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RESUMO

Este trabalho desenvolveu-se em duas partes. A primeira parte consistiu em
definir metodologias de micropropagacdo, cultura de calli e organogénese
experimental em duas castas de videira - Baga e Maria Gomes - caracteristicas
da regisio da Bairrada. A segunda parte consistiu no estudo do comportamento
da casta Baga, relativamente ao stress osmético induzido pelo osmético sorbitol,
em microrrebentos de videira em cultura in vitro.

O estudo da micropropagagdo através da cultura de gomos axilares,
permitiu seleccionar o meio MA1 (meioc MS com 4.4 pM de BAP) para o
desenvolvimento dos gomos axilares, e os meios MA2 (0.4 macro MS, 1 micro
MS, vit. RG) e MR2 (1/2 MS com 0.1 uM de IBA) para o enraizamento dos
microrrebentos e alongamento das plantulas. A aclimatagdo das plantulas destas
duas castas foi sempre bem sucedida, com a metodologia adoptada.

A indugdo e culiura de tecido caloso foram obtidas, utilizando como
explantes primarios folhas jovens de microrrebentos de videira, e os meios MC1
(1/2 MS com 1 uM de 2,4-D) e MC6 (1/2 MS com 0.44 uM de BAP e 0.45 pM de
2,4-D). A indugdo e cultura de tecido caloso foram ainda obtidas, através da
cultura de segmentos de caule e peciolo no meio MC9 (1/2 MS com 1.6 uM de
BAP e 8.5 uM de IAA). O meio MC9 possibilitou as taxas de crescimento de calli
mais elevadas.

A organogénese experimental em folhas jovens de microrrebentos de
videira, deu origem & formagéo de folhas adventicias nos segmentos de peciolo
néo se verificando, com a metodologia utilizada, o desenvolvimento de rebentos
adventicios. Este tipo de desenvolvimento sé foi possivel na casta Maria Gomes
embora com percentagens relativamente baixas, 20% no meio MO1 (meio NN
com 8.8 uM de BAP) e 6.25% no meio MO3 (meio NN com 8.8 uM de BAP e 0.1

uM de NAA).

O estudo do efeito do stress osmético no crescimento de microrrebentos de
videira cv. Baga, realizou-se utilizando como tratamentos as concentragées 0.1
M, 0.2 M e 0.4 M de sorbitol. O aumento deste osmético induziu uma redugéo da
percentagem de enraizamento e da taxa de crescimento no gendtipo Baga. Os
tratamentos mais severos (0.2 M e 0.4 M de sorbitol), conduziram a uma elevada
necrose dos tecidos dos microrrebentos, caracterizada por uma diminuigdo
significativa de proteinas totais sollveis nas porgdes aéreas, diminuigéo
significativa do teor em clorofilas nas folhas e diminuicdo significativa na



acumulagéo dos elementos P, B, Ca, Fe, Mn, Mg e K nas porgbes aéreas. Este
tipo de estudo é importante para a caracterizagdo de gendtipos tolerantes ao
stress hidrico.



1. INTRODUCAO GERAL

Portugal € um pais com uma longa tradigdo na cultura da vinha e produgédo
de vinho, sendo a actividade altamente prestigiada em todo o mundo. O
melhoramento da videira passa, ndo apenas pelo melhoramento das
caracteristicas enoldgicas, mas também pelo conhecimento das caracteristicas
fisiologicas e tolerancias a factores bidticos e abidticos, que sdo aspectos muito
importantes a considerar na escolha da casta a cultivar em determinada regido
ou zona com caracteristicas préprias (solo, clima, efc.). As metodologias de
micropropagacdo da videira podem, quando sdo adoptadas metodologias
simples e sensiveis, dar um grande contributo na caracterizacdo aos factores
referidos, e assim fomecer informagdo importante sobre o germoplasma
portugués de Vitis vinifera L. e por, conseguinte, de grande importancia para a
viticultura portuguesa.

Este trabalho descreve uma série de etapas na cultura de tecidos em Vitis
vinifera L., bem como estudos desencadeados in vitro, que permitem avaliar a
potencialidade da cultura de tecidos no melhoramento da videira.

Uma via de estudo consistiu em verificar se a cultura de tecidos, através da
micropropagacgéo, permite realizar estudos de stress osmético na videira, para
serem usados, posteriormente, na diferenciagdo de genétipos relativamente a
tolerancia ao stress.

Outra via de estudo consistiu em criar bases para o desenvolvimento de
metodologias de selecgdo de linhas celulares resistentes ao stress osmotico,
aproveitando a variagdo somaclonal induzida em culturas de calli e regeneragao
adventicia. Para tal, procedeu-se a obtengdo de culturas estaveis de calli e
estudo da organogénese a partir de folhas.

Considera-se neste trabalho o stress hidrico, simulado através do
decréscimo do potencial osmético nos meios de cultura in vitro, como factor
ambiental limitante do desenvolvimento da videira, bem como para o
estabelecimento de sistemas de cultura que permitam o estudo do
comportamento das células da videira na presenca deste tipo de stress.

Este trabalho, a exemplo dos trabalhos realizados por Bavaresco et al.
(1993) sobre a pesquisa de gendtipos tolerantes a baixos niveis de ferro, e Soulie
et al. (1993) sobre a selecg¢do de plantas resistentes a Eutipose, mostra que a
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caracterizagéo efectuada in vitro é extensivel a diversas castas, outros tipos de
stresses e factores ambientais, possibilitando uma caracterizagdo geral de cada
casta.

O presente trabalho contém trés capitulos. O capitulo inicial apresenta o
estudo da micropropagacéo das castas Baga e Maria Gomes, o segundo capitulo
descreve a producgéo de tecido caloso e o estudo da organogénese a partir de
folhas nos genétipos Baga e Maria Gomes. O terceiro capitulo descreve os
ensaios de stress osmoético desenvolvidos na casta Baga.

11.  APLICAGAO DA CULTURA IN ITRO NO MELHORAMENTO DE PLANTAS

O melhoramento genético de plantas tem-se centrado em caracteristicas
como a qualidade e produtividade da planta, e resisténcias aos factores bidticos
(e.g. doengas provocadas por organismos patogénicos) e abidticos (e.g. secura,
salinidade, frio). Estas caracteristicas sdo abordadas tanto no melhoramento
convencional como no melhoramento utilizando as novas tecnologias -
biotecnologia vegetal. O melhoramento utilizando as novas tecnologias
diferencia-se do melhoramento convencional, pelos processos utilizados que
conduzem a alteragdo ou modificagdo do genoma da planta, bem como na
abordagem molecular que faz do problema existente e da forma de o ultrapassar.

