolitos mencionados para o castanheiro. Em Rubws idaeus, Donnelly & Vidaver
(1984a) referem que as folhas persistentes apresentavam a maioria das caracteristicas
anatomicas e histologicas das folhas in vifro, nio tendo, portanto. sofrido grandes
alteragdes. Uma explicagdo para estas diferencas, para além de uma possivel genotipo-
-dependéncia, podera estar na intensidade da irradiancia utilizada para a aclimatizacdo das
plantas, pois que Rebordio (1994) utilizou uma irradifncia maxima de 90 imol m™ s de
PPFD e Donnelly & Vidaver (1984a) de 100 pmol m™ s™' de PPED, isto é, valores bastante
inferiores aos utilizados nestes ensaios.

As folhas novas, formadas no decorrer da fase de aclimatizagdo, apresentaram
caracteristicas anatomicas mais desenvolvidas e que se traduziram pOr um aumento
gradual de espessura do mesofilo e do didmetro da nervura principal (Fig. 420}, no
gradual acréscimo da espessura relativa do parénquima em palicada com a consequente
diminuigdo do parénquima lacunoso (Fig. 4.22 e 4.23), até valores proximos das folhas de
campo. No entanto, a organizagio destes tecidos continua ainda bastante diferente da que
se regista nas folhas de campo, continuando os espagos intercelulares ainda presentes em
clevada proporgdo. Esta menor densidade de células associada a uma major expansio
foliar tem como explicagdo o aumento dos espagos intercelulares, em especial ao nivel do
parénquima lacunoso, e permite explicar as variagdes que se registaram ao nivel da area
foliar especifica, onde nas plantas com enraizamento ex viro e aclimatizadas a

250 umol m? s

se verificou o valor mais elevado de superficie foliar mas que nao foi
acompanhado pelo respectivo aumento em peso, tendo o inverso sucedido nas
aclimatizadas a 150 yumol m™ s™ (cf ponto 3.1.2, Fig 4.13).

Esta variagdo de caracteristicas, ao nivel da anatomia das fothas que se re‘%isiou no
final do processo de aclimatizacio, tem sido verificada por muitos autores em diferentes
espécies, apesar desta variagio poder ser mais ou menos rapida até se atingirem
caractenisticas idénticas as das folhas de campo (Preece & Sutter, 1991). Fabri er af.
(1986) na aclimatiza¢io de morangueiro (Fragaria x ananassa Duch. ‘Selva’) registaram
um aumento da espessura das folhas novas bem como um aumento do numero de células
de parénquima em paligada, apresentando estas folhas caracteristicas proximas de folhas de

campo. Em Liguidambar styraciflua, Lee et al. (1988) referem que as folhas formadas em

condigdes de aclimatizagdo sob trradidncia de 315 pumol m? s, apresentavam uma a duas
¢ 2 P
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camadas de celulas de parénguima em paligada, o mesdfilo de aspecto mais compacto e
com menos espagos celulares. No entanto muitas destas tolhas continuavam a nido
expressar todas as caracteristicas tipicas de folhas de sol das plantas com crescimento no
campo (Wetzstein & Sommer, 1982).

I sabido que as caracteristicas anatomicas das folhas reflectem as condigdes de luz
em que ocorreu a sua diferenciagdo e crescimento {Lichtenthaler, 1981; Dale, 1988). Em
condi¢bes de sombra as folhas apresentam normalmente menor espessura, como
consequéncia do menor desenvolvimento dos tecidos do mesofilo. Esta caracteristica é
interpretada como uma adaptagdo que permite reduzir os gastos de manutengdo de
camadas de celulas com capacidade de fixagdo de CO: reduzida por limitacdo do factor
luz. Assim se pode explicar a evolugdo anatomica que se regista entre a folha um. que se
diferenciou em condigdes in virro, e as folhas dois e trés, cuja diferenciacic e
desenvolvimenic ocorreram em condigdes i vivo, apresentando estas melhores
caracteristicas anatomicas e, como a seguir sera discutido, fisiologicas.

A lorma e frequéncia dos estomas fol muito pouco afectada pela PPFD (Tab. 4.7).
Contudo, as condigdes ambientais in vitro vs ex vitro provocaram diferengas significativas
nestes dois parametros estomaticos. As folhas de plantas com enraizamento in vitro, cuja
diferenciagdo ocorreu ainda em condigdes in vitro (fDO e fP). exibiram uma densidade
estomatica muito elevada, uma morfologia sem nitida diferenciag¢do entre células guarda e
celulas companheiras e apresentando-se com o ostiolo completamente aberto (Fig. 4.17).
Venfica-se assim que as condigdes de aclimatizagdo ndo alteraram as caracteristicas
morfologicas pré-determinadas aquando da diferenciagio foliar. Resultados semelhantes
foram referidos em Malus (Brainerd & Fuchigami, 1981), em quuidcmjbar styraciflua
(Wetzestein & Sommer, 1983) e Prunus cerasus (Marin ef al.. 1988). Nas plantas cujo
expressio e desenvolvimento radicular ocorreu ex vitro. num ambiente que, apesar de
continuar com humidade relativa elevada, tem caracteristicas diferentes das que se
venficam dentro de um tubo de ensaio, registaram-se alteragdes na morfologia estomatica
(Fig. 4.17C). Neste grupo de plantas os estomas apresentam um aspecto mais semelhante
a0 observado nos estomas das folhas que se diferenciaram durante a fase de aclimatizacio.
Apesar de ser refendo que as caracteristicas estomaticas, nomeadamente a frequéncia e o

desenvolvimento dos estomas, estdo sob dependéncia genotipica também tem sido referida
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a influéncia das condigbes ambientais (Jones, 1983). Factores como a humidade
atmosférica, disponibilidade de dagua, irradidncia e temperatura tém sido apresentados
como susceptivers de provocarem alteragdes fenotipicas nos estomas (Sestak, 1985) E o
controlo destes factores durante a fase de aclimatizagio que permite que as novas folhas
que se véo diferenciando apresentem caracteristicas anatomicas e histologicas ja referidas,
bem como uma morfologia e funcionalidade estomatica cada vez mais semelhante as
observadas nas folhas de plantas crescendo em condigdes naturais. Aspecto confirmado em
castanheiro em que se verificou. nas folhas dois e trés, uma aproximacdo cada vez maior as
caracteristicas mortologicas observadas nas folhas de plantas crescendo no campo;
diminuicio da frequéncia estomatica (Tab. 4.12). estomas mais elipticos; diferenciagdo
nitida entre celulas guarda e celulas companheiras; ostiolo quase completamente fechado
(Fig. 4.18). Os valores da frequéncia estomatica registados nas folhas dois ¢ trés no final
da aclimatizacdo, ndo se distinguiram significativamente dos valores da frequéncia
estomatica das folhas de plantas de campo micropropagadas, além de se encontrarem
dentro do intervalo referido por Rinallo & Bruno (1991), cujos limites sido de 209 e

2 .
318 estomas mm™, de acordo com as cultivares.

4.3. Controlo da perda de dgua

Segundo alguns autores, a taxa de perda de agua estd directamente relacionada
com 2 funcionalidade dos estomas, podendo a varagio de perda de agua ao longo do
tempo de aclimatizagdo permitir identificar o estabelecimento da funcionalidade estomatica
(Branerd & Fuchigami, 1981; Ghashghaie ef a/., 1992). De facto, tem sido verificado gue
os estomas de folhas diferenciadas in vitro ndo tém capacidade para fechar em resposta a
estimulos qué. normalmente, provocam fecho estomatico, como sejam a aplicagio de acido
abcisico e elevadas concentragdes de COs, entre outros, pelo que consideram ser a fraca
resposta em termos de funcionalidade estomatica a principal causa de perda de agua por
parte das plantas micropropagadas (Brainerd & Fuchigami, 1982; Conner & Conner, 1984,
Blanke & Blencher, i989) No entanto, outros estudos tém demonstrado alguma

capacidade de resposta por parte das estruturas estomaticas. Trabalhos de Shackel ef af
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{1990) confirmaram que estomas de folhas intactas de macieira tém capacidade de fechar
em atmosferas com valores de 90% de humidade relativa. Estes autores mostraram que a
perda de agua que se regista logo apos a sua remogdo do meio de cultura, medida atraves
de um dispositivo especialmente adaptado e ligado a um porometro, decrescia ao longo de
um periodo de 24 horas, ate atingir um patamar estabilizado de perda. Esta taxa
estabilizada, que se manteve ao longo de 3 dias, ¢ indicadora de um baixa taxa de
transpiracdo cuticular, assoctada a uma reduzida transpiragdo estomatica

Nos ensaios efectuados, venficou-se que as condigdes experimentais da amostra
afectaram a determinagdo da taxa transpiratoria; utilizando discos foliares, os diferentes
tipos de felhas em estudo apresentaram comportamentos de perda de aguz muito
identicos, apesar de se ter sempre registado uma maior resisténcia a perda de agua por
parte da folha trés das plantas com enraizamento ex vitro; quando as determinacdes foram
feitas com as folhas inteiras, as diferengas de comportamento tormaram-se mais evidentes.
Assim, no caso das plantas com enraizamento ex vitro e aclimatizadas a 150 pmol m” s, a
folha trés apresentou funcionalidade estomatica significativamente superior até aos 30/40
minutos de exposicdo ao ar, comparativamente com as restantes. No caso das plantas com
enraizamento ex vitro e aclimatizadas a 250 umol m™ s, essas diferencas foram muito
mais acentuadas, apresentando as folhas dois e trés um comportamento significativamente
diferente ate cerca dos 80 minutos de exposi¢do ao ar. Estes resultados traduzem uma
adaptacdo progressiva da funcionalidade estomatica 2 medida que as folhas se vio
diferenciando durante a aclimatizagdo, isto é, em condicdes ambientais de humidade
relativa menores. No entanto, estas capacidades de retengdo de agua eséﬁo ainda muito
longe do comportamento registado com as folhas de campo de plantas n{icropropagadas.
Nestas, as caracteristicas da amostra afectaram igua'mente as determinacdes da taxa
transpiratona, pols comparando as determinagdes feitas com discos foliares e com as
fothas inteiras os discos perderam até 60% do seu conteudo relativo em agua, ao passo
que em folhas inteiras esse valor ndo ultrapassou os 30% (Fig. 4.25 e 4.26).

As folhas persistentes continuaram a ndo apresentar capacidade de adaptacio as
novas condigdes ambientais, ié.to ¢, a diferenciagdo e funcionalidade que foi estabelecida

ainda em condigdes in vitro mostrou-se irreversivel.
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Na base das diferencas registadas estara o comportamento  estomatico  nos
diferentes tipos de folhas e que, como se referiu no ponto anterior, sofreu uma acentuada
modificacio estrutural e, como tal, funcional, no decorrer da diferenciagic de novas fothas
em condigdes de humidade mais baixas, a medida que a achmatizagio vai decorrendo.
VariagOes semethantes de perda de agua e comportamentos entre diferentes tipos de folhas
foram observados por diferentes autores em diferentes especies (Wardle et al, 1979,
Dhawan & Bhojwani, 1987, Marin & Gella, 1988: Lewandoski, 1991; Diettrich
eral, 1992).

O deficiente funcionamento estomatico tem sido atribuido a diferentes factores,
wmeadamente aos baixos nivels de calcio nas células guarda afectando a actividade da
ATPase €, em consequéncia, o movimento do 1o potassio (Sallanon er af, 1991, 1993).
Ainda segundo estes autores. ou o sinal para o fecho dos estomas nio é detectado pelas
celulas guarda ou entdo ndo existe sequéncia nas reacgOes metabolicas que tornam o fecho
dos estomas possivel As eélulas guarda funcionam por alteragdes de turgidez ¢ a
turgescencia das células adjacentes pode influenciar o fecho dos estomas {Blanke &
Belcher. 1989, Santamaria et af., 1993) Também a rigidez da parede celular pode
influenciar o fecho dos estomas, impedindo os movimentos das células guarda (Ziv ef af |
1987, Diettrich ef /., 1992).

O controlo da perda de dgua pode estar associado a outras caracteristicas da folha,
como sgjam a cuticula, que normalmente ¢ reduzida nestas folhas (Sutter & Langhans,
1979, 1982: Fuchigami et a/, 1981, Wardle e/ al., 1983) e que se traduz, normalmente,
nao so num menor conteado em ceras, como também em modifica¢gdes na sua estrutura
quimica. No entanto, este aspecto € contestado por Santamaria & Kerstiens (1994) que
reafirmam que a rapida perda de dgua ndo esta associada com um fraco desenvolvimento
epicuticular, mas sim com a ja referida incapacidade dos estomas fecharem em resposta a
uma situa\;ab de desidratacdo da folha.

O methor controlo na capacidade de regulagdo hidrica por parte das folhas que se
vao progressivamente diferenciando durante a aclimatizagdo parece, assim, resultar
fundamentalmente das caracteristicas dos estomas que vdo adquinndo a morfologia e
fisiologia mais proximas da das folhas desenvolvidas em condigdes de campo. Neste nosso

estudo, as fothas das plantas aclimatizadas sob o regime de maior irradidncia apresentaram
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menores percentagens de perda de agua, pelo menos durante uma fase mais prolongada do
tratamento, o que traduz uma melhor capacidade de regulagio hidrica. A mesma conclusio
apresenta Reborddo (1994), quando comparou as taxas transpiratorias de microplantas de

videira sujeitas a dois niveis de irradidncia

4.4. Clorofilas e fotossintese

As microplantas sdo submetidas a rapidas e extremas alteracdes de funcionamento
quando transferidas dos sistemas de cultura in vitro, onde possuem uma fonte de sacarose
disponivel e de uma limitada troca de gases e baixas intensidades de luz, para sistemas de
crescimento e desenvolvimento in vivo. Como consequéncia, estas plantas sio forcadas a
alterarem profundamente o seu sistema metabolico de heterotrafico para autotrofico, € o
processo fotossintético torna-se entdo determinante para permitir a sobrevivéncia.

