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Resumo

A utilizagio de técnicas in viro para o armazenamento ¢ conservagdo de
germoplasma, apresenta-se hoje como uma alternativa de valor potencial aos tradicionais
métodos de conservagio. De facto, a possibilidade de manter partes vegetativas de plantas
em condigdes limitadas de espago e manutengdio por longos periodos de tempo, tornam

estas técnicas suficientemente atractivas para constituirem no futuro uma garantia da

mar 40 de recursos genéticos escassos e limitados.

Neste estudo referem-se s resultados obtidos na conservagio pelo frio de rebentos
axilares de cerejeira com 1 + 0.2 cm de comprimento, obtidos a partir de culturas com 1
ano de idade e mantidos a 4 °C em meio de MS com diferentes concentragdes de sacarose e
de reguladores de crescimento, quer na sobrevivéncia, quer nas taxas de proliferagio,
durante trés subcultivos sucessivos apos o periodo de conservagio de 3, 6,9 ¢ 12 meses.

A presenga de sacarose mostrou ser determinante para a sobrevivéncia dos explants,

guladores de crescimento

o mesmo ji ndo acontecendo s diferentes combi dos
utilizados, BAP e AIA. Decréscimos na sobrevivéncia comegaram a registar-se a partir dos
9 meses de conservagdio, apesar dos explants sobreviventes continuarem a apresentar
capacidade proliferativa. As taxas de multiplicagdo e alongamento dos rebentos foram em
geral afectadas no primeiro subcultivo apés a conservagio, mas estes valores normalizaram

ao longo do segundo e terceiro subcultivo.

Introdugio

A conservagdo in vitro de culturas no frio a temperaturas enre 0s 4 € 05 15 °C tem
sido utilizada para a manutengdo de recursos genéticos ¢ colecgdes de plantas isentas de
virus, sendo um dos exemplos mais conseguidos o citado por Mullin e Schlegel (1976),

com morangueiro, onde estes autores referem a possibilidade de conservar durante 5 anos,
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sem subcultivos, apenas com reposicdo de meio liquido para prevenir a dissecago.
Também laboratérios comerciais tém utilizado esta possibilidade de conservagio de
material in vitro, para a manutengdo de material vegetal em momentos em que a sua
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multiplicagdo ndo se afigura do assim custos de

laboragdo e continuando a dispor de stocks sufici que a | estdo

disponiveis para reentrarem no circuito convencional de microp ¢do. Neste sentido,

as reacgdes do explant as condigdes de conservago, bem como a sua posterior capacidade

de proliferagdo devem ser conveni determinadas. Especial ¢do deve ser dada
a factores como o estado fisiologico dos rebentos, tipo de explant, formulagdo nutritiva,
tipo de contentor, temperatura e luz, entre outros (Aitken-Christie & Singh, 1987;
Orlikowska,1992).

As espécies vegetais diferem na sua reacgdo as temperaturas baixas. Em videira

(Monette, 1988), a temperatura entre 12 ¢ 9 °C mostrou ser mais favoravel do que entre os

=

7 e 2 °C. Ja para a proliferagdo de de kiwi a temperatura Optima referida foi de 8°C
(Monette, 1986). Na cultivar de macieira Golden delicious, a sobrevivéncia foi maxima se
conservada a 4 °C em vez de 1°C (Lundergen & Janick, 1979). Em relagdo as formulagdes
nutritivas e tipo de explant usado para conservar, também aqui se verificam

particularidades de acordo com as espécies, e varias
(Borkowska, 1990; Lundergen & Janick, 1979; Marino er al., 1985; Eckhard, 1989;

tém sido publicadas

Monette, 1986; Janeiro et al., 1995). A sobrevivéncia e proliferagdo tém normalmente sido
referidos logo ap6s o primeiro subcultivo, e poucos sdo os autores que referem o
comportamento das culturas durante sucessivos subcultivos (Eckhard, 1989; Orlikowska,
1992).