As estratégias a definir no melhoramento utilizando a biotecnologia vegetal,
dependem das possibilidades proporcionadas pelo material vegetal com que se
trabalha. Destacam-se a micropropagagdo, regeneragdo adventicia
(organogénese e embriogénese somatica) e regeneragdo de protoplastos como
principais factores que condicionam a aplicagdo da biotecnologia vegetal no
melhoramento de plantas.

Citam-se a seguir algumas metodologias, mais usadas na biotecnologia
vegetal que possibilitam o melhoramento das espécies ou cultivares:

- elimina¢do de virus em determinados gendtipos através da cultura in vitro de
meristemas caulinares (Duran-Vila et al., 1988);

- introdugdo de genes e producgdo de plantas transgénicas, via infecgdo dos
tecidos vegetais por estirpes de Agrobacterium tumefaciens (Gasser & Fraley,
1992) e Agrobacterium rhizogenes (Nakano et al., 1994), via electroporagdo de
protoplastos, via bombardeamento de particulas em tecidos vegetais (Gasser &
Fraley, 1992), efc, necessitando-se, no entanto, de metodologias bem definidas
de regenerac&o dos tecidos e protoplastos (Scorza, 1991);



- hibridacdo somatica (ultrapassando-se assim a incompatibilidade sexual entre
as espécies em causa) via fusdo de protoplastos mediada por substancias
quimicas (polietilenoglicol e Ca®" ) ou electrofusdio de protoplastos (Hamill &
Cocking, 1988), implicando esta técnica a regeneragdo dos protoplastos;

- criagdo de variagdo somaclonal e protoclonal, para a selecgdo de somaclones
com determinadas caracteristicas (tolerancia a factores ambientais fisicos e
quimicos como o frio, secura, salinidade, compostos tdxicos) (Boucharmont,
1994). Implica a necessidade de regeneragio adventicia dos tecidos em cultura
(Boucharmont, 1994);

- cultura de haploides (cultura de anteras, microésporos, 6vulos, efc.);

- caracterizagdo, seleccdo e multiplicacdo de clones com caracteristicas
importantes (tolerancia a factores bidticos e abidticos) (Barlass et al., 1986).

12. O MELHORAMENTO NAS ESPECIES PERENES

Um dos aspectos que diferenciam as espécies lenhosas e as espécies
herbaceas, que vai condicionar as metodologias de melhoramento convencional
baseadas no cruzamento de genétipos e geragbes de selecgdo, é a duragéo do
periodo de geragdo (Scorza, 1991). Nas plantas herbaceas, o periodo de
geracédo € anual ou bianual, o que possibilita a utilizagdo de metodologias de
melhoramento convencional, conseguindo-se assim, num periodo relativamente
curto, a obtengdo de novas cultivares. Nas espécies perenes, o periodo
necessario para que a planta comece a produzir semente dura varios anos. Por
exemplo, o periodo de juvenilidade para a Amoreira € de 1 ano e de 15 anos
para Carya illinoensis Koch (Nogueira americana) (Sherman & Lynere, 1983;
citado por Scorza, 1991). O tempo necessério para a obtengdo de uma nova
cultivar estara assim muito prolongado. No pessegueiro, espécie com um periodo
de geragéo relativamente curto (3-4 anos), tem sido necessario um periodo de 20
anos entre a comercializagdo da cultivar, e a sua obtengdo (Scorza, 1991).

Outro aspecto, que também condiciona o melhoramento via cruzamento-
seleccdo nas espécies perenes, é a necessidade de existirem grandes espagos
onde se possa proceder a cultura das populagies segregantes para a selecgdo
de gendtipos (Scorza, 1991). Os elevados custos restringem o nimero de
sementes que podem crescer, reduzindo as hipéteses de encontrar a
combinacgéo de genes que produz a cultivar desejada (Scorza, 1991).

Desta forma, o melhoramento das espécies lenhosas perenes tem-se
baseado na selecgdo e multiplicagéo vegetativa de gendtipos importantes, ou



cruzamento de gendtipos com selecgdo-multiplicacdo vegetativa de gendtipos
com caracteristicas importantes. As popula¢gdes melhoradas caracterizam-se por
serem homogéneas e heterozigéticas (Guedes-Pinto, 1997).

As novas tecnologias de melhoramento sdo especialmente propicias ao
melhoramento das espécies perenes, de propagagéo essencialmente vegetativa
(Baribault et al., 1989), uma vez que as alteragdes genéticas promovidas sdo
directamente introduzidas num genétipo importante. A multiplicagdo vegetativa
desse gendtipo assegurara a expressdo da nova caracteristica na cultivar
(Baribault et al., 1989). Nas espécies de propagagdo sexual, a nova caracteristica
sO serd fixada numa nova cultivar, apdés a utilizagdo de procedimentos
convencionais que permitam alcangar o estado de homozigotia.

A videira (Vitis vinifera L.) € uma espécie perene com um ciclo de geragédo
de 3-6 anos podendo, no entanto, o periodo ser encurtado para 1-2 anos
mediante metodologias de culturas hidropénicas muito bem definidas (Antero-
Martins, com. Pessoal). A multiplicagdo da espécie é essencialmente vegetativa,
onde existe uma grande tendéncia para a preservagdo dos genétipos com maior
valor econdémico. Desta forma, faz todo o sentido explorar as novas tecnologias
no melhoramento da espécie.

1.3. O STRESS HIDRICO E O MELHORAMENTO DE PLANTAS

O sistema solo—planta—atmosfera é caracterizado por um gradiente de
potencial hidrico decrescente entre o solo—planta—atmosfera, no qual a
diferenca de potencial hidrico funciona como forga motora para o fluxo de &gua
desde o solo, através da planta até a atmosfera. O fluxo de agua permite manter
a turgescéncia dos tecidos, permite um estado metabdlico funcional e a
fotossintese, resultando no crescimento da planta.

- Seijo et al. (1997) consideraram o crescimento da planta como o resultado
da divisdo celular e alongamento das células através do fluxo de agua. A forga
motora que permite o fluxo de agua e turgescéncia das células sera o gradiente
de potencial hidrico entre os tecidos e o meio ambiente (Seijo et al., 1997).