A concentracdo de clorofilas, apos os tratamentos de aclimatizacio, dependeu quer
do tipo de sistema radicular que as plantas possuiam, desenvolvide em meio agarizado,
i vitro, ou em substrato de perlite e turfa, ex vifro, quer do regime luminoso a que as
plantas estiveram sujeitas durante o periodo de aclimatizagdo, mostrando ainda ser
dependente da interac¢io entre estes dois factores. No entanto, estes factores
influenciaram de forma distinta. Enquanto que nas plantas com enraizamento in vifro as
concentragOes mais elevadas de clorofila foram registadas nas plantas que estiveram
sujeitas a menor intensidade de luz, nas plantas com enraizamento ex vilro sucedeu o
contranio. As plantas com enraizamento in vitro e aclimatizadas a 150 umol m” s foram
as que apresentaram uma menor razdo CL/Cl, (Tab. 4.9) E bem conhecida a imponancia
e os cfeitos das caracteristicas da luz ambiental sobre o crescimento e desenvolvimento
vegetal, determinando muitas das caracteristicas morfologicas e fisiologicas das folhas E
sabido que as folhas desenvolvidas na presenga de baixos niveis de irradiancia apresentam
uma elevada propor¢do de (C/, relativamente a C!a; um elevado valor da C/....;, bem como
uma menor razao de proteina solivel/clorofila, comparativamente a folhas desenvolvidas
sob intensidades mais elevadas (Chaves, 1994), sendo apontados valores de C1L/Cl de

2,8540,09 para espécies de sombra e de 3,540,153 para especies de sol (Boardman, 1977).
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Os resultados das plantas com enraizamento in vitro estio assim de acordo com as
consideragdes feitas anteriormente e também referidas por outros autores {Donnelly &
Vidaver, 1984b; Lichtenthaler, 1981). A razio para nio se ter verificado com as plantas
com enraizamento ex vitro poderéa relacionar-se com o facto de estas plantas possutrem
desde o inicio da aclimatizacdo um sistema radicular funcional, permitindo uma maior
capacidade de absorgdo de nutrientes e, como consequéncia, um desempenho metabolico
superior. confirmado pela analise de crescimento e pelo comportamento fotossintético
destas plantas No entanto, este grupo de plantas, nio apresenta valores de razio de
(10T significativamente diferentes das plantas com enraizamento in vitro, quando
comparamos os diferentes tipos de folhas entre si (Fig. 4.32).

As folhas formadas in vitro e que se mantiveram durante as fases de enraizamento
¢ aclimatizagdo, apresentaram capacidade de sintese de clorofila (Fig. 4.31), apesar da sua
funcionalidade ser muito limitada em termos de competéncia fotossintética, o que foi
comprovado pela taxa de fotossintese aparente (Fig. 4.33), taxa de fotossintese maxima
(Tab. 4.12), rendimento quantico aparente (Tab. 4.14) e ponto de compensagdo para a luz
(Tab. 4.13). Os resultados obtidos mostraram que as fothas persistentes das plantas de
castanhero regeneradas /1 vitro 1€m competéneia fotossintética, tendo apresentado uma
taxa de fotossintese aparente positiva (Fig. 4.33A), bem como acréscimos de taxa
fotossintética a CO; saturante em resposta ao aumento da PPFD (Tab. 4.12). E importante
notar que este tipo de folhas, para além de terem apresentado as menores taxas
fotossintéticas comparativamente aos valores registados para as folhas dois e trés
(Fig. 4 33A), apresentaram também o menor valor de PPFD a que ocorre saturagdo para a
luz, na ordem dos 100 a 150 pumol quanta m” s” (Fig. 4.34 a 4.37). Estes resultados
traduzem uma certa desorganizagdo estrutural e, consequentemente, funcional, do seu
aparelho fotossintético, apesar de apresentarem uma razio entre CL/C/. sem diferencas
significativas para as plantas com enraizamento ex vitro comparativamente a razio dos
outros tipos de folhas analisadas (Fig. 4 32) Também quando se expressou a taxa de
fotossintese aparente por mg de clorofila por hora, as folhas persistentes apresentaram
valores sigmficativamente inferiores aos das fothas dois e trés (Fig. 4.39). Este resultado
podera ser explicado pelo provavel deficiente desenvolvimento das membranas dos

tilacoides e, como tal, de toda a ultraestrutura do cloroplasto. Esta diferenciagio, que
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decorre ainda na fase de multiplicagdo in vitro, sera irreversivel, mesmo depois de
colocadas em condigdes ambientais cada vez mais proximas das condigdes naturais, o que
exphicaria o facto de ndo conseguirem tornar-se de todo fotossinteticamente competentes.

As plantas com desenvolvimento in vitro apresentaram uma concentracio de
clorofila total comparavel ao apresentado por plantas controlo crescendo sob idénticas
condi¢es de luz (Donnelly & Vidaver, 1984b). Em termos de area foliar, a concentracio
de clorofila ¢ elevada para niveis de Juz baixos comparativamente a niveis altos (Lee et el
1985). Este facto esta em concorddncia com a normal adaptagio encontrada nas folhas de
sombra (Bjorkman, 1981). Também em Liquidambar stvraciflia crescendo in vitro sob
baixa wrradiancia, Lee e/ a/ (1985) observaram que as membranas dos cloroplastos nio
estavam diferenciadas em grana e as membranas internas apresentavam um arranjo
iregular. Quando colocadas sob elevadas intensidades, as folhas formadas em condices
in vitro apresentaram fraca capacidade fotossintética que poderia resultar de danos
provocados nos pigmentos fotossintéticos associado a fotoinibigdo.

Com a utilizagdo de técnicas de fluorescéncia Lees ef al. (1991). mostraram que
tolhas de Clemauis diferenciadas in viiro, apresentavam alteragdes significativas no
comportamento dos diferentes pardmetros de fluorescéncia, revelando a existéncia de
clorofila fora dos centros de reacgdo e desorganizagio dos pigmentos fotossintéticos. A
desorganizagio dos pigmentos fotossintéticos pode ser responsavel pela baixa capacidade
fotossintética das folhas desenvolvidas in vitro e posteriormente aclimatizadas, apesar de
apresentarem elevadas concentragdes de clorofila total, tal como ocorreu nestes ensaios
com as plantas de castanheiro. E provavel que uma mudanca de balanq;o fotossintetico
negativo para positivo durante a fase de diferenciagio foliar esteja correiacionada com o
acoplamento dos pigmentos fotossintéticos aos centros de reacgio. Apesar de se dispor de
pouca infdrma(;éo sobre o impacto das condigdes de cultivo in vifro neste mecanismo, sio
referidos resultados sugerindo que, em condigdes in vitro, a inibicio do ciclo de Calvin por
“feedback™ dos agucares, tem como resultado um fluxo de electrdes excessivo nas
membranas dos tilacoides que provocam entdo fotoinibigio e fotooxidagio {Cappellades
etal, 1991; Dubé & Vidaver, 1992; Huylenbroeck e/ af, 1995).

Lees ef al (1991) em Clematis ‘The President’, referem que apesar de se assistir a

um significativo aumento na capacidade fotossintética das folhas persistentes na primeira
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semana de aclimatizacio, quase o dobro do que as folhas apresentavam quando in vitro,
estas continuam a apresentar uma capacidade de fotossintese limitada. Aqueles autores
sugerem que a uma possivel imbig¢do pela sacarose possa permanecer ainda evidente neste
tpo de folhas. Em Rubus idaeus verificou-se que a quantidade de CO, incorporada por
folhas persistentes, um més apos a sua saida do meio de cultura se mantinha inalteravel
podendo mesmo apresentar, momentaneamente, um balango negativo (Donnelly &
Vidaver 1984b), resultado que nos nossos ensaios apenas registamos até ser atingido o
ponto de compensagdo para a luz. Aqueles autores referem ainda que as folhas persistentes
constituiam cerca de 30% do total da area foliar embora fossem responsaveis por menos
de 10% do CO, incorporado. Smith er @/ (1986) em Betla planphylia. indicam
resultados semelhantes. Ja em Asparagus officinalis e em morangueiro, Yue ef al (1992
1993b) referem que a capacidade fotossintética das folhas formadas i vitro ¢ um
contributo importante para o crescimento autotrofico durante o periodo de aclimatizacio.
O comportamento descrito para as folhas persistentes de castanheiro, com balango
positivo de carbono durante a aclimatizagdo, devera traduzir-se num importante suporte
para a manutengdo das condigbes de sobrevivéncia e desenvolvimento da planta, durante a
fase inicial de aclimatizagdo, isto €, na auséncia de novas folhas. Devers ter ainda especial
significado nas plantas cujo desenvolvimento radicular ocorreu em condigdes ex vitro e,
portanto, ja em condigdes autotroficas, sem sacarose, periodo durante o qual se assiste a
formagdo do sistema radicular. O castanheiro devera, por isso, ser incluido dentro das
especies competentes, no que diz respeito ao comportamento das folhas persistentes.
Apesar destas referéncias, o papel das folhas persistentes permanece ainda
controverso. A sua capacidade fotossintética parece, como foi referido, varia emyfuncio da
especie, podendo determinar o contributo destas folhas quando em condicdes ex vitro,
Especies como a batateira (Solarum tuberosum) e crisdntemo (Chrysanthemum
morifolium) (Grout, 1988) sao fotossinteticamente competentes in virro, apresentando um
balango de carbono positivo quando em cultura, continuando esse balango positivo apos
transplante para aclimatizagdo. As folhas persistentes tornam-se, assim, ao longo das
quatro semanas de aclimatizagao, 6rgdos com capacidade de respiracio e de consumo dos

fotoassimilados formados pelas novas folhas (Donnelly & Vidaver, 1984b).
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As tolhas formadas de nove (folhas dois e trés), apresentaram taxas de fotossintese
aparente 3 vezes superiores as registadas para as folhas persistentes e cerca de 50% mais
do que o valor apresentado pela folha um. Também a capacidade fotossintética aumentou
significativamente, na ordem dos 200%, ¢ se registou um aumento significativo na PPED a
que ocorre saturagdo para a luz. Estes aspectos traduzem uma importante melhoria da
competéncia fotossintetica das plantas apos o transplante e no decorrer da aclimatizagio
que, como se referiu, e fundamentalmente devida as folhas que se diferenciam de novo {o
mesmo ja tinha sucedido em termos de analise de crescimento, of ponto 3.1 deste
capitulo). Esta situagdo tem sido referida por varios autores como Donnellv er al. (1984)
em Kubus wlaeus, Grout & Millam (1983) em [Fragaria x ananassa, Smith er al (1986)
em Betula platvphylla e Lees et al (1991) em Clemanis.

A taxa de fotossintese aparente {4) e a taxa de fotossintese maxima (A4,..)
mostraram ser afectadas pelo regime luminoso a que as microplantas foram submetidas
duranie o processo de aclimatizagdo, sendo aqueles pardmetros influenciados

positivamente pelo aumento da wradidncia (Tab. 411 e 4.12) Ao aumento da

disponibilidade luminosa correspondeu, assim, uma acréscimo das taxas de fotossintese, o
que se velo a reflectir nos acréscimos significativos dos pardmetros de crescimento
anteriormente anatisados (¢f ponto 3.1 deste capitulo). Estes dados confirmam também o
que anteriormente haviamos referido sobre o facto de a taxa liquida de assimilagio (NAR)
ter apresentado o vaior maximo nas plantas com enraizamento ex vitro ¢ aclimatizadas a
250 umol m™ s aparecendo, assim, directamente correlacionada com a actividade
fotossintética. Lee er a/ (1985) ndo registaram acréscimos na taxa de fotossintese liquida
em microplantas de Liquidambar stvraciflua quando o nivel de irradiéncie; variou entre 50
e 150 umol m™ s'. mas sim quando esses niveis variaram entre 155 ¢ 315 pmol m* s
Tambem Donneily ¢f a/. {1984), em Rubus idaens, verificaram uma relagio directa entre a
taxa de fixagdo de ""CQ.. o nivel de irradidncia e o crescimento durante a fase de
achimatizagdo. Em geral, acréscimos de intensidade luminosa tendem a permitir acréscimos
na actividade fotossintetica. Lee ef a/. (1985), Kozai er al. (1988, 1990) ¢ Dubé & Vidaver

(1992) mostraram que a utilizagdo de elevadas intensidades luminosas, proximas das 400 a
q p

% | 8 T ~ . _—
500 umol quanta m™ ™', provocam um incremento na actividade fotossintética,
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Nio desprezando os efeitos morfologicos da luz no aparelho fotossintético, que
foram ja abordados anteriormente, a luz tem um efeito significativo & mesmo determinante
na capacidade fotossintética. A luz tem um grande impacto na acumulagdo de pigmentos
fotossintéticos formados, na diferenciagio dos cloroplastos e na anatomia da folha, como
tambeém foi referido. Sob baixa intensidade de luz, uma situa¢do normal nas condicdes
in vitro, a adaptacdo foliar ¢ caracterizada por uma maior acumulagdo de pigmentos
antena, deficiéncia na compactagio dos grana e por folhas mais estreitas, com apenas uma
camada de celulas de parénquima em palicada. As celulas das plantas regeneradas in vitro
40, em muitos aspectos, semelhantes as das folhas de sombra. Por exemplo, elas
dpresentam uma detinigdo muito ténue de células de parénquima em palicada, estando
muitas vezes quase ausentes ou sendo mais pequenas e largas, quase esféricas, com
abundantes espagos intercelulares (Grout & Aston, 1978; Brainerd et a/., 1981: Wetzstein
& Sommer, 1982, Donnelly & Vidaver, 1984a; Fabbri e al., 1986; Smith er al., 1986; Lee
el al, 1988). Como consequéncia, a maioria das plantas cultivadas i viro ndo apresentam
capacidade para utilizar o fluxo de radiagio na sua totalidade. De facto a fotossintese de
muitas especies cultivadas in vifro saturam a uma intensidade luminosa relativamente
baixa, como ficou também demonstrado nas plantas de castanheiro, em especial nas folhas
persistentes. Donnelly & Vidaver (1984b), Infante ef af. (1989) e Smith e al (1986)
mediram intensidades de saturacio de aproximadamente 150 1mol quanta m” s para
Rubus, Betula e Actunidia respectivamente, valor ligeiramente superior ao registado nas
folhas persistentes dos nossos ensaios, que foi de + 100 umol quanta m™ s Contudo, Lee
et al. (1985) mostraram que plantas com desenvolvimento sob intensidade de luz mais
elevada, poderiam apresentar um ponto de saturagio para a luz mais elevado.