Neste artigo descrevemos os efeitos da conservagdo in vitro a 4 °C de um clone de
cerejeira (Prunus avium L., clone VAIl) na sobrevivéncia e proliferagdo durante 3
subcultivos sucessivos, mantido no escuro por 3, 6, 9 e 12 meses. As varidveis utilizadas
foram, para além do tempo de conservagao, a concentragdo de sacarose e de reguladores de

crescimento usados na formulagio nutritiva de conservagdo do material vegetal,

Material e Métodos
Utilizaram-se neste trabalh I de jei belecidas in vitro ha mais de
um ano, com subcultivos cada 4 em meio de Murashige e Skoog (1962), com os
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macronutrientes reduzidos a metade, suplementado com 0.5 mgl_1 de 6-benzilaminopurina
(BAP), 0.1 mgl”" de acido indol-3-acético (AIA), 30 o’! de sacarose ¢ 7 gl”! de agar

comercial, O pH foi ajustado a 5.5-5.6 antes de autoclavar. As culturas foram mantidas em
2.-1

condigdes standard de crescimento, com uma densidade de fluxo foténico de S0 pEm” s
durante 16 h, fornecido por lampadas fluorescentes branco frio, com temperaturas dia e
noite de 25 e 20 °C respectivamente.

O explante de conservagdo usado foi o rebento inteiro isolado do tufo de

multiplicagdo e colocado no frio logo ap6s o subcultivo (dia Zero).

Foram delineados dois ensaios. No primeiro -se 4 oes de

sacarose: 0, 10, 20 e 30 gl_l, No segundo ensaio testaram-se 3 combinagdes de reguladores
de crescimento: 0.5 mgl’" BAP + 0.1 mgl’" AIA, 1 mgl”! BAP +0.1 mel’l AIA € 0.5
mgl‘I BAP. O meio de cultura, com excepgdo dos componentes citados, foi o utilizado
durante a fase de multiplicagdo. Foram colocados 7 explants por frasco (8 @x 7 cm) com
50 ml de meio. Foram usados 4 frascos, 28 explants no total por tratamento, € colocados as
escuras a 4 + 1 °C. Apds 3, 6, 9 e 12 meses de conservagdo, as culturas foram retiradas do
frio, mantidas durante 2 dias no meio de conservagio, apos o que foram transferidas para
meio de multiplicagdo e condigdes standard de cultura. Controlos, sem tempo de
conservago, foram mantidos em condigdes standard de cultura durante o periodo dos
ensaios. No 1°, 2° e 3° subcultivos foram registados os seguintes pardmetros: sobrevivéncia,
que traduz a percentagem de culturas que mantém a capacidade de proliferagdo, nimero de
rebentos por explant ¢ comprimento do maior rebento por explant, no entanto, € para
simplificagdo na exposigdo dos resultados, apenas se indicam os valores obtidos no 1° e 3°
subcultivo. Os ensaios foram avaliados por ANOVA bifactorial (tempo de conservagio X
composi¢do do meio) e as médias foram comparadas pelo teste da minima diferenca

significativa (LSD) para p=0.05.
Resultados

Influéncia da concentragdo de sacarose no meio

Um aspecto que se afigurou como determi na possibilidade de conservagio de

rebentos de cerejeira, nas condigdes anteriormente descritas, foi a absoluta necessidade de
sacarose no meio de cultura. De facto a auséncia de sacarose inviabilizou totalmente a

possibilidade de conservagdo dos rebentos, independentemente do tempo de conservagdo
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(Fig. 1), mostrando, assim, ser um factor que influencia significativamente a capacidade de
sobrevivéncia. Nas restantes concentragdes 10, 20 e 30 gi'] de sacarose, nio se registaram
diferengas significativas dentro de cada momento de registo de 3, 6, 9 ¢ 12 meses, bem
como ao longo deste periodo, embora se verifique um ligeiro decréseimo, sendo na

concentragio de 30 g]'1 que se observa a menor flutuagéo.

100 T

80
é |10
2 g 80 D20
s £
E 40 w30
]
L 20

0
3 [} 9 12
Meses

Fig. 1. Influéncia da concentragdo de sacarose (gl T ) na taxa de sobrevivéneia.