Uma situag@o de défice de agua no solo tende a atenuar ou inverter o
gradiente de potencial hidrico no sistema solo—planta—atmosfera, causando a
perda de turgescéncia das células (diminuicdo da ¥p) (Schuliz & Matthews,
1993) e alteragGes no metabolismo da planta, resultando por exemplo na
produgdo e acumulagdo de compostos tdxicos altamente reactivos como o
peroxido de hidrogénio (H205), radicais super 6xido (O2) e radicais hidroxilo (OH")
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(Irigoyen et al., 1992). Kumar e Singh (1998) referem que a perda de agua
diminui o potencial hidrico das folhas, conduzindo a diminuigdo da turgescéncia,
condutdncia estomatica e fotossintese, isto é, reduz o crescimento e
produtividade da planta.

Através desta andlise do défice hidrico no desenvolvimento das plantas,
sao de referir as seguintes acgdes desenvolvidas pelas plantas para ultrapassar,
resistir ao stress:

- aumento da resisténcia estomatica, de forma a reduzir a perda de agua nos
tecidos (Good & Zaplachinski, 1994);

- diminui¢do da condutividade hidraulica no xilema, de forma a reduzir o fluxo de
agua na planta (Lovisolo & Schubert, 1998);

- aumento da eficiéncia do uso da agua (WUE) (Martin & Ruiz-Torres, 1992);

- reducdo do potencial hidrico nas células por ajustamento osmético, de forma a
manter a turgescéncia dos tecidos (Good & Zaplachinski, 1994; Bissis &
Heineke, 1998);

- redugdo do stress oxidativo nos tecidos (Irigoyen et al., 1992).

Lovisolo e Schubert (1998) referem a diminuigdo da condutividade do
sistema de passagem do fluxo da &gua, ao longo do sistema
solo—planta—atmosfera, como um aspecto comum nos mecanismos de
resposta das plantas ao stress hidrico. A resisténcia estomatica € uma
componente chave na resisténcia ao fluxo de agua, (Meinzer et al., 1996; citado
por Lovisolo & Schubert, 1998) no entanto, um aumento da resisténcia em outros
segmentos do sistema, como sejam as raizes e caule, pode ser compreendido
como uma resposta da planta ao stress hidrico (Lovisolo & Schubert, 1998).

Premachandra et al. (1995) referem o ido potassio, os agucares, a prolina e
a glicina betaina como componentes importantes no ajustamento osmético. O
aumento da concentragéo destas moléculas e ides nas células vai permitir baixar
o potencial hidrico dos tecidos, mantendo-se o gradiente de potencial hidrico no
sistema solo—planta—atmosfera, em condigdes de secura. Rhodes e Hanson
(1993) (citado por Premachandra et al., 1995) sugerem que a glicina betaina
confere osmoprotecgdo por estabilizar a estrutura nativa das proteinas. As
fungdes propostas para a prolina sdo diversas e o seu papel permanece ainda
incerto, podendo comportar-se como osmético, estabilizador das membranas em
condigGes de défice hidrico e de molécula compativel com o metabolismo celular,
quando estad presente em concentragdes elevadas no citoplasma (Bussis &
Heineke, 1998).
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A eficiéncia do uso da agua (WUE) é definida pela razdo A/E,emque A é a
taxa de fixagdo do CO; ( CO, umol m?s™) e E a taxa de transpiragdo (Martin &
Ruiz-Torres, 1992). Em condi¢cbes de stress hidrico, ambos os parametros
diminuem em resultado do aumento da resisténcia estomatica (ou diminuicdo da
conduténcia estomatica para o CO; e H,O) (Martin & Ruiz-Torres, 1992). Martin e
Ruiz-Torres (1995) referem ainda a eficiéncia de carboxilagdo (actividade do
Ciclo de Calvin) como uma componente da limitagdo de A em condigdes de
défice hidrico. As plantas com WUE mais elevada em condigbes de stress
hidrico, apresentam maior capacidade em manter o crescimento vegetativo e
produzir fruto em condigdes de secura (During, 1987).

Os efeitos do stress hidrico na fisiologia da folha sdo mediados pela
produgdo e acumulagéo de compostos toxicos altamente reactivos tais como o
peroxido de hidrogénio (H20y), radicais super 6xido (O7) e radicais hidroxilo (OH"
). Estes radicais sdo susceptiveis de causar danos nos lipidos (peroxidagdo de
acidos gordos insaturados das membranas), proteinas (desnaturagdo de
enzimas), hidratos de carbono (quebra de polissacaridos) e acidos nucleicos
(Monk et al., 1989; citado por Irigoyen et al., 1992).

Os programas de melhoramento ao stress hidrico (défice hidrico)
desenvolvem-se a partir da identificagdo das caracteristicas fisioldgicas
responsaveis pela resisténcia ao factor ambiental, e transferéncia dessas
caracteristicas para cultivares de valor econémico (Kumar & Singh, 1998). O
sucesso destes programas depende dos métodos utilizados como critério de
seleccdo. Sdo necessarios métodos rapidos e simples para se poder avaliar o
maior nimero possivel de gendtipos (Kumar & Singh, 1998). Kumar e Singh
(1998) tilizaram os parametros ajustamento osmdtico, arrefecimento
transpiracional, condutancia estomatica e a perda de agua em folhas excisadas,
para diferenciar genétipos de Brassica tolerantes ao défice hidrico.

Outra via de trabalho consiste em identificar a base genética responséavel
pela tolerédncia ao défice hidrico, permitindo assim um melhoramento mais
direccionado e eficiente (Lilley et al., 1996).

1.3.1. O stress hidrico no género Vitis

Na videira (Vitis vinifera L.) tem-se verificado que a altura do ano (época
de cultura) em que se faz sentir o stress hidrico, bem como a intensidade do
stress, séo factores condicionantes do desenvolvimento vegetativo das videiras e
do rendimento das culturas. O stress hidrico precoce, apés a floragéo e antes da
maturagdo do fruto, é considerado o mais problematico por provocar efeitos
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negativos mais intensos na produtividade.

Poni et al. (1993) verificaram que o stress hidrico antes do inicio da
maturagéo do fruto conduziu a uma acentuada diminuigdo do crescimento dos
rebentos e dos frutos, a limitagdo da fixagdo do CO, e condutancia estomatica,
relativamente ao stress hidrico que ocorreu durante a maturagdo do fruto.

Em geral, o stress hidrico que ocorre antes do inicio da maturagédo do fruto
tende a provocar uma redugdo no tamanho da uva, quando comparado com 0s
efeitos do stress hidrico durante a maturagdo do fruto (Smart, 1974; Hardie &
Considine, 1976; Matthews & Anderson, 1988; citado por Poni et al., 1993), os
quais tendem apenas a alterar o momento da maturagdo completa do fruto
(Hardie & Considine, 1976; Hardie, 1988, citado por Poni et al., 1993).