Em geral, aumentos de luz para niveis de 400 a 500 umol gquanta m* s’
incrementam a actividade fotossintética. Kozai ef al. (1988, 1990), Lee ef af (1985) ¢
Dube & Vidaver (1992) mostraram que se se fornecesse intensidades de luz mais elevadas
durante as fases in vitro, se obtinham incrementos na fotossintese. Contudo, Lee et al.
(1985) referem que plantas que cresceram na presenca de intensidades de luz elevadas
(314 pumol quanta m™ s') apresentaram um ponto.de saturagdo fotossintética mais baixo
do que plantas que cresceram a intensidades intermédias (115 pmol quanta m” s™'). Este

decréscimo em termos fotossintéticos foi atribuido a uma danificagdo especifica dos
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pigmentos fixadores da energia luminosa. Também Cournac ef al. (1991) referem que a
taxa fotossintetica decresce durante longas exposigdes a elevadas intensidades de luz em
plantas com crescimento sob condigdes fotomixotroficas, mas nio em condi¢cdes
autotroficas. Assim, alguns dos factores intrinsecos que limitam a fotossintese podem
mediar mecanismos de fotoinibigio. Dubé & Vidaver (1992) sugerem também que um
progressivo ganho fotossintético pode ser obtido por cuidadosos incrementos na
intensidade de luz. De acordo com estes autores, aumentos na intensidade de luz sem o
correspondente incremento na concentragdo de CO, podem levar a uma fotoinibigao
potencial. Um fluxo excessivo de electroes nos tilacoides pode resultar na fotooxidagdo da
membrana e na perda de eficiéncia fotossintética (Critchley, 1988).

Os valores de transpiragdo e condutdncia estomaticas estdo em acordo com as
taxas de fotossintese instantdnea registadas: tratamentos com menores taxas de
fotossintese aparente apresentaram os menores valores de transpiracdo e de condutincia
estomatica {Tab. 4.11).

Comparativamente as folhas de campo de plantas micropropagadas, verifica-se
ainda uma diferenga significativa nas taxas de fotossintese aparente, com valores de
4.3 contra 3,4 umol CO; m~ s da folha trés das plantas com enraizamento ex vitro e
aclimatizadas a 250 umol m~ s7 (Fig. 4.33A); taxa de transpiragdo é significativamente
supenior; a condutdncia estomatica apresentando valores nio significativamente diferentes
(Fig. 433B e C, respectivamente). Romano (1994), em plantas de sobreiro
micropropagadas ¢ apés | més de aclimatizacio, refere valores muito semelhantes,
3,5 umol CO, m™ 5™ para a taxa de fotossintese aparente, 1,3 mmol m™ s para a taxa de
transpiragdo e 170 mmol m™ s™ para a condutancia estomatica. O valor éegistado para a
taxa de fotossintese aparente nas plantas de campo micropropagadas com um ano de
tdade, 4,5 umoi CO, m™ 5™, esta muito proximo dos valores apontados por Lanteri et al.
(1993) para a taxa de fotossintese instantinea de plantas seminais de castanheiro com 3
anos de idade. Estes autores referem valores de taxa de fotossintese aparente
compreendidos entre 5.3 ¢ 7.8 umol CO; m™ ™', dependendo das caracteristicas do grupo
de plantas analisado ¢ valores de condutincia estomatica a variarem entre 90 e

140 mmol m= s
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Venticamos ainda uma certa tendéncia para as microplantas com sistema radicular
desenvolvido ex viro e aclimatizadas sob o nivel de irradidncia mais elevado, apresentarem
valores superiores na taxa fotossintética a CO, saturante (Tab 4.12). o que se vem a
confirmar também pelos valores do rendimento quéantico aparente. Isto traduz a melhor
eficiéncia do aparetho fotossintético desenvolvido sob condigdes de irradiancia mais
elevadas nas microplantas com enraizamento ex vitro (Tab. 4.14). Este methor
desempenho ¢ consequéncia do facto de um methor sistema radicular ter maior capacidade
de absorgao de agua, permitir a formagio de mais tecidos produtores (‘sources’) e, como
tal, maior quantidade de produtos que podem ser usados na fotossintese. A importdncia de
um sistema radicuiar bem desenvolvido na capacidade fotossintética e sobrevivéncia na
achmatizacio foi tambem referida por Mohammed er @/ (1992) em plantas de
Psendotsuga menziesi. |

Do estudo da capacidade fotossintética feita em condigdes nio limitantes, de luz e
COs, constata-se que o enriquecimento da atmosfera em CO, resulta num acréscimo das
taxas de fotossintese. Isto mesmo tem sido referido por outros autores, noutras especies
(Lakso er /., 1986; Desjardins er o/, 1987, 1995; Kozai e al, 1987, Faulks & Mudge,
1988), refenndo no entanto que se torna indispensavel proceder a um incremento na
intensidade luminosa para que o tratamento com CO; suplementar possa ser eficiente. Nas
condigOes experimentais dos nossos ensaios admitimos que os valores maximos de
irradiancia possam atingir 400 pmol quanta m™* s, valor a que foi registado a saturagao.

O progressivo decréscimo nos valores dos pontos de compensacio para a luz,
apresentados pelas plantas com enraizamento in vitro e aclimatizadas a 150 umol m2 s e
para as plantas com enraizamento ex vitro ¢ aclimatizadas a 250 umol m” s”' bem como
das folhas persistentes para a folha 1r8s, traduz também o ganho de funcionalidade do
sistema fotossintctico na sequéncia do acréscimo de irradidneia, bem como da alteracdo

das condigdes ambientais em que ocorreu a diferenciagdo e expansio foliar.
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4.3. Pardmetros bioquimicos

A concentragdo em hidratos de carbono quantificada nestes ensaios mostrou, tal
como sucedera para as concentragdes de clorofilas, ser influenciada de forma distinta pelos
factores em estudo durante a fase de aclimatizagdo, sistema presente no inicio da
aclimatizagdo, in vitro ou ex vifro, e nivel de irradidncia durante esta ultima fase do
processo de micropropagagio.

Assim, a concentragdo de glucose+frutose foi afectada pela funcionalidade do
sistema radicular, tendo as plantas com enraizamento ex vitro apresentado valores muito
superiores as ptantas com enraizamento /s vifro. A sintese de sacarose, principal produto
final da actividade fotossintética e o principal hidrato de carbono translocado na planta,
mostrou ser afectada pelos dois factores, tendo o nivel de irradidncia mais elevado
permitido maior sintese, o que vem confirmar a maior capacidade e competéncia
fotossintetica das plantas aclimatizadas no nivel de i.rradiénc.ia mais elevado. Este facto,
maior capacidade de sintese de sacarose, traduz-se numa maior disponibilidade deste
nutriente para ser utilizado como fonte de energia para as restantes actividades
metabolicas, ja que a sacarose ¢ o principal nutriente a ser translocado para locais de
consumo (Huylenbroeck & De Riek, 1995).

A concentragdo de amido mostrou ser significativamente afectada pela irradidncia,

" acumulado uma

tendo também, neste caso, as plantas aclimatizadas a 250 umol m” s

maior quantidade desta substancia de reserva. A analise da influéncia dos niveis de luz para

cada um dos tratamentos nas concentragbes de amido (Fig. 4.42), revela um acréscimo
2

significativo, comparativamente aos valores registados nas folhas do dia zero Este facto,

que reflecte a capacidade de aquisigio de mecanismos de autotrofia, tem sido referido por

varios autores (Capellades et al., 1991, Huylenbroeck & De Riek, 19953)

As razdes entre hidratos de carbono soliveis e amido sio francamente favoraveis
as microplantas com enraizamento ex vitro, independentemente do nivel de luz a que
foram aclimatizadas. Este facto revela uma maior desempenho na aquisicio de
competéncia fotoautotrofica (Reuther, 1991). Esta analise das concentracdes dos

diferentes hidratos de carbono leva a que as plantas submetidas ao nivel de maior
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irradidncia. em especial as plantas com enraizamento ex virro, apresentem valores e indices
de crescimento mais elevados que as restantes (cf ponto 3.1 deste capitulo).

O nivel de hidratos de carbono nas folhas e o seu ‘turn-over’ didrio sio muito
sensivels a intensidade de luz incidente, bem como a taxa de crescimento da planta. Assim,
o menor conteudo de hidratos de carbono soluveis e de amido nas plantas submetidas ao
tratamento de menor irradidncia, reflectem as diferengas nas taxas de fotossintese entre as
folhas desenvolvidas nos dois niveis de irradidncia anteriormente referidas e citado também
pot outros autores {Lichtenthaler, 1981). Esta menor eficiéncia fotossintética esta também
associada a uma menar taxa de carboxilacdo das folhas desenvolvidas sob niveis de luz
mais baixos e e, geraimente, consequéncia de menores teores de Rubisco (Chaves, 1994},
Dai que estas plantas respondam, em geral, a um enriquecimento nos niveis de CO,
ambiente. por incremento no ganho liquido de carbono pela folha e pela eficiéncia do uso
da agua.

A funcionalidade do sistema radicular desenvolvido in vitro é deficitaria e, como
tal, muitos dos totoassimilados deverdo ser consumidos na formagdo de novas raizes que
possam garantir a sobrevivéncia das microplantas, pelo menos durante os primeiros
dias/semanas de aclimatizagdo, o que devera condicionar a sua utilizagio na formagio de
novas partes acreas. Esta situagdo devera ser muito diferente das microplantas cujo sistema
radtcular foi formado em substrato natural, ex vitro. Este facto podera explicar, em parte,
as diferengas registadas nos indices de crescimento e pardmetros bioquimicos a que temaos
vindo a fazer referéncia, comparativamente as plantas com enraizamento in virro,
Huylenbroeck & Debergh (1996) referem que na primeira semana de aclimatizagio de
Spathiphylfum, periodo durante o qual ocorre a formacgio de raizes, se regista um
decrescimo sigmficativo nas concentragdes de sacarose, glucose e frutose enquanto que a
concentragao de amido se mantém constante. Para estes autores, o facte de as
microplantas serem fotossinteticamente activas no inicio da fase de aclimatizacio é de
importancia secundaria. Referem entio que o requisito basico para a sobrevivéncia das
microplantas na primeira semana de aclimatizagdo sera a disponibilidade de nutrientes de
reserva, em especial sacarose, pois uma vez iniciado o processo de formagiio de novas

raizes e novas tolhas, as plantas passam a ter capacidade de autosuficiéncia.
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Comparando com os valores quantificados nas fothas de campo de plantas
micropropagadas (Tab. 4.17), verificamos que, em termos de concentragio absoluta, os
diferentes hidratos de carbono sdo bastante superiores comparativamente aos quantificados
no final do periodo de aclimatizagao, mas que a razdo entre soluveis e amido se apresenta
dentro dos valores maximo e minimo determinados no final daquela fase. Estes valores
mais elevados das folhas de campo poderdo ser explicados pela maior capacidade
fotossintética exibida por este tipo de folhas e que anteriormente fizemos referéncia.

As concentragdes de proteina registados apos os tratamentos de aclimatizagdo,
reflectem as capacidades de sintese mais elevadas, demonstradas pelas plantas com o
sistema radicular desenvolvido ex vifro. Nestas, o regime luminoso mostrou também
influenciar significativamente este pardmetro, tendo sido as plémias submetidas a maior
irradiancia as que apresentaram concentragdes mais elevadas  Estes resultados
comprovam, assim, a actividade metabolica mais eficaz deste tipo de plantas.
Comparativarnente com os valores registados nas folhas de campo, verificamos que as
folhas dois e trés das plantas com enraizamento ex virro e aclimatizadas a 250 umol m™ s
apresentam valores bastante semelhantes, o que indica uma certa normalizagio dos seus
mecantsmos de sintese. Ao contrario, em videira, Rebordio (1994) refere que a maior
disponibilidade luminosa provocou um decréscimo de 50% no teor de proteina além de

ndo se verificarem diferengas significativas resultantes do tipo de folha

Os factores que estiveram em estudo nesta fase, e que foram: o tipo de sistema
s

radicular que as plantas possuiam no inicio da fase de aclimatizacio. in vitro e ex vitro, e o
nivel de irradidncia a que se submeteram as plantas durante a fase de aclimatizacdo, 150 e
250 ymol m™ s mostraram provocar diferencas significativas nos pardmetros e indices de
crescimento, anatomia foliar, controlo na perda de agua, clorofilas, fotossintese, hidratos
de carbono e proteina solivel total, das plantas de castanheiro regeneradas in virro, tal
como acabou de ser discutido.