Em relagio ao numero de rebentos, verificamos que este parimetro ¢
significativamente afectado pela conservagdo no frio, independentemente do tempo de
conservagdo bem como da concentragio de sacarose (Fig. 2 e 3). De facto, no primeiro
subcultivo apés a conservagio, registdmos valores nas taxas de multiplicagdo entre 1 ¢ 1.8
rebentos por explant, sem diferengas significativas entre o factor tempo de conservagio e
concentragio de sacarose (Fig. 2), valores estes que contrastam com as taxas de
multiplicagio no terceiro subcultivo que atingem os valores normais de multiplicagdo nesta
espécie, entre 4 e 5.3 rebentos por explant (Fig. 3). Embora ndio se tenham registado
diferengas significativas nas taxas de multiplicagiio no terceiro subcultivo de acordo com a
proveniéncia dos rebentos, verificamos no entanto uma ligeira superioridade nos rebentos

conservados com 30 glrl de sacarose (Fig. 3).
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Fig. 2. Influéncia da concentragdo de Fig. 3. Influéncia da concentra¢io de
sacarose na taxa de multiplicacdo apés o 1° sacarose na taxa de multiplicagdo apés o 3°
subcultivo. subcultivo.

O terceiro parametro analisado, comprimento do maior rebento, embora nio tendo

sido tdo afectado no primeiro subcultivo apés a conservagdo do material no frio,

comparativamente a0 que acabamos de observar para a taxa de multiplicagdo, mostra no

16 m

entanto uma de compor muito Assim, verificamos
diferengas significativas do 1° para o 3° subcultivo (Fig. 4 e 5), com particular incidéncia

logo apés 3 meses de conservagdo. No 3° subcultivo os valores de alongamento registados

podem ser considerados come normais, comparati as cul de controlo.
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Fig. 4. Influéncia da concentragdo de Fig. 5. Influéncia da concentragdo de
sacarose no alongamento apés o 1° sacarose no alongamento apos o 3°
subcultivo. subcultivo.

Influéncia dos reguladores de crescimento no meio de cultura

A utilizagdo de 3 diferentes combinagdes de reguladores de crescimento no meio de
cultura utilizado para manter no frio as culturas de cerejeira, mostrou nio ser geradora de
respostas significativamente diferentes e, tal como referimos em relago a influéncia da

concentragdo de sacarose, também aqui o que de facto parece ser determinante é o factor

tiiy 4,
P P

do tempo de conservagdo. Assim, verificamos que nas

34



taxas de sobrevivéncia as diferengas registadas quer entre os tempos de conservagdo quer
para as diferentes combinagdes de reguladores de crescimento sdo ainda de menor

amplitude, sem qualquer diferenga significativa entre elas (Fig.6).
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Fig. 6. Influéncia dos reguladores de crescimento na taxa de sobrevivéncia.

Em relagdo as taxas de multiplicagdo, apos um significativo efeito prejudicial, os
valores normais sdo recuperados ao 3° subcultivo (Fig. 7 e 8), desaparecendo também o

efeito da combinagéo em que os rebentos estiveram conservados
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Fig. 7. Influéncia da combinagdo de Fig. 8. Influéncia da combinagdo de
reguladores de crescimento na taxa de reguladores de crescimento na taxa de
multiplicagdo apos o 1° subcultivo multiplica¢do apos o 3° subcultivo.

Para o pardmetro alongamento, o tipo de resposta apresenta uma tendéncia em tudo
idéntica ao ja descrito para a influéncia da sacarose, isto ¢, um significativo efeito no caso
dos rebentos mantidos no frio durante 3 meses, mas que desaparece ao 3° subcultivo, e nas

restantes modalidades esse efeito ndo foi tdo notorio (Fig. 9 ¢ 10).
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Fig. 9. Influéncia da combinagdo de Fig. 10. Influéncia da combinagdo de
reguladores  de crescimento no ladores  de  crescimento  no
alongamento apos o 1° subcultivo. alongamento apos o 3° subcultivo.