Matthews et al. (1987) verificaram que as diferengas no estado hidrico ndo
tiveram efeitos nos maiores indicadores fenologicos, isto é, época de
abrothamento, floragdo, maturagdo e colheita. Os défices hidricos no inicio da
época ( inicio do ano de produgao), diminuiram o periodo de alongamento dos
ramos e produgdo de nés, diminuiram as taxas de crescimento dos ramos e
producéo de nos e aceleraram o processo de desenvolvimento da periderme nos
ramos do ano. A taxa de crescimento do fruto foi inibida pelos défices hidricos
precoces e tardios. A produtividade diminuiu mais com os défices precoces,
antes da maturagéo.

Reynolds e Naylor (1994) verificaram uma diminui¢cdo da transpiragéo e
condutancia estomatica, com o aumento da duragdo do stress hidrico em Vitis
vinifera L.. Verificaram ainda uma diminuigdo do comprimento dos ramos,
diminuigdo do tamanho das folhas e do peso dos frutos.

Schultz e Matthews (1993) referiram um ajustamento osmético em folhas
de videira em condi¢bes de défice hidrico, mantendo-se assim a turgescéncia
das células igual ou superior ao controlo. No entanto, o stress inibiu por completo
o crescimento foliar. Estes autores referiram ainda uma diminuicdo da
extensibilidade das paredes celulares, factor que contribuiu para a inibicdo da
expanséo foliar causada por défices hidricos.

During (1987) analisou a superioridade da cultivar “Riesling” relativamente
a cultivar “Silvaner”, no que diz respeito a tolerancia a secura, em resultado dos
valores mais baixos para a condutincia estomética que conduziram a uma
menor perda de agua e aumento da razdo A/E, na cultivar “Riesling” . During
(1987) sugere a determinagdo dos parametros A/E, coeficiente de correlagédo
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entre g' (a Amax.%) € Amax. €m condigdes de stress hidrico, e a representagéo de
Amax. versus g (@ Amax.), Nos programas de melhoramento para seleccionar
cuitivares tolerantes a secura.

Em Portugal, as situagées de défice hidrico na agricultura registam-se
fundamentalmente no Sul (Alentejo e Algarve) e em Tras-os-Montes e Alto
Douro, que sdo regides caracterizadas por um clima mediterranico seco. A
cultura da vinha é uma actividade de grande valor econdémico para estas regides.
O conhecimento da existéncia de gendtipos de Vitis vinifera L. mais tolerantes as
condigbes de falta de agua, e a sua cultura em regides sujeitas a épocas com
caréncias hidricas, possibilitara uma maior rentabilidade das culturas.

A micropropagagéo e cultura de tecidos surgem como potenciais vias de
trabalho para a caracterizagdo de gendtipos tolerantes a este tipo de stress, se
forem utilizadas metodologias sensiveis e correlacionadas com os niveis de
tolerancia existentes. O trabalho que se apresenta de seguida, reflecte uma
abordagem inicial a este tipo de estudos.

' Condutancia estomética para a agua (pmol m?s™)

2 Valor maximo de A durante o dia, para concentragSes normais de CO,
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2. MICROPROPAGACAO

21. INTRODUGAO

A micropropagacdo é um processo de multiplicagao de plantas no qual s&o
utilizadas metodologias de cultura in vitro de tecidos vegetais. Relativamente aos
processos convencionais de propagagdo, como por exemplo a propagagao por
estacas das espécies lenhosas, a micropropagagéo apresenta as seguintes
vantagens:

- obtenggio de taxas de multiplicagdo mais elevadas (Collin & Edwards, 1998,
George, 1993);

- produgdo de clones em espécies dificeis de propagar pelos métodos
convencionais (George, 1993);

- possibilidade de produgéo durante todo o ano, eliminando-se a influéncia das
estagdes do ano sobre o material vegetativo (Collin & Edwards, 1998; George,
1993);

- produgdo de plantas livres de bactérias, fungos e outros microorganismos
(Collin & Edwards, 1998; George, 1993);

- possibilidade de produzir plantas livres de virus (Collin & Edwards, 1998;
George, 1993);

- necessidade de espagos pequenos para propagar um elevado nimero de
plantas (George, 1993).

As desvantagens associadas a micropropagagéo sao as seguintes:

- necessidade de infra-estruturas caras e méo de obra especializada (Collin &
Edwards, 1998; George, 1993);

- necessidade de um periodo de aclimatagdo as condigdes de campo (Collin &
Edwards, 1998; George, 1993);

- aumento da probabilidade de se produzirem plantas com caracteristicas
indesejaveis e com alteragdes genéticas (George, 1993);

- necessidade de uma fase de investigagdo por vezes bastante morosa, para
apuramento das técnicas (Collin & Edwards, 1998).

Todas as vantagens e inconvenientes enumerados estdo fortemente
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dependentes do método de micropropagagéo utilizado, isto €, para determinado
objectivo da micropropagagao, tera de se adoptar determinada metodologia que
acarretara vantagens e inconvenientes.

22. FASES DA MICROPROPAGAGAO

Durante o processo de micropropagacdo podem distinguir-se as seguintes
fases (Hartmann et al., 1997):

1- estabelecimento da cultura asséptica;

2- muitiplicagdo de microrrebentos;

3- enraizamento dos microrrebentos;

4

aclimatagdo das plantas.

O objectivo da fase de estabelecimento da cultura asséptica consiste em
obter culturas in vitro dos explantes primarios, sem contaminagdes € com
crescimento (George, 1993; Hartmann et al., 1997). Esta fase compreende a
selecgdo da planta mae, obteng&o de explantes, desinfecgéo do material vegetal
e cultura in vitro.

Os explantes utilizados para iniciar a micropropagagéo diferem consoante o
método que se quer adoptar. Assim, utilizam-se normaimente segmentos nodais
com um ou mais nds (isto é, um ou mais gomos axilares), apices e meristemas
caulinares para a regeneragao directa, e orgéos tais como folhas, segmentos de
caule, apices fragmentados, escamas de bolbos, cotilédones, hipocdtilos,
gametéfito feminino, anteras e pélen para a regeneragéo adventicia (George,
1993; Hartmann et al., 1997).