De facto, a existéncia de um sistema radicular desenvolvido ex vifro associado com
a utilizagdo de uma irradiancia de 250 umol m”? s durante a aclimatizagdo, mostrou

provocar uma resposta significativamente superior em termos de pardmetros
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quantificadores do crescimento e desenvolvimento vegetativo das microplantas de
castanhetro. Estas plantas apresentaram acréscimos significativos na biomassa. resultante
da formagio de maior numero de estruturas novas, folhas. caule e raizes. Correspondeu
tambem a um aumento de area e peso seco foliar, fundamentalmente em consequeéncia da
formagdo e desenvolvimento de folhas novas. A taxa de crescimento relativo, que traduz a
eficiéncia da planta como produtora de biomassa, foi também superior, pelo que se pode
afirmar que estas plantas apresentaram um balanco mais favoravel entre ganhos e perdas
de carbono devidas a fotossintese e respiracio e a uma maior eficiéncia na utilizagdo dos
assimilados investidos no aparelho fotossintético. O aumento de irradiancia parece nio
comprometer a sobrevivéncia. pelo que a sobrevivéncia na aclimatizagio parece depender
mais directamente da funcionalidade do sistema radicular que a planta tem quando inicia o
seu processo de aclimatizagio.

Os dois niveis de irradidncia utilizados nestes ensaios. nio provocaram uma
influéncia nitida na anatomia das folhas em termos qualitativos, e sé na analise de aleuns
parametros quantitativos foi possivel verificar esse efeito. No entanto foi a sua influéncia
fol significativa na diferenciacdo e desenvolvimento de estruturas e tecidos foliares a
medida que se assistiu a formagdo de novas folhas, traduzindo assim, uma progressiva
adaptagdo das microplantas a condigdes ambientais cada vez mais proximas das condigdes
naturais de luz e humidade.

Também a taxa de perda de agua se mostrou tendencialmente menor nas folhas das
plantas com enraizamento ex vitro e aclimatizadas a maior irradiincia,

As plantas com enraizamento in vifro ¢ aclimatizadas sob menor irradidncia foram
as que apresentaram valores superiores para a clorofila total, mas com o valor mais baixo
na razao entre clorofila ab. 0 que ndo impediu estas plantas de apresentarem taxa de
fotossintese aparente, taxa de transpiraqéd, condutdncia estomatica. capacidade
fotossintética, rendimento quantico aparente e ponto de compensagio para a luz, dentro de
valores muito semelhantes aos determinados para os restantes grupos de plantas. As
diferengas sigﬁiﬁcativas registaram-se quando se compararam as performances dos
diferentes tipos de folhas que se vdo diferenciando no decorrer da aclimatizagdo. Estas
diferencas, com valores cada vez mais proximos aos apresentados pelas folhas de campo a

medida que as novas folhas se vio desenvolvendo, sio a confirmagdo da importancia que
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tem a fase de aclimatizagdo na obtencdo de plantas com capacidade de virem a continuar o
seu desenvolvimento e crescimento em condigdes de campo. Estes valores foram
tendencialmente superiores nas plantas aclimatizadas a maior 1rradiancia, pelo que a uma
maior disponibilidade luminosa correspondeu um acréscimo na competéncia fotossintética.
quer aparente quer de capacidade, melhoria no rendimento quéntico e decréscitno nos
valores do ponto de compensagio para a luz. Este desempenho fotossintético veio a
reflectir-se nos significativos acréscimos dos parametros de crescimento por parte deste
grupo de plantas. Esta maior eficiéncia fotossintética esta associada a uma maior taxa de
carboxilagdo das folbas desenvolvidas sob nivels de luz mais elevados, dai que estas
plantas respondam de uma forma mais eficaz a um enriquecimento nos niveis de COs
ambiente, por incremento no ganho liguido de carbono pela folha e pela eficiéncia do uso
da agua. A melhor eficiéncia fotossintética permite também o aumento das disponibilidades
em hidratos de carbono soluveis e amido nas folhas em resposta ao aumento de irradidncia
por parte das fothas com raizes desenvolvidas ex vifro o que parece, assim, indicar a
aquisigdo de um cada vez methor comportamento autotrofico. Também a concentragdo de
proteina mais elevada por parte das plantas com enraizamento ex vitro e aclimatizadas a
maior irradiancia reflecte a maior capacidade de sintese por parte destas plantas.

Na Tabela 4.20 apresentam-se os resultados mais significativos provocados pelos
factores em estudo nas plantas de castanheiro regeneradas in vitro e registados no final da

fase de aclimatizagio.
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Tabela 4.20. Caracteristicas das microplantas apos a fase de aclimatizacéo de acordo com as
condigdes de rizogénese e irradianeia.

Expressio ¢ Luz na Clorofilas  Fotossintese Metabolitos Analise de
desenvolvimento  aclimatizagio crescimento
radicular (mol m™ 57) '
Inviire 130 e & [T <4 = gluc+frut > aérealraiz
< C1/Cl, <E < 5ACArQSe > LWR
<G < amido > SLA
< Apnas = sol/amido > LAR
< < proteina
=1
Fx vitro 250 - Cho = = gluc+frut + Crescimento
relativo
=>(CL/Ck. >E > $acarose - biemassa
>0 > amido + drea foliar
> iAr:r.a:\' = 501:”‘3mid0 > RGR
> @ > proteina > NAR
<1
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V. Consideracdes finais

O castanheiro (Castanea sativa Mill)) € uma das especies lenhosas de grande
importancia economica em Portugal quer pelo seu fruto quer pela qualidade da sua
madeira. Em consequéncia do aparecimento da doenga da tinta no inicio deste século, ¢
gradual substituigdo por outras espécies de maior rentabilidade, a cultura tem vindo
progressivamente a ver diminuida a sua area de distribuigdo. Dada a quase total auséncia
de resisténcia desta especie aos fungos Phytophtora spp., agentes da chamada doenca da
tinta, nas décadas de 60-70 foram desenvolvidos trabalhos de hibridacio com outras
espécies, nomeadamente a Casiarnea crenata, por forma a obter plantas que apresentassem
capacidade de resisténcia e, em simultaneo, afinidade para com as variedades portuguesas
de castanheiro. No entanto. a propagacdo vegetativa destes clones hibridos desde cedo
deparou com grandes dificuldades dada a incapacidade desta especie enraizar por métodos
convencionais. Assim, a micropropagagdo aparece como uma alternativa de extrema
mmportancia no sentido de permitir a multiplicagdo em larga escala de clones seleccionados
pelas suas caracteristicas de resisténcia a doenga da tinta. Nesse sentido, este trabalho
pretendeu aprofundar alguns aspectos relacionados com as fases de enraizamento e
aclimatizagdo, as quais continuam ainda a ser parcialmente limitadoras para a uatilizagdo
comercial destas metodologias na multiplicagio vegetativa do castanheiro.

A micropropagacdo por rebentamento axilar envolve a cultura de explantes e a
produgdo de rebentos que sdo induzidos a formar raizes adventicias, normalmente apos
estimulo auxinico. Estes rebentos enraizados sdo depois transferidos para estufas onde sdo
aclimatizados para posterior piantagdo no campo. Este processo inclui, assim, duas fases
em tudo distintas: uma primeira fase que se desenrola em condi¢des artificiais, sob
humidade relativa elevada, baixas intensidades luminosas, restri¢do de trocas gasosas e na
presenca de uma fonte de carbono assimilavel, uma segunda fase, aclimatizagdo, em que se
assiste a uma progressiva aquisicao de capacidade autotrc’;ﬁéa para desenvolvimento e
crescimento em condigoes ambientais naturais das plantas regeneradas in vitro.

Na primeira fase, para além da necessdria existéncia de protocolos que permitam
uma capacidade de multiplicagdo eficiente, ¢ de primordial importancia a formagio e
funcionalidade de um sistema radicular. As estratégias possivels de seguir, in vitro ou
ex vitro, 3o condicionadas pela especie e pelo estado fisiologico dos rebentos formados

na fase de multiplicagdo. sendo de grande importancia a compreensdo dos factores que
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directa ou indirectamente intervém no desencadear e promover deste processo. Dentro
deles sdo geralmente referidos as auxinas, peroxidases e poliaminas, para além dos factores
fisicos associados as condigdes ambientais em que o processo se desenrola.

Na segunda fase. torna-se necessaria a adaptagio da planta regenerada in vitro as
condigbes de crescimento natural, por outras palavras, € necessario aclimatiza-la. Neste
processo, o controlo dos factores ambientais, luz, humidade e temperatura sio
determinantes para o sucesso.

Neste trabatho estudaram-se dois metodos de indugio nzogenica, associados a dois
metodos de expressdc e desenvolvimento radicular. Ambos os métodos de indugdo
{rebentos em contacto com AlB 3 mgl” no meio de cultura durante 5 dias e rebentos
mduzidos por imersdo numa solugdo de AIB 1 gl durante | min) apresentaram
capacidade de indugdo rizogenica. no entanto a percentagem de enraizamento foi afectada
pelo sistema de expressdo e desenvolvimento radicular usado {em meio agarizado -in vitro,
ou numa mistura de turta e perlite -ex vitro). Os melhores resultados na percentagem de
enraizamento foram obtidos quando se fez a expressio e desenvolvimento radicular em
condigdes in viro, com 97 e 93% para cada um dos métodos de indugdo, nio
apresentando diferenca significativa para a combinagdo de indu¢io com AIB no meio e
expressao e desenvolvimento ex vitro (87% de enraizamento). No entanto a sobrevivéncia
na achmatizagio foi fortemente condicionada pelo tipo de sistema radicular que as
microplantas possuiam. De facto as plantas com enraizamento ex vifro apresentaram uma
taxa de sobrevivéncia de 100%, contra apenas 50% das plantas com enraizamento in vitro
Estudos do sistema radicular vieram mostrar que as raizes ex vitro apresentam estrutura
ramificada, presenga de pélos radiculares e quase auséncia de callus naizona de
diferenciacéo radicular; em termos anatémicos, apresentaram uma melhor organizagio e
diferenciagdo dos tecidos vasculares e melhor estabelecimento de conexdes vasculares com
o caule corhparativameme com as raizes in vitro. O estudo anatéomico da rizogénese
revelou que a reaquisi¢do da capacidade meristematica provocada pelo tratamento de
indugdo. ocorre nas células indiferenciadas produzidas pelo cambio vascular e ainda muito
proximas deste. Esta alteragdo anatomica foi registada 24 h apos o inicio do tratamento
indutor, apés o que se assistiv a uma progressiva evolugdo para a formagio de

meristemoides ¢ primordios cuja emergéncia se veio a verificar apos 12-14 dias de
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tratamento. () comportamento da actividade peroxidasica durante este periodo ndo foi de
modo a permitir uma correlagdo directa com esta resposta anatomica, no entanto, apos um
decrescimo na sua actividade &s 12 horas, comegou a registar-se um gradual incremento, o
que testemunha a sua intervengdo directa neste processo de rizogénese, embora sem
possibilidade de definir um comportamento marcador deste processo. Ja o comportamento
das concentragdes de AIA, AlAsp e AIB permitiu estabelecer uma directa correlacio
destas substincias no processo, confirmada pelas significativas diferengas entre as
concentragoes da parte basal e parte apical dos rebentos e os respectivos controlos. O
aumento da concentragdo endogena de AIA até um maximo no dia 2, é um forte indicador
das transformagdes bioquimicas que se deverdo dar ao nivel celular, por forma a que
algumas das celulas derivadas do cdmbio possam adquirir competéncia meristematica
orientada para a formagdo de futuros meristemoides radiculares. Este dado esti de acordo
com a observagdo anatomica que se tem ao dia 2, em que a visualizacio de células que
readquiriram capacidade meristematica € ja uma evidéncia segura. A significativa descida
dos niveis de AIA apos o dia 2, reflecte a necessidade de menores niveis de AlA nas
celulas o que devera permitir a continuidade do processo que em termos anatdmicos se
traduz pela definicdo e organizagio de meristemoides entre os dias 3 e 4 e sua postertor
evolugdo para primérdios radiculares entre os dias 6 ¢ 8, a que se segue a sua emergéncia
entre os dias 12 e 14.

Na fase de aclimatizagdo foram estudados os efeitos dos factores tipo de sistema
radicular que as plantas possuiam (in vifro e ex vitro) e intensidade de luz a que as plantas
foram submetidas (150 e 250 + 10 pmol m™ s™'), no crescimento e desempe@nho fistologico.
Para a sua avaliagio foram quantificados parimetros de crescimento, Lde anatomia e
fisiologia foliar e de natureza fisiologica, como controlo na perda de agua, concentragio
de clorofilas, avaliagio do desempenho fotossintético e concentracdes foliares de hidratos
de carbono e proteinas. As microplantas com sistema radicular desenvolvido ex virro e
aclimatizadas a 250 pmol m™ s, apresentaram uma resposta signiticativamente superior
em termos de desenvolvimento e crescimento comparativamente com todos os outros
grupos. Estas plantas apresentaram acréscimos significativos na biomassa, area e peso seco
foliar, taxa de crescimento relativo e taxa liquida de assimilagdo (NAR), que triplicou

comparativamente 8 NAR dos outros grupos de plantas, confirmando-se assim uma
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correlagdo positiva entre a NAR e a radiagdo incidente. Estas plantas apresentaran um
balango mais favoravel entre ganhos e perdas de carbono devidas a fotossintese e
respiragdo e uma maior eficiéncia na utilizacdo dos assimilados investidos no aparetho
fotossintetico. Este aumento de irradidncia parece nio comprometer a sobrevivéncia, pelo
que esta parece depender mais da funcionalidade do sistema radicular que a planta tem
quando inicia o seu processo de aclimatizagdo. As folhas formadas in vitro, na fase de
multiphcagdo, apresentaram uma limitada capacidade de acréscimos quer na area, quer em
peso, apesar de se manterem fisiologicamente activas durante a fase de aclimatizagio. Nao
se observou uma influéncia nitida dos tratamentos na anatomia das folhas em termos
qualitativos, ja na analise de alguns pardmetros quantitativos foi possivel concluir que as
plantas com enraizamento ex vitro ¢ aclimatizadas sob maior irradidncia apresentaram
estruturas anatomicas bem mais proximas das apresentadas pelas folhas de plantas
micropropagadas ja instaladas no campo. No entanto foi significativa a influéncia destes
factores né diferenciacdo e desenvolvimentos das estruturas e tecidos foliares a medida que
se assistiu a formagdo de folhas novas, traduzindo assim uma progressiva adaptacio das
microplantas a condigdes ambientais cada vez mais proximas das condi¢des naturais de luz
e humidade. Esta adaptagdo traduziu-se num aumento de espessura, acréscimo de
diferenciagdo de tecidos condutores e de suporte na nervura principal, reducio no numero
de celulas, acrescimo na diferenciagio e consequente aumento na proporgio de
parenquima em palicada comparativamente ao parénquima lacunoso, redugio na
frequéncia estomatica e alteragdes na sua morfologia. Estas alteragdes na morfologia e
decrescimo na frequéncia estomatica foram independentes do regime luminoso a que as
plantas estiveram sujeitas durante a fase de aclimatizagdo, e apenas tiveram significado
quando se compararam as folhas que se vdo desenvolvendo no decorrer deste processo.
Assim, a taxa de perda de agua mostrou-se tendencialmente menor nas folhas das plantas
com enraizamento ex vitro e aclimatizadas a maior irradidncia e com mais significado para
a folha dois e trés que tiveram a sua diferenciacio ja no decorrer do processo de
aclimatizagio.