Outro aspecto que consideramos importante referir, diz respeito ao estiolamento
que os rebentos sofreram ao longo do tempo de conservagdo. De facto registou-se um
progressivo alongamento 4 medida que se ia prolongando o tempo de permanéncia dos
rebentos no frio atingindo valores maximos ao fim dos 12 meses. De referir que estes
rebentos apresentaram uma certa capacidade de sintese de clorofila logo que expostos as

condigdes standard de cultura, pelo que se mostraram possiveis de reutilizar,
Discussio

Os resultados indicam que a sobrevivéncia deste clone de cerejeira mantido no
escuro a 4 °C, se exceptuarmos a modalidade de 0 gl'l de sacarose, ndo parece ser muito
afectado pelas diferentes modalidades testadas, quer nas restantes concentragdes de
sacarose, quer nas combinagdes de reguladores de crescimento, tendo todas elas
apresentado condigdes que se podem considerar altamente favoraveis para a possibilidade
de conservagdo in vitro deste clone. O facto de as culturas ndo sobreviverem na auséncia de
sacarose pode ser explicada na sequéncia do importante contributo que este constituinte do
meio de cultura tem nos valores do potencial osmdtico dos meios. De facto, na
concentragdo de 30 gl'l, a sacarose contribui para metade do potencial osmético do meio
de MS, e sabendo o importante papel do potencial osmético nos equilibrios fisiolégicos

1 PR

dos tecidos wvegetais, faci se a sua mesmo ¢m mMenores
1

concentragdes. Também em macieira a redugéo da concentragio de sacarose para 15 gl”

permitiu manter a viabilidade dos explants durante 18 meses (Eckhard, 1989). A presenga
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de lad de cresci > durante o periodo de conservagdo parece ndo ser
indispensdvel, permitindo até a prevengdo do estiolamento dos rebentos (Orlikowska,

1992). No entanto, e tal como referimos, estes rebentos mantém a suas capacidades

Feinlao:

apesar de ap 6s muito alongados. Foi também registado uma
forte capacidade proliferativa na base destes rebentos. »

Se as taxas de sobrevivéncia foram pouco afectadas quer pelas combinagdes
nutritivas testadas, quer pelo tempo de conservagdo, ja os valores das taxas de

multiplicagdo  foram fortemente afectados pela conservagdo no frio, embora

) 14
P

=

das combi . No entanto os valores normais sdo progressivamente

recuperados, parecendo assim, que a temperatura exerceu um certo efeito negativo na
capacidade de expressdo dos genes que controlam a morfogénese, que no entanto retomam
a sua actividade normal apos algum tempo sob as condi¢des standard de cultura. Em
relagdo ao tipo de efeitos que estes factores exercem nas culturas os resultados publicados
apresentam, por vezes, grandes diferencas entre si. Marino et al. (1985), referem que apos
dez meses de conservagdo, gendtipos de Prunus ndo viram a sua capacidade de proliferagdo
afectada. Ja Borkowska (1990) refere que a capacidade de proliferagdo sofre decréscimo
apds conservagdo prolongada. Janeiro et al. (1995), referem que apesar de a conservagdo
no frio parecer incrementar a capacidade de proliferagdo de culturas de cerejeira, esta
capacidade parece no entanto ser transitdria, ja que apos 2-3 subcultivos elas apresentam os
valores normais em relagdo aos controlos. Também Orlikowska (1992) refere que a
conservagdo no frio provoca decréscimo na capacidade proliferativa do porta-enxerto M9
pelo que recomenda a conservagio em tufo e ndo em rebento isolado.

Dos resultados ja publicados bem como dos agora apresentados, fica a ideia de que
parece dificil generalizar solugdes para os problemas da sobrevivéncia e proliferagio das
culturas para diferentes espécies quando conservadas a baixas temperaturas, pelo que
continua a manter-se necessario a definig¢do de protocolos que permitam ndo sé solucionar

essas dificuldades bem como a minimizagfo de custos durante a conservagio.
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