A fase de muitiplicagdo tem como fim aumentar o ndmero de
microrrebentos produzidos durante a 12 fase da micropropagag&o. Normalmente
processa-se com a indugdo de novas proliferagoes axilares, a partir de
microrrebentos axilares isolados das massas proliferativas da cultura anterior e
cultivados in vitro (George, 1993). Em alternativa, esta fase pode ser realizada
pela subcultura in vitro de segmentos nodais (com um ou mais nés) dos rebentos
obtidos durante a cultura anterior (George, 1993). A multiplicagéo pode ainda ser
obtida via indugdo de microrrebentos adventicios, a partir de explantes primarios

Adoptou-se o termo explante como traduqao do termo inglés “explant” para definir os tecidos que
promovem as culturas in vitro. Em consequéncia o explante primario sera aquele que iniciara a
cultura in vitro a partir do material ex vitro (planta mée).
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e secundarios, ou produgdo de embrides somaticos, a partir da cultura de
explantes ou subcultura de embrides somaticos priméarios (George, 1993).

O enraizamento in vitro dos microrrebentos tem como fim a formagéo de
raizes e desenvolvimento do material vegetativo, de maneira a tornar mais eficaz
a fase seguinte de aclimatagdo das plantas as condicGes de campo. O
enraizamento pode ser obtido in vitfro ou ex vitro (Collin & Edwards, 1998;
Hartmann et al, 1997). No enraizamento in vitro, os microrrebentos s&o
subcultivados num meio de indugdio de raizes ou, em alternativa, oS
microrrebentos sdo transferidos para um meio de indugédo de raizes, por alguns
dias, e depois subcultivados num meio que promova o crescimento das raizes
(Hartmann et al., 1997). No enraizamento ex vitro, as bases dos microrrebentos
s3o mergulhadas numa solugéo com auxinas (e.g. IBA), os microrrebentos s&o
depois plantados em substrato de propagagéao convencional, em ambiente com
elevada humidade (fase de enraizamento e aclimatagéo simultaneas) (Collin &
Edwards, 1998; Hartmann et al., 1997). Para além do enraizamento, esta fase
origina alteragdes morfologicas e fisiolégicas nos microrrebentos, que se tomam
fundamentais para uma melhor eficacia da aclimatagdo das plantulas. As
alteracdes traduzem-se, nommalmente, num maior desenvolvimento foliar,
crescimento da parte aérea, diminuigdo do estado vitrificado e inibicdo do
crescimento dos rebentos axilares. Esta fase é ainda crucial na retengéo de
infecges pelo que é sempre aconselhavel pulverizar os rebentos com fungicidas.

E referido na literatura que as raizes produzidas in vitro s&o muito pouco
funcionais, acabando por morrer e serem substituidas por novas raizes na fase
de aclimataggo (Collin & Edwards, 1998; Hartmann et al., 1997). Assim sendo, a
metodologia de enraizamento ex vitro pode, em certos casos, tornar-se mais
eficaz.

A aclimatagdo é a Ulitima fase do processo de micropropagacao, e tem
como objectivo transferir as plantulas enraizadas para as condi¢gbes de campo.
Esta transferéncia torna-se, no entanto, dificil devido as caracteristicas das
plantulas produzidas in vitro (Collin & Edwards, 1998). A cultura in vitro forma
plantulas com caracteristicas de vitrificagéo, isto é, com uma cuticula muito fina
(Collin & Edwards, 1998; Fila et al., 1998), com tecidos suculentos (Collin &
Edwards, 1998) e funcionamento deficiente do sistema radicular e dos estomas
(Fila et al., 1998; George, 1993; Hartmann et al., 1997), em consequéncia da-se
uma perda muito acentuada da agua dos tecidos em ambientes pouco humidos
(George, 1993). A aclimatagdo processa-se entdo, com a transferéncia das
plantulas, ou microrrebentos previamente mergulhados em solugbes com
auxinas, para um substrato de propagagdo convencional, num ambiente de
humidade bastante elevada (aproximadamente 100%). A adaptag&o da-se com a
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reducdo gradual da humidade e aumento da exposigdo ao ambiente natural
(Hartmann et al., 1997).

Fila et al. (1998) referem a elevada concentracéo de agucares no meio, a
baixa intensidade luminosa e uma raz&o baixa de CO> nos frascos de cultura in
vitro, como factores responséveis pela inibiéio da fotossintese. A aclimatacéo
exige um esforgo adicional da planta, no sentido de aumentar a eficiéncia da
fotossintese e adoptar um comportamento totalmente autotrofico (George, 1993;
Hartmann et al., 1997).

Os meios de cultura associados & micropropagagéo diferem, sobretudo, na
composicdo e concentragdo dos fitorreguladores. Assim, nas fases 1 e 2 da
micropropagagso, as culturas de rebentos axilares e de segmentos nodais s&o
realizadas em meios com elevadas concentragbes de citocininas, com a
finalidade de se eliminar a dominancia apical dos gomos. Para o enraizamento e
desenvolvimento das plantulas, os meios séo caracterizados por uma diminuigéo
da concentragdo das citocininas e aumento das auxinas, podendo-se verificar
ainda a diminuigdo da concentragdo dos sais. As concentragdes dos
fitorreguladores e a razéo entre auxinas e citocininas nos diversos meios
utilizados na micropropagacao, diferem em fungéo da espécie com que se esta a
trabalhar.

23. METODOS DE MICROPROPAGAGAO

Os métodos normalmente usados na micropropagagéo que se referirdo de
seguida, estdo associados &s fases 1 e 2 da micropropagagdo. Podem-se
considerar duas classes, os métodos que utilizam os meristemas existentes no
explante — cultura de microrrebentos axilares e cultura de gomos axilares -, € 0s
métodos que se baseiam na indugdo de novos centros meristematicos
morfogénicos - regeneragdo adventicia via organogénese ou embriogénese
somatica.

A propagagao por rebentos axilares & iniciada a partir de apices caulinares,
gomos axilares ou meristemas da planta mae. A fase de multiplicagdo baseia-se
na indugdo de proliferagdes axilares a partir dos rebentos axilares individuais
isolados da cultura proliferativa anterior (George, 1993). Este é o método de
micropropagacao mais usado. Uma caracteristica dos meios de cultura utilizados
neste método é a utilizagdo de citocininas para eliminar a dominancia dos
meristemas apicais. Por vezes neste tipo de cultura podem surgir microrrebentos
de origem adventicia sobretudo no callus que se forma na base do tufo
vegetativo, em resultado da composig&o do meio em fitorreguladores. Quando se
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pretende obter plantas geneticamente iguais, tera de se evitar a regeneragéo
adventicia, uma vez que este tipo de crescimento é susceptivel de provocar
modificagdes genéticas nas plantas regeneradas. Pelo contrario, os rebentos de
origem axilar s&o normalmente geneticamente idénticos a planta inicial (George,
1993).