As plantas com enraizamento in vitro e aclimatizadas sob menor irradiancia foram
as que apresentaram valores superiores para a clorofila total, mas com o valor mais baixo

na razae entre clorofila a/b. Mais uma vez se registaram diferengas significativas quando se
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comparam as performances fotossintéticas dos diferentes tipos de folhas que se vdo
diferenciando no decorrer da aclimatizagdo. Estas diferencas, com valores cada vez mais
proximos aos apresentados pelas fothas de campo a medida que as novas folhas se vdo
formando, sdo a confirmagdo da importdncia que tem a fase de aclimatizagio na obtengdo
de plantas com capacidade de virem a continuar o seu desenvolvimento e crescimento en
condigdes de campo. As folhas persistentes das plantas de castanheiro apresentaram
concentragdes de clorofila e razio de clorofila a/b elevadas, que se traduziu em
competéncia fotossintética, tendo apresentado uma taxa de fotossintese aparente positiva,
bem como acrescimos de taxa fotossintética a CO; saturante em resposta ao acréscimo da
PPFD. No entanto quando comparamos os valores registados para estas fothas com os
obiidos na folha dois e trés, onde as concentragdes de clorofila foram inferiores,
verificamos a grande diferenga que se regista na funcionalidade do aparelho fotossintético.
De facto as novas folhas formadas apresentaram taxas de fotossintese aparente 3 vezes
superiores as registadas para as folhas persistentes, uma capacidade fotossintética
acrescida em mais de 200%, para além de registarem um aumento significativo a que
ocorre saturacdo para a luz. Estes valores foram superiores nas plantas aclimatizadas a
maior irradidncia. pelo que a uma maior disponibilidade luminosa correspondeu um
acréscimo na competéncia fotossintética, melhoria no rendimento quintico e decr.éscimo
nos valores do ponto de compensagdo para a luz. Este desempenho fotossintético veio a
reflectir-se em acréscimos significativos nos pardmetros de crescimenio por parte deste
grupo de plantas.

O aumento das disponibilidades em hidratos de carbono soluveis ¢ amido nas
folhas das plantas com raizes ex vifro, em resposta ao aumento de irr;diéncia, parece
indicar a aquisi¢io de um cada vez melhor comportamento autotrofico. Também a
concentra¢do de proteina mais elevada por parte das plantas com enraizamento ex virro e
aclimatizadas a maior irradiancia, reflecte a maior capacidade de sintese por parte destas
plantas. Verificou-se que as concentragdes de proteina ao nivel da folha dois e trés
apresentaram valores muito semelhantes aos registados para as folhas de campo, o que
indica uma certa normalizagdo dos mecanismos de sintese e traduz um maior investimento

em novas estruturas que acompanham o aumento de biomassa verificado.
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Em sintese, podemos referir que as caracteristicas do sistema radicular que as
plantas de castarheiro regeneradas in vifro apresentam ao iniciar a fase de aclimatizagao
530 determinantes no sucesso que se regista no que diz respeito as taxas de sobrevivéncia
obtidas. A funcionalidade do sistema radicular desenvolvide directamente num substrato
de perlite e turfa, em condigdes ex vitro, comparativamente ao sistema radicular
desenvolvido em meio agarizado, in vitro, ¢ manifestamente superior, o que se traduziu
numa taxa de sobrevivéncia de exactamente o dobro.

As metodologias agora discutidas parecem ser susceptiveis de proporcionarem
resultados viaveis em termos comerciais. De facto, percentagens de enraizamento de 80%
associadas a uma eficacia total na aclimatizagdo, sio valores que deverio garantir a
utilizagdo da micropropagacdo para a propagagdo vegetativa de clones seleccionados de
castanheiro. O processo ndo deixa, contudo, de ser dispendioso. nio permitindo a
obtengdo de uma planta a custos idénticos a plantas seminais. Assim. a produgio de
plantas micropropagadas devera ser orientada ou para a produgdo de portz-enxerto
certificados ou, e sera uma via a explorar, para produgdo de pés-mies para estacaria,
tirando partido da capacidade de rejuvenescimento geralmente apresentada por estas
plantas.

Niveis de irradidncia superiores aos usados nestes ensaios poderio ser ainda
promotores de um mais acentuado desenvolvimento, e consequente redugio do periodo de
aclimatizagdo, que podera ter mais impacto se for acompanhado de um incremento na
concentragio de CO, ambiente por forma a permitir rentabilizar as capacidades
fotossintéticas que comprovadamente o acréscimo de luz provoca. No entanto, e em
termos de utilizagdo comercial de um sistema de micropropagagio de castanheiro, a
mtrodugdo deste novo factor na aclimatizagio, CO,, s6 devera ser feita apos uma definicio

precisa da relagdo custo/beneficio.
Na pagina seguinte apresenta-se um modelo para o conjunto de resultados obtidos

na fase de enraizamento e aclimatizagio das plantas de castanheiro regeneradas i vitro.

apos ac¢do dos factores que estiveram em estudo neste trabalho.
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1. Composi¢io dos meios de cultura

Tabela 7.1. Composicdo dos meios de culiura
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2. Analises de variancia

2. 1. Enraizamento in vitro e ex vitro

VII. Anexos

Tabela 7.2, dAndlise de varidncia da percentagem de enraizamento (Tab. 3.1,

Origem da Variagdo gl S0 MO F Prevk
ficlucdo I 0.044 0.044 0.382 4,544
fxpressdo V) D71 071! 6. 105 INIFE
fiducdo * Expressao ! 0.17& 0.478 1.526 021X
Frro 176 20,300 0116
fatal aiustado Y 2338

Tubelg 7.3, Andlise de varidneia do niimern de raizes ilat. 3.1
Origem da Variagdo gl SO MO F Prof
Dnicdugdo ! 27.01 27.01 16,208 0000
Expressio ! 1793 14,93 7 168 2 (08
fndugdn * xpressdo { 7,30 730 4,382 0.(38
Frro 137 Sxod 167
fotal aiustado 154 201.9§

Fabela 7.4 Andlise de varidncia do comprimento da maior raiz (Tab. 3.1,
Chrigem da ariagdo gl S0 MQ F Prof
Dnelugiio { 873,08 873,08 6,439 0.012
Expressio f 3262701 3262700 247,365 0.000
Indugds * Expressdo { 287,36 287,36 2026 0147
frro _ E3i J0411,78 133,15
Total ajustado 134 JA050.80 .

Tabela 7.3. Andlise de varidncia da sobrevivéncia na aclimatizagdo (Tab. 3.1).
Chrigem da Lariagdo gl SO AQ H Pri-f
Indugio I 0,003 0,003 (6433 855
Expressdo I 9322 9322 112391 6.1064
Indugdo * Expressdo i 0,003 0.003 0,033 0.535
Erro 176 14741 0.084

Total ajustado 179 24273
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Tabela 7.6, Médias da actividade especifica das peroxidases soliveis (Adhs min’' mg” proteinai fep
duranie os primeiros oile dias de enraizamenio (Fig. 3.9).

Dia AR 3 en fmersido  ep Cantrole ep
0 1035 #1.0 03 £1.0 103 # 1o
0.3 69 #1119 7,0 £1.0 74 F07
/ 9.7 #1.{ 106 #1,4 NG 209
13 77 08 9.2 el 85 +12
2 73 10 83 #1535 105 £14
4 88 £/1.9 {38 i 7 10.7 £ 1.8
& the #1417 193 £09 16,2 1.0
N 297 £0.4 208 i d 206 £ 18

Tabela 7.7. \édias das concentragdes de proteina solivel (ug g pf) fep durante os primeiros oito dias
de enroizamento (Fig. 5. 10

tha 418 3 ep fmersdc  ep Controfo 2p
] 3 £03 3.1 £04 31 204
.3 26 £404 32 204 30 04
i 26 0.2 24 03 . )
£ 0 £03 il £02 28 A2
. 32 204 3.3 £0.4 26 203
4 28 204 24 202 33 263
6 29 #£03 24 FO2 33 +62
& 89 £01 7 02 3.2 #03

Tabela 7.8. Medias do actividade das peroxidases soltiveis expressa por unidade de peso fresco
rAdbhs min' o pfy dep durante os primeivos vito dias de enrcizamento (Fig. 3.11).

Dia AIB3  ep Imersdo  ep Controlc ep
/] 2E1 242 283 519 283 03
0.3 197 #£0,8 22 £08 209 +£4.6
! 20T B A2 229 £47 248 209
) 234 206 26,2 £ 234 #07
= 345 #15 259 B 27,9 11
299 & b7 428 #19 432 %2
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Tabela 7.9, Médias do peso fresco (mg) zep das amostras para quantificacdo de actividades
peroxidasicas duranie os primeiros oito dias de enraizamento (Fig. 3.12).

Dia AIB3  ep Imersdo  ep Controlo  ep
0 408 #38 405 £38 405 =38
0.3 473 £110 522 #4168 539 3
! 499 #87 380 180 328 #F
1.3 I8 243 337 £134 17 =23
2 I48 8] 359 #43 385 256
4 674 #1435 631 #30 M Y
6 981 103 638 460 03 =&
X 1260 30 L3 AE £33

Tabela 7.10. Médias das concentra¢ies de Ald (qmol g7 psi + ep durante os oo primeiros duas de
enraizamento na parie hasal dos rebentos (Fig 3. 144) .

Dia AiB 3 lmersdo Controlo
0 1.827 H).627 1.827 #).627 LR2T #0627
! 23901 #4439 29791 #1236 3380 £1.649
B 31,929 #3143 33,907 #5379 2702 20,504
3 22,926 #4088 19,436 #) 642 1.928 #1031
4 16,944 #1.363 19.716 42 617 1043 ALROS
& D.095 #3143 [8,262 #2812 2.230 2777
8 6,184 71,143 13,642 #2881 (823 20,159

Tabela 7.11. Médias das concentracdes de 4id (mpmol g psi #ep durante os ovito primeiros dias de
envaizamenio na parte apical dos rebentos (Fig. 3. 148,

Dia AlB 3 ep Imersdo ep Controla ep
0 1,320 +),419 1329 #4192 1,_‘.‘2; 0419
! 7107 H 463 6416 +],053 111G #3403
2 5.903 #0397 6388 #0953 1030 HIL406
2 6.229 #0404 8,527 #1700 L% g
4 3913 #0411 6777 #1640 G000 408
] 6,003 10,463 6,943 #1117 1767 H.50)
& 6,360 #0420 6429 #1768 2384 Q41
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Fabela 7.[2, AMédias day concentracdes de Aldisp inmol r 'IJ.\'j tep durante os oito primeiros dias de
LA & ¢
.'3 1’;.

errarzamento na parte basal dos rebentos (Fig. 3,154},
ia AlB 3 ep Imersdo ep Conirolo ep
i 416 #3224 406 #2324 446 #2324
! {373 #2420 2186 #410 Jo6l #279
g 17,34 +3578 2333 #3.2] 417 #1356
3 2300 #2403 20,22 +4.83 4,42 1,01
4 26,81 +2,39 2239 £396 223 £3/8
4 4834 £4.90 1942 #3262 427 #1148
B 32,60 #3.34 2018 #2960 738 #1158

Tabela 213, Médias das concentragdes de AL1sp {gmol g psj Zep durante o5 oilo primeiros dias de
enratzmenio pa parie apical dos rebentos (Fig 3.138).

Dia AiB 3 ep Imersdo ep Controlo ep
i 6,34 £1.63 6.34 1163 6.34 £[63
7 9.79 £230 1347 £337 318 226
2 1318 £233 11,78 #2.37 BIVE R R
3 787 #2125 1333 2219 682 2252
4 13,68 +£3.027 17,31 #1733 5,30 £229
¢ [333 #2238 11,85 +283 518 =22
8 16,08 402 17,75 +£317 893 +302

Tabela 7.04. Médias das concentragses de AIB ¢nmol g ps) zep durante os vito primeiras dias de
enrgizaments na parte basal dos rebenios (Fig. 3.164).

Dia AIB 3 ep Imersdo ep Contralo ep
iy 337 #0202 0,537 #0202 0,357 #0202
i 23868 +5,637 33,921 #5188 L2 H0,508
Z 33344 K810 21461 #6036 (461 #0072
3 31730 435919 18309 #5222 0321 1,048
4 U028 3 744 14,773 A 324 0,737 #0183
6 7822 #3046 JLO89 #3694 0334 #H). /66
8 6369 £].3534 13,729 #1457 1.333 #0.413
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Tabeta 7.13. Médias das concentragies de AIB (nmol @' psi #ep duranie os cito primeiros dias de
enrizamento na parte apical dos rebenios (Fig. 3.165).

a AIB 3 ep imersdo ep Controio ep
0 0,943 #H) 364 0.943 #0364 0.943 =304
! 7729 #3085 10,706 ) 833 2391 157G
2 3,206 #2082 10336 0427 0.9207 =(135]
3 5,463 20,961 11,372 #0308 279% z047]
4 4220 #1203 10.849 0,938 L2260 =1 33)
6 2,970 H452 12434 A 466 1730 =0 74]
& 3910 #H) 435 1,367 0,387 G815 23439
2.2, Andlise de crescimento
Tabelg 7.16. Andlise de variancia da biomassa ttal (Fig. 4.3,
Origem da Fariagdo al 50 _ O E P
Entre tratamentos ) 173131240 MHe2624.7 Jii3 808 .06
Erro 174 38039360 333364
fotal ajustado 1749 23117039.0
Tabela 7.17. Andlise de varidneia da razdo parte aérea . raiz (Fig 4.4)
Origem da Variagdo b=} SQ A F Praf
Enire tratamentos 3 9i3,11 185,62 63312 0, 00
Erro 174 31839 298
Total gjustado 179 146430

Tabela 7.18. Tabela de medias 2ep para o crescimento relativo em altura, biomassa iotal e razdo parte

aérearaiz (Fig 4.3 e 4.4},

Rizogénese Luz

ol me s

Crescimento
refative

Biomassa totaf img,

Razdo parte
avrea raiz

In vitro {130
230
Ex vitro 130
230

Dia

Dia @}

1.69 £0.09
2022008

1462011

3142005 974

-------- i

2308 LT
33397 #1141}

JEN8 24

#3222 #2260
Bl 7 I R

)4 £ 34

e
663 =047
[ 43 =0}
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Tubela 7. 19, Andlise de varidncia da binmassa foliar (Fig. 4.3).

Origem da Variagdo gl 50 ALQ F Pr-fF
Enire tratamentos b 779072363 1338143,3 Y9 K80 02,1330
Frre 174 271443581 136002

Toral ajustado 172 10303103,0

Tabela 7.20. Andlise de varidncia do biomassa foliar (Fig. 4.64).

Origem da Variagdo al S0 MO F Pref
Luz { 813323 513323 38.77K 0.00d
Folha ) F169986 3 3B4994 7 27NRI6 0,060
Lwz = Folha v J3M8489 21024 1 10453 ERE
Erro 174 649436 2097 4
Total gjustade 179 16601401

Tabela 7,21, Analise de varidancia da hiomassa foliar iFig. 4.68).

Origem da Fariagdo gl SO A0 F Pru=F
Luz ! 2292186,6 2I92186.6 80,006 6,000
Fulha 2 6817983 403099 2 I15 885 {1,004
Luz * Folha o 12057063 HO4333,3 2118 Q.00
Erro {74 4979320.3 286179
Total ajustado 179 132906120

Tubela 7.22. Andlise de vardncia da biomassa radicular (Fig. 4.7;.

Origem da Variagdo e S0 AfQ F PrefF
Entre tratamentos 3 232699 99 30339 99 56,8593 4,000
Erro 174 16120222 38162
Tental gjustado 179 33390221

Tabela 7.23. Andlise de varidneia para razdo de peso foliar (Fig. 4.5).

Origem da Variagdo gl 50 AQ H Pri=f
Entre tratamenios £} 3,731 746 36.546 0.000
Erre 174 2284 3013
Total ajusiado 179 6,013
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Tabela 7.24. Tabela de médias 2 ep para a hiomassa foliar. hiomassa radicular e razdo de peso folior
il 1% 2

(LIVRG iFig 4.5 a 4.5

Rizagénese Luz Biomassa faliar Bicvmassa Razdo peso
feomol et 8 g radicular imgi foliar (LR}

Invitre 130 16212+ 839 2036 £ 1,33 0.66 0,037
230 223,30 # 1161 4362 £ 182 .65 £ 0.034

Dia 0 M2 £15] 2508 vl 90 0.34 20008

Fx vitro 130 296,26 + 1788 J2E82+ 449 06X £ 0032
230 G34.80 + 30,86 12721 £ 930 063 £ 0,033

Dia 0 1900 +421 PRS2 000 0300011

Tubelir 7,23,

Analise de varidncia da drea oliar iFig. 4.5,

Ortgem da Dariagde gl 50 A (g s Ppols
frtre tratamentos 3 67433596 {34871,i¢ 130219 f, 000
Frro 174 LE022053 897,53
Totai ajusiado 179 AN ]

Tabela 7.26. Andlise de varidncia da drea foliar (Fig. 4.10:4),
Origem do i ariacdo ef SO o I Pri=F
Luz ! 87830 N30 33 /64 ¢.000
Fotha 2 FI4588.2 37041 338,768 4,000
Luz * Folha 2 41879 20940 13,149 0,000
Erro 174 27710.0 1393
Total ajustade 179 1332714

Tabela 7.27. dndlise de varidncia da drea foliar (Fig. 4. 10B). -
Origem da 1 ariacdo gl S0 AMOQ F Pr=j-
Luz i 1328013 1328013 83870 0,000
Folha . 626386,0 3131950 197,796 0,00
Luz * Fotha 2 730983 363492 23,052 1006
Erro 174 R 2N 153834
Total ajustado 179 78003
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Tabela 7.28. Andfise de varidncia do numero de folhas (Fig. 4.114).

Origem da 1ariagio ) 50 AfQ o ProsE
Luz { 41 1141 7,306 0.007
Folha I 12,68 12,64 8,340 0.005
Luz * Fotha i 10.2] 16,27 6,717 0011
Erro e 176,30 132
Total qjustado 112 21039

Fabela 7.29. Andiise de varidneia do mimero de folhas (Fig. 4.11B).
Origem da Tariagdo gl SO MO £ Pref
fuz / 1.20 120 0691 0416
Folha I 4324 4320 24874 UREEE
Luwz * Folha i .58 1080 0.074 0074
Lrro 1o 208,47 174
Total ajusiady 119 23867

Tabela 7.30. Andlise de variancia da drea foliar especifica ( Fig. 4.12.
Origem da Variagdo @ S0 MO i Hpisf
Erire tratamenios £ 133990 &) 30799 36 6,390 {3, G410
Erro I7d HI8704 15 432012
Fotal ajustady 7% 942697 97

Tabela 7.31. Andlise de varidncia da drea folior especifica (Fig. 4.134).
Origem da Variagdo ot 50 MO F Pref
Luz ! DPE6R. Q78684 A6 {006
Foiha ) 198419 978684 2,797 p432
Luz * Foiha 2 1232227 99210 3029 6,008
Erre 174 21661973 a2611.4
Total ajustado 179 24091320 4 J2449 4

Tubela 7.32. indiise de voridneia da drea foliar especifica (Fig. 4. 13B).
Origem da | ariagdo gl S0 MO & PrafF
P B i 640712 640712 30,351 0,000
Folha o 3960 4 2980,2 2947 02,390
Luz * Fotha 2 127923 G396, 1 2052 0134
Erro 174 J47EID2 3484

Total ajustado 179 630636,1
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Tabela 7.33. Tabela de médias 2 ep para a drea foliar. nimero de folhas novas e drea Joliar especifica
INEAy ihig 4.9 a 413,

Rizogénese faz ;frea___/b/}'nr Numern de N rea foliar
fumol m” 87 o) Jolhas novas espectfica iSLAj

/n vitra 130 3088 #2205 467 0,21 337 21541
2350 71,80 £3,32 3874018 32733 £ 19.07

Ma O 464 2026 0 e o2 lie=] 207

Ex wiiro 154) 102,05 #3537 0,23 0,27 334,66 721
230 153,34 + /138 6.6340.46 30483 £975

Dia 8 A 033 e JIO28 =837

2.3. Histologia e unatomia foliar

Tabela 7.34. Andlise de varidneia da espessura das folhas (Tab. 4.3).

Chrigem da ariagdo ol SO AQ £ Pref
Rizogénese / 156,57 136,37 (1338 0473
Luz ! 230.91 23091 0,863 0.363
Rizogenese * Luz ! .24 a2.24 0,087 Burs
Lrro 92 2673630 29083

Total apustacdo b J71064.03

Tabela 7.35. Andlise de varidncia do didmetre da nervura central (Tab. 4.3},

Origem da Variagdo &l SO MO F Pref
Rizogénese ! 82 43 92,43 0.00+4 6,95}
Luz ! f38307,53 158307,53 6,713 0.1
Rizogénese * Luz i SHF722.45 2772243 9.232 0.043
Erro 92 216960450 2338266

Total aiustado 93 2543727360

Tabela 7.36. Andlise de varidncia da espessira das Jothas das plantas com raizes in vitro (Fig. 41945

Origem da Dariagdao gl SO MO F ProF
Lntre iratamentos 9 141549 19061 107,037 0,000
Erro 30 22918 438

Total ajustado 59 J6446.7
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Tabela 7,37 Andlise de varidneta da espessura das folhas das plantas com raizes ex vitro (Fig. 4.195).

38637293

Origen da | ariagdo af SO AfQ F Pr=f
Ionlre tratamentos g H0674 2 13194 33,339 0,000
Lrro X 67334 1347
Total ajusiado 39 474076
Tabela 7.38. Tabela de médias para a espessura da folha (um) (Fig. 4.194 e Bi.
Rizogénese  Luz Do N 5l 2 i3 F&
Invitro {30 820209 109 5+4 0 1093419 T2 7719
2ot 810227 G A=l ] 1250417 JO080+13
Fxviire FASH R gFd 2 03 4=7 4 P217+316 104844 3
Rl ALIE S (9glEgd TG, 4236 00,3236
4139 1783248
Tabela 7.39. Andlise de varidncia do didgmetro da nervura central (Fig. 4.204),
Origem da ariagdo ai S0 MO F Bral
Enire iratamenios g 7215290 19/314.3 76,636 6,000
Lrro ALY 1247873 24938
Toral ajustada ig IKd6616.3
Tabela 7.40. Andlise de varidncia do didmetro da nerviira central (Fig. 4.209B),
Origem da Variacdo gl SO Ao o Pref
Entre tratamenios 9 939400 9 1066111 36716 £.000
Erro 30 1431819 2903.6
Tatal ajustado 32 1104581 .8
Fabela 741, Tabela de médias para o didmetro da nervura central iuom) (Fig. 4.204 e Bi.
Rizogeénese  Luz fDo el it 12 e
D vitro 130 363, 14136 o84, 1124 754 423 7 Y34 5+24,
230 390.6+13.3 378.2416.8 678 3326,4 7831423,
Ex vitro 150 307,95131 Gl6,427.7 66142220 7R7 IO 3
230 305,349 336, 24174 680,7423,0 89697344

'

I+
ts

50152237
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Yabela 7.42. Analise de varidncia do numero de céiulas @ 100 gm (Tab. 4.4 ¢ 4.7,

Origem da Variagdn el S MO I Przaf=
Luz / Sl 320 0556 6.362
Futha 3 164782 34827 03 544 0,000
Luz * Folha 3 163853 362 9302 0,000
Erro 40 23487 587

Total qjusiade 47 2051.75

Tabela 743, Analise de varidnda do numero de células das fothas tFig. 4.21).

Origem da Variagdo gl SO Mo F Prf
Fatre (rasamenios 2 IUER G 3409 66,3 & 00
Frro 30 J6id Jaf

Toial qpustado 39 33l 4

Tabela 7. 44, Tabela de medias para o niimero de células 100 wm de comprimento de corte ransversal (Fig 4.21,.

Rizogénese  Luz Do fP B S " O
Ex vitro 150 47,3413 ANG64] 5 I8 44 sl i2d 0
234 43417 E3,.75).3 3424+ 7 F3. 2204

391407 31,9204

Fabela 7.45. Andlise de varidrcia da espessura da epiderme superior (Tab. 4.6,

Origem da Variagdo el S0 MO 5 PrF
Rizogénese 1 27.200 27,200 7150 0,009
Luz ! i.940 0,940 247 0626
Rizogénese * Luz i 1.330 1,330 0.830 4,362
Erro 92 J49 972 3804

Total ajustado g3 379,442

Tabela 7.46. Andlise de varidncia da espessura do parénguima em palicada (Tab. 4.6,

Origem da Variagdo gl 50 MO K Pr=f
Rizogénese ! 28 193 281193 5,866 0010
Luz ! L5063 I5.7ns 0.3583 0543
Rizogénese * Luz / 18.17] 19171 (i, 465 0.303
Frro G2 3767724 40.954

Total qjustado 93 4083 550
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Tabela 747, Analise de varidncia da espessura do parénguima lacunoso (Tab. 4.6).

Origem da lariagdo gf SO MG F Pr=f
Rizogénese ! 22947 232 G410 0,530
Luz ! G0.961 60,961 L9l 0.299
Rirogénese * Luz ! 119,930 119,930 20046 0,140
Erro g3 5141204 53,883
Total ajustado 95 3345097
Tabela 748, Andlise de varidncia da espessura da epiderme inferior (Tab. 4.6),
Origem da Variagdo gl SO MO F Pri=f
Rizogenese : / 44,146 44146 23,743 0000
Luz f 763 7763 4,327 0.036
Rizogenese ¥ [uz I 22813 29813 17,358 o000
rrro g 137,770 1713
Total ajustads g3 239,453
Tabela 7.49. Analise de varidncia da espessura da epiderme superior (Fig. 4.221
Origem da Variagdo gl S0 ALQ F Pr=F
Entee traramentos G i40.57 15,62 3,144 0,000
Erro 30 131,81 304
Total qjustado 39 29238
Tabela 7.50. Andlise de varidncia da espessura da epiderme superior (Fig. 4.23).
Origem da Variagdo g! S0 A F Prel
Lntre ratamentos g 104,50 116l 3,083 0.000
Erro 30 114,22 2,28
Total ginsiade Jy 215,72
Tabela 7,51, Tobela de médias para a espessura da epiderme superior {yan) (Fig 4.22 ¢ 4.23).
Rizogénese  Luz iba S S B2 i3 e
Invitro {30 13,9406 138405 {14, 4H),7 10,3213
230 13.340,7 154405 14,4406 17,140, 4
Fx vitro 130 §2.20.8 13,3203 13.341.0 {8.0+0,5
250 124204 14,3403 13,040, 5 153203
12,620,9 118406
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Tabela 7.32. Andlise de varidncia da espessura do parénguima em paligada iFig. 4.22)
Origem da Fariagdo ef SO MO F Pr=F
farre tratamientos 9 20aE.08 32836 343G 0, 000
Erre 30 431833 577
fotal ajustado 9 3393.640

Tabela 7.53. Andiise de varidncia da espessura do parénguima em palicada tFig 4.23).