A cultura de nés (ou gomos axilares) é o método mais simples de
propagagcao in vitro. Normalmente inicia-se a partir dos apices caulinares, gomos
axilares ou segmentos de caule com um ou mais gomos. Os rebentos que se
obtém funcionardo como fonte de gomos axilares para as sucessivas subculturas
e multiplicacido de microrrebentos. Este metodo ¢ normalmente utilizado
evitando-se a ramificagdo axilar que se observa na cultura de microrrebentos
(George, 1993). Desta forma, este tipo de cultura ndo exige reguladores de
crescimento para muitas espécies. Este método apresenta taxas mais baixas de
multiplicacdo que a cultura de microrrebentos mas é, no entanto, o método mais
seguro para a produgdo de plantas geneticamente idénticas (George, 1993).

A regeneragdo adventicia por organogénese ou embriogénese pode ser
directa, quando o explante é directamente induzido a formar centros
meristematicos regenerativos ou indirecta, quando o explante da origem a um
callus que por sua vez produzira centros meristematicos regenerativos.

A organogénese directa pode ser iniciada em explantes de orgédos tais
como folhas, caules, pétalas, raizes, escamas de bolbos, embrides de semente
ou tecidos juvenis (provenientes de plantulas de semente). Este método de
micropropagagao inicia-se com a cultura de explantes e formagdo de rebentos
adventicios, podendo a fase de multiplicagéo ser realizada por cultura de
rebentos, gomos axilares ou novamente por cultura de explantes e indugdo de
rebentos adventicios. Este método aumenta a probabilidade de alteragdes
genéticas nas plantas regeneradas (George, 1993).

A micropropagagdo por organogénese indirecta implica uma fase inicial de
cultura do explante e indug&o de calli com potencial organogénico, consistindo a
fase de multiplicagdo na subcultura dos calli e indug&o de rebentos adventicios
(George, 1993).

A micropropagacio por embriogénese somética directa compreende uma
fase inicial de cultura de explantes e as fases de indugdo e germinagdo de
embrides somaticos. A fase de multiplicagdo pode ser feita por cultura de
embrides primarios e indugio de embrides secundéarios. Na micropropagagao por
embriogénese somatica indirecta, ha uma fase inicial de cultura do explante e
produgdo de calli com competéncia embriogénica, seguindo-se a indugdo de
embrides somaticos a partir dos calli bem como a sua germinagéo e formagao de
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plantulas. A multiplicagdo do callus embriogenico e dos tecidos de embribes
somaticos faz deste método o mais produtivo de todos. A propagagéo por
embriogénese indirecta acarreta no entanto, os riscos das plantas regeneradas
diferirem geneticamente umas das outras e da planta mae. A embriogénese
directa é iniciada principalmente a partir de explantes associados ou derivados do
gametdfito feminino.

24. FACTORES QUE INFLUENCIAM A MICROPROPAGAGAO

Podem-se enumerar os seguintes factores que véo ter efeito nas varias
fases da micropropagagéo:

a) genétipo da planta mae;

b) estado fisiolégico da planta mae;

c) tipo de explante;

d) composicdo em fitorreguladores;

e) condigdes de cultura e composigéo dos meios de cultura.

Nos estudos de micropropagagdo das espécies vegetais ensaiam-se,
normalmente, diversos métodos e meios de cultura, precisamente porque o
gendtipp a estudar pode ndo funcionar com as metodologias de
micropropagagcao definidas para outras espécies (Péros et al., 1998). O gendtipo
& um factor critco nos métodos de propagagdo por organogénese €
embriogénese somatica.

Os estudos de micropropagagdo demonstram que os explantes obtidos de
plantas num estado activo de crescimento, sem sintomas de caréncias nutritivas
e sem sintomas de doencas causadas por organismos, s&o os que déo melhores
resultados (Yu & Meredith, 1986). Por outro lado, verifica-se que s&o 0s tecidos
juvenis aqueles que permitem uma micropropagagao mais eficiente, sobretudo
quando se est&o a utilizar os métodos de organogénese e embriogénese (Stamp
et al., 1990).

Apesar de nos métodos de micropropagagéo por cultura de microrrebentos
e gomos axilares a escolha do explante ser relativamente facil e ndo implicar
grandes problemas para o estabelecimento da técnica, baseando-se na cultura
de apices caulinares, segmentos de caule com um ou mais gomos axilares
(George, 1993), os métodos de micropropagagdo por organogénese €
embriogénese podem-se tornar muito complicados- de estabelecer devido a
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escolha menos adequada de explantes. Nestes dois Gltimos métodos, procuram-
se sobretudo tecidos vegetais muito jovens. A organogénese pode ser iniciada
em tecidos de folha, caule, raizes, pétalas (George, 1993). A embriogénese
directa é iniciada principalmente a partir de explantes associados ou derivados do
gametdfito feminino. Os Ovulos, embrides nucelares, tecidos nucelares e
embrides zigéticos imaturos sdo particularmente eficazes em promover a
embriogénese directa (George, 1993). A embriogénese adventicia pode ser
obtida em explantes de hipocétilo e cotilédones (George, 1993). A cultura de
anteras também pode promover a embriogénese (directa ou indirecta) (George,
1993).

Quando se trata da micropropagagdo utilizando os métodos de cultura de
microrrebentos e cultura de gomos axilares, a 12 e 2® fases requerem geralmente
uma concentragdo elevada de citocininas nos meios (normalmente a BAP) para
promover a indugéo de rebentos, bem como uma concentragdo elevada de
auxinas (normalmente o IBA) nos meios de enraizamento. Estas concentragbes
terdo, no entanto, de ser estudadas para cada espécie e, dentro da mesma
espécie, para certos gendtipos de forma a optimizar o processo de
micropropagagao. Na regeneragéo adventicia por organogénese e embriogénese
sio utiizadas auxinas e citocininas nos meios de cultura. Porém, as suas
concentragbes e tipos de auxinas e citocininas  utilizadas diferem
significativamente de espécie para espécie, tormando-se dificil fazer
generalizagses. E no entanto pratica corrente, utilizarem-se citocininas em
concentragdes muito elevadas durante a indugéo da organogénese (Stamp et al.,
1990) e o uso da auxina sintética 2,4-D para iniciar tecido caloso com
competéncia embriogénica (Torregrosa et al., 1995). Em muitas espécies, esta
fase esta associada a elevadas concentragdes de sacarose efou culturas em
meio liquido.