Origem da Variagdo gl S0 MO s Pr>F
Fntre tratamentos g 136817 174,24 24T 0, 000
Erro 34 40127 8,03

Total ajustado Y 1969 43

Tabela .54, Tabela de médias pora a espessura do parénauima em palicada cumi (Fie 4.23 ¢ 423,
Rizegdnese  Luz el i i = i3 JC
{mvitrn 154 MHex 0 3038 42,118 40241 3

230 2592 30908 A3 F= S 7HLE
Exvitro {30 33307 IR 40,4253 43,610
230 37H)LG 36,1207 S21#17 H4.5211

Nk 6.6 0N

Tabela 7.55. Analise de varidneia da expessura do parénquima lacunoso (Fig. 4.22).

Origem da Lariagdo & SO MO F Pre=F
Entre tratamenios 9 310638 34315 30179 G.000
Lrro 36 37184 11,44

Toral qjustado 39 367821

Tabela 7.36. Analise de varidncia da espessura do parénguima lacunoso (Fig. 4.23). 7
Origem da Variagdo el SO MO Y F ProF
Entre tratamentos 9 844,93 204,09 18770 0,000
Erro _ 34 346,07 16,92
Total gjustade 30 239103

Tabela 7.37. Tabela de médias para a espessura do parénquima lacunoss (o (Fig 4 22 ¢ 4.23).

Rizogénese Luz S0 |4 S 12 3 <~
I vitro {3 31,9#1.7 46,8222 34.3£19 337210

25 47,2413 41,7212 326407 30.0+0 3
Fxvitro 1300 43,2412 40,9411 Flwl 7 308472

230 47 6417 4081 4 J6.8418 313410

<,
&,

43441 4 33,
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Tabela 7.58. Analise de varidneia da espessura da epiderme inferior (Fig 4.22),

Origem da 'ariagéo el S MO e PrEf
Fntre rratamentos g 139,39 1349 10,463 g4.000
Erro RIY; 74,00 148

Tatal ajustado 3o 21340

Tabela 7.59. Andlise de varidncia da espessura da epiderme inferior (Fig. 4 23).

Crigem da Variagdo gl SO ALD F PreF
Entre tratamentos 9 3926 6,58 4,136 4,000
Erro 30 79.60 1,39

Total ajustado R 13887

Tubeld 7,60, Tabela de médias para a espessura da epiderme inferior (i (Fig. 4 22 ¢ 4.23).

Rizagénese  Luz FERl /P 1 o /3 AU
nvirre 130 9.61,3 8,940,6 93204 9.7H),7
230 10.640.6 12,0408 10,3404 113414
Ex vilro 130 ¢ 3Hpa 80206 20035 L9 THLT
230 X648 56405 9.0+0,3 D043

9.7H) 4 6.1, 3

Tabela 7.61. Andlise de varidncia da frequéncia estomatica (Tab. 4.17 ¢ 4.18).

Origem da Variagdo =l S0 MO F Pre=fF
Luz ! 203,84 203,84 4277 0,608
Folha 3 25393262 8464421 113.726 G000
fuz * Folha 3 35010 183,37 0.246 0.863
Frro 40 2977137 744,258

Total ajusiado i7 28445993

Tuhela 7.62. Andlise de varidncia da frequéncia estomdtica (Fig.4.24).

Origem da Variagéo gt SO AQ F Pr=F
Entre tratamentos 2 3540408 393379 3G 450 a.000
Erro 3o 33068,0 6614

Tntal ajustado 39 3871088

Tabela 7.63. Tabela de médias para a frequéncia estomdtica (Fig. 4.24).

Rizogénese  Luz JO0 P Ji 2 ] "
Ex vitro 130 406,547 3 309 2+i5 6 240 849 8 224,248 0
230 L8 4+117 302 5+186 246,846, 1 220343 3

409,020.8 231880
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2.3. Varia¢do da perda de dgua

Tabela 7.64. Tabela de médias fvp para a variagdo da perda de dgua por discos (%) (Fig 4.25).

Tempo FE ep L ep /3 ep Jo ep
i 320 #£3.7% 3 67 284 #4338 20,74 #2118
24 50,3 #1088 673 427 34 #2244 Je £2 3R
30 Fyl  HE332 80 4,87 716 #A82 37,81 #2314
40 548 #3.76 86.3 #3521 2.9 4363 42,14 #2085
jo ARS8 g 911 £2.13 K81 2293 435,68 216
64 92 HLY 936 2219 92 #1196 4583 £2.04
& 94,3 £i 19 Y3 2186 943 08 JLOS #2104
Hig 254 226 P04 £.77 93,3 =iz 39 #2246
124 #hi 13} 96,{ #[ 73 93,7 #2453 33 AN
146 vo.4 1116 938 2216 96,7 63 6019 #2332
164 L R B vo,4 £.62 97,3 034 G547 2273
18¢ Y4 £ P68 +1.67 973 34 64,83 #3735

Tabela 7.65. [abela de médias fep para a variagdo da perda de agua por discos (%) (Fig 4.26),

Tempo Nk ep 2 ep 13 en jo ep
i C32D #2378 26 #.67 23 2438 ded LT
20 603 #6588 60 427 49 224 6.3 118
&1/ A6 4737 70 487 63 402 774 HL94
10 S48 £3.76 82 #3.2] 79 #3463 9.97  £1.79
30 888 #1466 911 #2113 891 #2931 44 2227
i) 92 409 936 £2.19 92 21,96 13.37  £3.09
L/ 43 A9 9y #1586 943 #2.08 1731 z4.64

100 95,4 #,26 96,4 £1,77 933 #1.33 2048 261
120 96,1 #4131 96,1 £1,73 937 £143 2304 #3598
140 964 #1186 938 £216 96,7 #1 63 2339 #6504
160 9E8 £ 14 96.4 162 97,3 #0334 2775 #3188
180 974 £114 96,8 +1.62 973 #)34 2092 46,1
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Tabela 7.66. ahela de médiax Fep para a variagdo da perda de dgua por (% (Fig 4.27)

Tempo /P ep 12 ep VA ep s ep
X £734 #6006 44,37 £9.94 3713 £519 L o
24 FIAT 588 71,36 983 64,32 29,04 3203 +2.38
30 8233 #4507 86,48 7,11 76,38 #9453 L =R 3
40 88,40 .03 9046 +4.34 84,25 4918 42,04 2203
50 90,46 463 9260 £3 .44 88,32 #6,03 43,65 #2716
60 9233 43,86 93,28 #3.19 90,38 4,54 48,83 £2,04
80 P24 #1168 93,56 #3.11 91,76 £3,70 308 #2404
oo 93,70 )32 94,49 7223 9371 #) 41 M5 2226
120 93,70 #0.30 94,72 £3.07 94,38 11,41 AT S5l
40 96,37 M55 9494 #3723 94.67 £1,04 6019 £33
160 P6.67  HLT4 93,07 #2217 LA ey SHF  Baa
180 2680 .73 93,07 #2407 9495 <120 6483 £3.04

Yabela 7.67. Tabela de médias tep para a variacio da perda de dgua por folha %) (Fig. 428,

Tempo /Foep 9z ep 3 ep JC ep
i 423 #3.20 1545 #3359 1832 #1326 J10 #1))
20 623 #3548 3974 4676 3836 #1793 6.3 #1118
30 723 #7017 3776 #1018 37,46 #2513 774 0,94
40 83,4 #7753 67,92 110,86 70,95 #2366 9.97 +1.79
30 88,46 26,18 7400 1887 7830 #2392 Ho44 #2237
6l 9233 4438 7817 #6588 ¥2.81 #2176 13,37 #3.09
30 94,24 #2372 8444 23,85 8757 #1622 {731 #4.64
100 93.7 £1,09 8774 313 89.60 326 2045 26!
120 957 #0092 90,38 #2453 $134 298] 23040 F3 08
140 96,37 #0,82 9209 #1.71 9255 #6238 2359 04
160 06,67 +) 84 93,69 #1385 23,01 #7 b
180 96,7 4090 9464 £1,40 9333 £318 2092 #6.1




2.4. Clorofilas

Tabela 7.68. Andlise de varidncia dos teores de clorofila a iTab. 4.9;.
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Origem da Variagde Jed SQ MO F Pre=lF
Rizogénese ! 3892 23,292 972 0.006
Luz ! i5.415 LEAlS 4728 0,032
Rizogénese * Luz ! 174,892 174.592 33.641 0,000
Erro 124 404,291 3.260
Toral ajustado 27 620,350

Tabela 7.69. Andlise de varidncia dos teores de clorofila b Tab. 4. 95,
Chrigem da Variagdo ef SO R¥L0, F R
Rizogénese ! 16,046 16,444 TR A (.04
L ! 22361 22361 26,330 000
Rizogenese * Luz i 39.34) 30 344 70,684 4.000
Erro 124 104 438 .x42
Fotal ajustado 127 202 387

Tabela 7.70. Andlise de varidncia dos 1eores de clorofila total (Tab. 4.9
Origem da Variacdo ! SO 0 F ProF
Rizogénese ! 51888 81555 12,234 0.000
Luz ! 73,246 78 11241 0,001
Rizogénese * Luz ) 37119 437119 63,303 0,000
Erro 124 530,024 6,604
Toral ajustaco 127 1424276

Tabela 7.71. Andlise de varidncia da razdo entre clorofila a e b (Tab. 4.9 _
Origem da Variagdo gl S50 MO YF Pri=f
Rizogénese 1 4,770 4,770 4048 0.033
Lfuz ! 14,0635 14,063 13.704 4,600
Rizogénese ¥ Luz ! 18.173 15173 177406 0.000
Lrro 124 127,270 £026
Total gjustado 127 164.277

Tabela 7.72. Andlise de varidncia dos teores de clorofila a iFig 4.294,
Origem da Variagdo gt S0 O R Pr=F
Entre tratamentos X 2706 35K 3Li76 0,06
Erro 03 0.6 k|
Total ajustado 7} 3412
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Tabela 7,73, Analise de variancia dos teores de clorofila a (Fig 42981,

Origem da Variagdo el S MO F Pr=fe
Entre tratamenios 8 83,00 {1049 {4051 0,000
Erro 63 47,02 275
Total ajusiado Zil 13092
Tabela 7.74, Tabelo de médias +ep para a concentracdo de clorofila a (mg g'ps) (Fig. 1.29).
Rizogénese Luz DO fP S 12 3
Invitro 130 8964052 9234045 6. 134036 4,98240,.29
250 6.6720.48 4374332 446023 WG D e
22045
Fx vitro 30 3.3020,28 4,35A40 205 A48 4.9340,15
230 730,36 619056 603028 3244130
4144019

Tabela 7.75. Andlise de varidncia dos teores de clorofila b (Fig. 4. 304).

Origem da Yariagdo ol S0 MO F PreF
Enire tratamentos 9 84,1 10.3] 19.524 0 400
Erro 30 334 4,53
Total ajustade S M3
Tabela 7.76. Andlise de vavidncia dos feares de clorofila b (Fig. 4.308),
Qrigem da Variagdo gl 5S¢ MO 3 Pr>F
Entre tratamenios 8 10.2] 128 4413 02 000
Erro 43 18,23 0,29
Total ajustado 71 28,44
Tabela 7.77. Tabela de médias tep para a conceniracdo de clorofila b img 2" ps) (Fig. 4.30),
Rizogéne se Luz JDo JP S 42 73
invitro {30 3. 7430,23 2202 L3620 14 LA AE
2350 1732012 1374013 1237016 0,874,609
2794021
Ex vitrg 130 1.8320.30 1384012 L1440 17 1382012
230 2192018 2054028 2132022 1462014

[.3020,66




Tabela 7.78. Andlise de varidncia dos teores de clorofila total (Fig. 4.311).
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Origem da lariagcdo gf SO MO F Pri=l
Fnire tratamentos B 0194 77 34,396 0.600
Erro 63 1344 a5
Total ajustado 71 7738

Tabela 7.79. Andlise de varidncia dos teores de clorofila total (Fig 4.31B).
Crigem da Variagdo el 50 MO F Pr=F
Entre tratamenios A 149.50 18,69 LE992 0,600
Erro 63 G817 136
Total ajusiado £ 24768

Tabela 7.80. Tahela de médias ep para a conceniragéo de clorofila toal fme g'psi (Fig 431

Rizagénese Luz SR fi b i3
In vitro 750 274054 1342083 | K 754075 7512094
250 5342046 5942049 S64r050 4184045
7.9240,43
Exitro 150 7132052 5752035 4544030 6.3540.20
250 9314053 82477 S I6#037 6704043
5.4340,2

Tabelu 7.81. Andlise de varidncia da razdo enire clorofila a e b Fig. 4.324).

Origem da Variagdo gl S0 AMO F Pre=f
Entre ratamenios 5 358 4.85 9305 0000
Erro 63 iy 0231

Total ajustado 7l 710

Tabela 7.82. Andlise de varidncia da razdo entre clorofilaae b iFig 4 321

Origem da Variagdo gl Se2 A0 F Pref
Entre rratamenios 5 434 057 0377 0,929
Erro 63 9478 1,50

Tolal ajustado 71 99.32
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Tabela " 83. Tubcela de médias tep para a razdo de clorufila a e clorofila b 1Fig 4.32).

Rizogénese L S r S 1 3
fniirn 150 L3702 2234014 2, 742009 2.3240.09
Sa 3,960 23 3624019 3632012 3,940,113
L94+0,12
Ex vitro 150 3.3420,42 3.3110,30 3,33=0.50 380043
230 3.3640.21 3,6540,.90 3212022 3661022
3.25202)
2.3, Fotassintese

Tabelu = 84. dnalise de varidncia da taxa de fotossinese aparente (Tab. 4.11).

Origem da Tariagdo al S0 MO F Pr=F
Rizogénese g 17.550 17.580 2352 (3,000
gz ! 1..?1’6. 1,216 1,388 0.210
Rizogénese * fuz ! 7593 7893 10.312 0002
Erro 114 85816 0,768
Tostal wustado 719 113,800

Tabela 7.83. Andlise de varidncia da taxq de transpiragio (Tab. 4.11).

Qrigem da Variacdo gl S0 AQ F Pr=F
Rizogenese 7 19,803 19.805 43,338 0.000
Luz ! 3892 3,582 13,354 0.000
Rizagénese * fuz ! G103 9015 21737 2. 000
Erry 1i6 30427 0,433
Totel qiustado 19 85,138

Tabela *.86. Anaiise de varidncia da conduténcia estomatica (Tab. 4.11).

Origem da Variagdo ol SO A0 F Pri=F
Rizageénese i 671779 674779 91235 0.003
Luz _ ! 3746,23 5746,23 2,805 0.006
Rizogénese * Luz ! 477932 4779,32 6,472 0,912
Errn 116 53399, 34 736,201

Total ajustado 118

10264268




Tahela 7.87. Andlise de variancia da taxa de ftessintese aparente (Fig. 4.33.1;,
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(rigem da Variacdo gl SO MO i Bref
Enire tratamentos » 13042 16,30 63.693 (.00
Erra HH 2844 0.26

Total ajustade 1y [ans

Tabela 7,88, Tabela de médias #ep para a taxa de Jfotossintese aparente {1mol (O m= sy Fig. 4.234).

Rizogénese Luz fC fP 7! e /3
In vitro 150 L0709 1,890, 11 F 2020 362018
230 Q732008 13100 3064011 3432011
4324019
Tabela 7.89. Andlise de varidncdla da tava de ranspiragdo (Fig 4.338).
Origem da Variagdn 2f S0 MO F PR
Entre tratamentos o] 790 0.957 4085 0,000
Lrro i1 26,83 2417
Total aiusiado 119 34.72
Tabela 7.90. Tabela de médias rep para a taxa de transpiragdo fmmol ™ 7} iFig. 4338,
Rizogénese Luz JC /P A 2 3
invitro 130 1.3920,07 1.8920,10 10340 11 16240, 11
230 1,760 24 1312009 LATHL 08 L7740.10
2H47H0.31
Tabela 7.91. Andlise de varidncia da condutincia estomdtica (Fig. 4.33C).
Origem da lariagdo &l 50 ALO CF ProF
Entre tratamentos 8 6507G,2 739.9 1.3350 4,000
Erro i SH4084 4902
Total ajusiado iy GOL87.6
Tabela 7.Y2. Tabela de médias 2ep para a condutdncia estomatica (mmol m™ 57 Fig 4,330
Rizogénese Luz §e JP i 7 bE)
Invitro 150 5162392 73,7945 20 STI£3 82 69,1643,39
230 D1,91404.72 6994463 TR 3] B8] I8+5 32

NE V656,59
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Tabela 7.93. Tabela de médias tep para a tuxa de fibertagdo de O rumol Qs m~ 57 (Fig. 4. 34].

PPED s ep 42 ep i3 ep
0 -l 4 #GG7 -1 Is iy -1.24 H08

7 -0,78 ) (7 -0,42 Hi 18 060 #H) 17

15 -0.20 +0.08 0635 4078 0.33 4020

28 032 #0106 1,49 #4078 LI10 2613

70 227 Q.67 3.76 #MLi3 326 =073
140 232 #0.08 3,13 #.20 430 #0120
330 233 #0119 601 13 316 +Hi20
700 234 007 6,28 .09 333 4014

Tabela 7.94. [abela de médias #vp para a taxa de libertagdo de O- (umol O; m” 57y (Fig. 4.35).

PRFD B ep 2 ep Ia ep
0 =121 HLO7 -0.92 2013 -0.76 =09

7 -0 79 #0.67 -U47 017 -0.38 Q7

/8 -0.19 #0.07 D23 #0017 021 2009
24 028 .07 087 4017 0,76 #) 03
0 136 )07 332 A5 302 4013
144 204 07 347 #0009 434 20,10
330 SA2 1019 643 #2013 3,57 .10
700G 249 10,07 6,45 )08 3,59 #0.13

Tabela 7.95. Tabela de médias #ep para a taxa de hibertagcdo de O, (ol O m™ 57! (Fig. 4.36),

PPFD fP ep b ep 3 ep
0 .87 #0.0/ -1,19 .64 -0.7% H) 34

7 -G.60 #H).0] -045 #4052 -0.32 4045
1% ~0.26 0,04 042 #1032 0.38 #i32
25 0.04 0,29 102 #0942 D98 #0038
74 1,29 #H13 259 42 299 #H)45
140 239 437 384 #4035 438 40
330 280 #0135 318 #2042 336 #0435

700 282 #1037 3,83 .33 582 040
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Tabela 7.96. Tahela de medias tep para a taxa de libertacao de O tomol Q- m” ') (Fig, 4.37 e 4.38).

PRI fF ep JE ep §E) ep fC ep
i -LE #03 -1.16 .05 S TR -1.39 =037

7 -0.38 003 -0.40 #0.20 -0.38 )37 -0.56 #0.3]

Ix 0,23 2007 070 0 30 (73 039 0,82 043
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Tubela 7.97. Tabeln de médias #ep para a taxa fotossintética a PPFD de 356 toned ™ 8 imol Qs g
L) Fie 4395

Rizogénese  Lug P 2 3

invitro 1350 FEE2 2272 86,41 £3.00 11206 #8353
230 30,41 #4203 82,92 £ 1387 4751

Exvitro F30 46.96 #6353 8997 =59 6927 HI6
230 I8, 997 #2142 G948 847 57132 £7333

2.5, Hidratos de carbono solaveis e amido

Tabela 7.98. Analise de varidncia dos teores de glucose + Srutose (Tah. 4.76).

Origem da bariagdo gl 50 MO F Pre=F
Rizogénese 7 197107402 19101402 72K 0.000
Luz & 11539.6 118890 1.076 2302
Rizogénese * Luz / 121631 12163, 1 0,396 {.296
Frro 124 13706169 11033 ¢4

Total ajustade 127 I304%11,2

Tabela 7,99, Andfise de varidncia dos teores de sacarose (Tab. 4.1 LR

Origem da Variacdo gl S0 MO F Pr>F
Rizogénese ! 49436,3 49436,3 13,959 0.900
Luz { 883695 RE369.5 28,381 0000
Rizogenese * Luz ! 47286,7 472869 13259 (4.000
Frro 124 I54265.6 30989

Total ajustado Lor 3693578 3
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Tabela 7.200. dndlise do varidncia dos teorexs de amido Tab, 4. 16:,

Origem do Yariagdo &l 50 ALQ & Flais
Rizogénese 7 132017 132017 1984 1461
Luz ! 526011 32601, 1 7906 0,006
Rizogénese ¥ Luz ! 216.3 2163 (0,033 0.53%
Erro 124 8249956 86332
Total ajusiado 127 5910147
Tabela 7.101. Andlise de varidncia da razdo hidratos de carbono soluveis / amido ¢fab. 4. 16}
CQrigem da i ariagdo gl S0 MO i PriF
Rizogénese ! 91,9588 91,988 #2350 0.0446
Luz ! 10232 10,232 4143 0.4+
Rizogénese * Luz ! 3.280 3,280 2328 .25
Erro 124 306,216 2,469
Total ajustado 127 411716
Tabelg 7.102, Analise de varidncia dos teores de glucose - frutose (Fig 4 40.1).
Origem da Variagdo ol S0 A0 F PrefF
Entre tratamentos 5 205491 3 260614 4.273 000
Erro 63 I8L255.1 6099 3
Total ajustado 7l J92746.4
Tabela 7.103. Andlise de varidncia dos teores de glucose ~ frutose (Fig.4.408).
Origem da Variagdo 2l SQ MO 2 Pref
Entre tratamentos A J64023,7 703030 3816 §.000
Erro 63 7637208 121226
Total gjusiado 71 (3277445

Tabela 7.104. Tabela de meédias tep para as concentragies de glicose -+ Sfrutose (umol g ps) (Fig. 4.40).

Rizogénese Luz JDi P br 2 A
Invitro 136 L9, 4406 372274 262174 N6 3HES
230 236,34£24 8 32244341 37374357 21752186

29554287
Exvitro 1350 358, 72288 32064354, 3 31932389 6)7223] ¢
230 468,6455.3 J64.8£37,3 00072309 3590424330

310,3+29.2




Fabela 7. 103, Analise de varidncia dos teores de sacarvse iFig 4.4 14,

VII. Anexos

Origem da | ariacdo al SO A F Pref
ntre iratamentos b1 1015213 1260503 [3.337 .06
frro 63 398542 30,4
Toial ajustado 21 1613758
Tabela 7.106. Andlise de varidncia dos teores de sacarose (Fig. 4. 41B).
Origem da Variagdo gl SO MO e Pr=F
Intre tratamentos L] 23987 3 6z Nodahd Q.000
Lrro 63 2420417 38419
Tatal gjusiado 71 4953790
Fubela 7.107. Tabela de médias ep para as concentragdes de sacarose (mol g psi iy 441
Rizogénese Luz JDo IP 1 13 &
vitro 130 17442135 13971438 14924124 A8 523
230 1315440 13912177 198 3473 4 HI8 039
63,2481
Ex vitro 130 120.0£12 7 169,2424.0 1133294 [32.149.6
&30 R IR 206,0+15.7 JO2 4220 12654286
712454

Tabela 7.108. Andlise de varidncia dos teores de amido (Fig. 4.424).

Origem da Variagdo gl S0 MO F Pref
Entre tratamentos & 3326322 863790 12,630 0,000
Erro 63 3313903 32633

Total qjustado 71 8642226

Tabelg 7.109. Analise de varidncia dos teores de amido (Fig. 4 428).

Origem da Pariagdo el S0 MO F Brsfs
Entre tratamentos 8 2687130 333891 17549 0,000
Erro 63 1153591 18519

Total ajustado 71 3872721
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Tabela 7.110. Tabela de modias +ep para as concentracdes de amido il o psi iEie 4 420,
yi 3 ¢ £ Vg b

Rizogénese Luz JDo JP 11 2 3
Invitro 130 [04.543.2 1264478 208 (02239 231 739 4
230 1306263 138 0+07 ZASEEI S I 6449 2

I83411
Ex vitro 130 HG.0216.1 20354101 1375414 4 1387469
230 1779466 1319473 3. 3426, 1 21834220

223410

Tabela 7.111. Inalise de varidncia da vazdo hidratos de carbons soliveis - amido g 44340

Origem da lariagdn al SO M0 £ Profe
SHIe [ralamenios 5 jE07 I8N 4 IR | & 000
Errp 63 i52.0 2

Total ajustads 71 1689 {

Tahela 7.112, indlise de varidicia da razaoe hidratos de carbono soliveis - amida (Fie 4438
Fand 2

Origem da Maviagao gl SO O = Prof
Lnire tratamenios & 11349 419 35,830 0,000
Lrro 63 2494 1.0

Total ajustado 71 1384 3

Tabela 7,113, Tabela de médias Tep pard g razdo soliveis

“amido (Fig. 4.43),

Rizogénese Luz JDo P 1 12 3
inviro 130 3,740,350 3. 7H0 19 234035 177024
230 3,246,206 3.043,39 2Nt 39 534009

1702132
Exviiro 130 314 47 332024 SO 60 365034
234 4.1#039 61160 384032 4, 120062
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2.6, Proteina total soluvel

Tabela 7114, Andlise de varidncia dos teores de prodeina soluvel wial flab. 415,

VI Anexos

Origem da Variagde g/ Y NG F PrF
Rizogénese ! 23005, 13 2200513 189, 736 0.060
e ! 4008, 48 JO08 48 33,060 .000
Ricogeénese * Luz ! 443376 #433,76 36,568 0.000
Erro 124 13G34.74 121,245
Tutal ajusiado o 4648211
Tubela 7115, Andlise de varidncia dos teores de proicina solivel toral iFig 4. 444,
Clrigen da L ariagdo al SO MO o Rl
Filtre tralamentos ) 36426 7433 6,047 408
Erra 63 734,54 11.66
Total ajustado 71 129910
Tabela 7,116, Andlise de varidncia dos ieores de protzing solivel total iFig.4.348),
Origem da aviagdo gl S0 MO F Prsel
Entre tratamenios N 1341871 1927 34 104537 0,000
Frra 63 Hie1l.3] 18431
Total ajusiade 71 2703002

Tabela 7.117. Tabeia de médias tep para a proteina solivel total (mg "' ps) iFig. 4.44).

Rizogénese Luz Do P b 7 3
Inviiro 130 19,020,588 16,140,533 [5,821.76 24+ 78
250 Jahal.52 LZ e F el g 24238 13,2049
18.620,66
Fx vitro 130 40,243,38 33,644, 40 2337185 SRl
230 76,2444 33, 24220 45,426.32 19.340.56

J9, 34765