Por vezes, certo tipo de condigdes como por exemplo a passagem de uma
situag&o de luminosidade para escuro e diminuigdo da concentragéo dos sais do
meio de cultura para metade, poderéo ter efeitos positivos na micropropagagéo,
especialmente nos métodos de regeneragao adventicia. Estes procedimentos
tendem a diminuir a oxidagdo dos compostos fendlicos pelos tecidos, diminuindo
assim o grau de toxicidade destas reacgdes (Collin & Edwards, 1998).

25. AMICROPROPAGAGAO NO GENERO Vitis

Os estudos de micropropagacéo no género Vitis tém demonstrado a
relativa facilidade de utilizagdo desta técnica de propagagéo neste género. A
micropropagacdo de Vifis sp. é normalmente iniciada por cultura de gomos
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axilares (Jona & Webb, 1978; Péros et al., 1998), apices caulinares (Chée &
Pool, 1985; Fanizza et al., 1984, Goussard, 1981; Yu & Meredith, 1986) e
meristemas (Duran-Vila et al, 1988; Rajasekaran & Mullins, 1981), a
multiplicaggio in vitro é facilmente obtida por cultura de microrrebentos (Duran-Vila
et al., 1988; Rajasekaran & Mullins, 1981) e gomos axilares (Bavaresco et al.,
1993: Péros et al., 1998; Soulie et al., 1993; Stamp et al., 1990; Torregrosa &
Bouquet, 1995). Os meios de cultura utilizados nestas fases e nestes métodos
s3o bastante semelhantes e t&ém como principal factor indutor a concentragdo da
citocinina BAP. Chée e Pool (1985) descrevem os efeitos da BAP durante a
cultura de microrrebentos da videira hibrida “Remaily Seedless” do seguinte
modo: 5 uM de BAP induz a proliferagdo maxima de rebentos axilares, 2.5 uM de
BAP da origem a rebentos axilares individualizados e 1 uM de BAP promove 0
alongamento dos entrenés dos explantes, ou seja, o aumento da concentragéo
de BAP at¢ 5 pM conduz a uma diminuigéo do alongamento dos rebentos
axilares, aumento do numero de rebentos axilares por rebento inicial e
crescimento indiferenciado dos microrrebentos (formagéo de tufos vegetativos). A
composigdo salina do meio MS (Murashige & Skoog, 1962; citado por Collin &
Edwards, 1998) & bastante utilizada na cultura dos microrrebentos e gomos
axilares nas fases de estabelecimento da cultura asséptica e multiplicag&o
(Bavaresco et al., 1993; Chée & Pool, 1982; Chée & Pool, 1985; Chée & Pool
1988: Duran-Vila et al., 1988; Goussard, 1981; Lewandowski, 1991; Rajasekaran
& Mullins, 1981; Roubelakis-Angelakis & Zivanovitc, 1991; Torregrosa et al.,
1995: Yu & Meredith, 1986). A composigéo em vitaminas é normalmente também
a do meio MS (Bavaresco et al., 1993; Chée & Pool, 1982; Chée & Pool, 1985;
Chée & Pool 1988: Duran-Vila et al., 1988; Goussard, 1981; Lewandowski, 1991;
Rajasekaran & Mullins, 1981; Roubelakis-Angelakis & Zivanovitc, 1991;
Torregrosa et al., 1995; Yu & Meredith, 1986) verificando-se no entanto algumas
alteragdes consoante os autores. O pH do meio varia entre 5.7 e 5.8, as culturas
realizam-se com um fotoperiodo de 14-16h de luz e uma temperatura que varia
entre 21-27 °C.

O enraizamento tem sido obtido utilizando microrrebentos com 10-25 mm
(Rajasekaran & Mullins, 1981). Se bem que tenha sido descrito o enraizamento
nos meios sem reguladores de crescimento (Duran-Vila ef al., 1988; Jona &
Webb, 1978), o IBA em concentragdes de 0.1 pM a 5 uM tem sido bastante
efectivo em promover a indugdo de raizes (Lewandowski, 1991; Rajasekaran &
Mullins, 1981; Roubelakis-Angelakis & Zivanovitc, 1991, Torregrosa & Bouquet,
1995). Os meios de cultura para o enraizamento apresentam normalmente uma
composigdo em sais de MS ou %2 MS e vitaminas de MS (Duran-Vila et al., 1988;
Jona & Webb, 1978; Roubelakis-Angelakis & Zivanovitc, 1991, Soulie et al., 1993;
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Torregrosa & Bougquet, 1995). As culturas sao realizadas com pH entre 5.7 e 5.8,
fotoperiodo de 14-16h de luz e temperatura entre 21-27 °C.

Este estudo em particular teve como objectivo estabelecer uma
metodologia de micropropagacéo estavel de Vitis vinifera L. cv. Baga e Maria
Gomes.

26. METODOLOGIA

2.6.1. Cultura da videira por estacaria

A videira foi propagada em estufa (Fotografia 1f) nas seguintes condigoes:
humidade relativa (HR) de 40-50%, temperatura de 22°C e fotoperiodo de 16h de
luz/8h de escuro com uma intensidade luminosa méaxima de 134 pmol m?s™.
Estacas de videira com 3 nés foram plantadas em vasos de 5 litros (4 estacas por
vaso) contendo um substrato de turfa e perlite na proporgdo 3:2, previamente
autoclavado. A rega com &gua fez-se regularmente de maneira a manter o
substrato permanentemente humedecido, para assegurar uma melhor
recuperagdo as podas nos primeiros tempos da cultura. Realizou-se
quinzenalmente uma fertilizagdo com 300 ml de solucgio de Hoagland( Salisbury
& Ross, 1992) por vaso. A fertilizagdo foi posteriormente realizada por
fertilizantes comerciais.

Realizaram-se os seguintes tratamentos com fungicidas e insecticidas nas
culturas: os fungicidas Derosal (0.75 g/l) e Previcur (1 mi/l) no substrato antes da
plantagdo das estacas e pulverizagdo no inicio da plantaggo, e tratamentos
preventivos com os fungicidas Milraz (2.5 g/l) e Derosal (0.75 g/l).

Estas videiras foram utilizadas na obtencdo de explantes para 0s estudos
subsequentes.

2.6.2. Preparagdo dos meios de cultura in vitro

Os meios de cultura foram preparados a partir de solugdes stock de
macronutrientes, micronutrientes, reguladores de crescimento e vitaminas,
pipetando-se o volume necessario para se atingir a concentrago final no meio.
Todas as solugdes stock foram armazenadas no frigorifico (4°C), excepto as
vitaminas que foram armazenadas no congelador. O pH foi regulado e o volume
aferido, antes da adigdo do agar e sacarose. A autoclavagem decorreu durante
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20 min. a 121°C. O material de vidro utilizado para as culturas in vitro, consistiu
em placas de petri para a indugdo de tecido caloso e em frascos de diferentes
dimensdes para a micropropagagao e cultura de calli.

2.6.3. Micropropagacao

A micropropagago iniciou-se com a obtengéo de rebentos de videira com
pelo menos 10 nos (Fotografia 1f), a partir de videiras propagadas por estacaria e
mantidas em estufa. Procedeu-se ao isolamento de nds, lavagem em agua
corrente durante 10 min. e desinfecgdo em alcool a 70% durante 1 min., seguido
de uma solucso diluida (20% V/V) de lixivia comercial, durante 20 min.. Seguiu-
se a lavagem dos nés em agua destilada estéril e sua cultura in vifro em meio
MA1 e MA2 (Tabela 1.1). Os gomos axilares foram cultivados durante 4
semanas, numa sala de cultura de tecidos com temperatura a 21-22°C,
fotoperiodo de 16h luz/8h escuro e intensidade luminosa de 80 umol m2s”. O
alongamento in vitro de rebentos (1° sub, 2% sub e subs.), realizou-se também a
partir da cultura de n6s, nos meios MA1, MA2 e MR2 (tabela 1.1), nas mesmas
condigdes das culturas iniciais. Para o calculo das percentagens de alongamento
utilizou-se um n igual ou superior a 30 por situagao experimental.

O enraizamento in vitro iniciou-se em rebentos (de dimensdes superiores a
15 mm) provenientes da cultura inicial e da 12 subcultura em meio MA1.
Utilizaram-se os meios MR1, MR1’, MR2, MR3 e MR4 (tabela 1.1). As culturas
prolongaram-se até a 5° semana, nas mesmas condigdes que as culturas de
gomos axilares. Para o célculo das percentagens de enraizamento utilizou-se um
n igual a 10 por situag&o experimental.

A aclimataggo realizou-se a partir do material enraizado in vitro em meio
MR?2, que foi transferido para vasos contendo turfa e periite (1:1 V/V) e mantido
num sistema de camara humida. A humidade relativa foi mantida bastante
elevada (aproximadamente 100%) durante as duas primeiras semanas de
aclimatag3o, reduzindo-se depois, progressivamente, a frequéncia de asperséo
das plantas com agua destilada e aumentando o contacto com a atmosfera da
estufa (temperatura de 22°C, fotoperiodo de 16h luz/8h escuro, HR de 40-50% e
intensidade luminosa méxima de 134 pmol m?s™),
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Tabela 1.1: Composicao dos meios utilizados para a micropropagagéo da videira. (vit.)
vitaminas, (cit.) citocinina.

sais vit. fonte de agar cit. auxina pH
carbono
@ @) | (mg) | (moh)
MA1 MS MS 30 8 1.0 BAP 5.7-5.8
sacarose
MA2 0.4 Macro MS RG 30 8 5.7-5.8
1 Micro MS sacarose
MR1 30
Jona & Ms | wms | Secaose 8 0.2 BAP 5.7-5.8
Webb (1978)
MR?T 30
Jona & MS MS sacarose 8 5.7-5.8
Webb (1978)
MR2 30
Novak & %MS MS sacarose 8 0021BA | 5758
Juvova
(1982/83)
MR3 ¥2MS MS 30 8 0.2 BAP 0.5 NAA 5758
sacarose
MR4 % MS MS 30 8 05 0.5 NAA 5.7-5.8
sacarose cinetina

27. RESULTADOS

Os meios para a cultura e alongamento dos gomos axilares in vitro
mostraram ser eficazes, como mostra a tabela 1.2, variando as percentagens de
alongamento entre 84.5%-90% na casta Baga e 75.5%-92% na casta Maria
Gomes (MG). Notou-se uma ligeira diferenca de comportamentos nas duas
castas tendo a MG, de um modo geral, uma percentagem de alongamento dos
gomos axilares mais reduzida. Verificou-se ainda uma diferenga no tipo de
crescimento manifestado por ambas as castas, relativamente ao meio MA1 por
um lado, e aos meios MA2 e MR2 por outro. O meio MA1 induziu um rapido
desenvolvimento do gomo axilar mas ndo permitiu um acentuado alongamento
nem o enraizamento. Os rebentos originados nestes meios apresentaram folhas
com morfologias muito diferentes, caules grossos e curtos bem como rebentos
axilares (Fotografia 1b), produzindo-se tufos vegetativos (Fotografia 1d). Os
meios MA2 e MR2, para além de induzirem o crescimento dos rebentos,
permitiram o enraizamento dos mesmos produzindo pléntulas com uma
morfologia semelhante ao caracteristico da videira, isto &, com folhas com
morfologias idénticas, caules alongados e sem rebentos axilares (Fotografias 1a
e 1c¢). Em qualquer dos meios testados, néo se verificou a formagéo de calli basal




nos rebentos, nem a indugdo de rebentos adventicios.

Tabela 1.2: Percentagens de alongamento e enraizamento de rebentos, a partir da
cultura in vitro de nds singulares de videira, em diferentes meios de propagacao. (%
along.) percentagem de nés que formaram rebentos, (% enr.) percentagem de nés que
enraizaram, (—) ndo ensaiado, (CI) cultura inicial, (1% sub) 1° subcultura, (22 sub) 22

subcultura, (sub) subcultura. Utilizou-se um n > 30 por situagéo experimental.

MG Baga
tipo de culit. meios % along. % enr. % along. % enr.

Cl MA1 92 0 90.9 0
12 sub MA1 75.5 0 84.5 0
2°sub MA1 78.2 0 87.1 0

Cl MA2 87.2 100 87.1 71.7

Sub MA2 0 100 100 100
cl MR2 - - - -
Sub MR2 83 97 75 76

Durante o enraizamento in vitro, os meios mais eficazes foram o MR2, MR3
e MR4 (Tabela 1.3), com percentagens a variar entre 73.7% (MR2), 80% (MR3) e
75% (MR4) para a casta MG e 60.3% (MR2), 100% (MR3 e MR4) na casta Baga.
E de realcar as diferentes respostas causadas pelos diferentes meios, isto &, 0s
meios MR3 e MR4, com percentagens mais elevadas de enraizamento,
conduziram & proliferagdo de raizes adventicias e tecido caloso basal nas
plantulas, o meio MR2 produziu poucas raizes adventicias e de grandes
dimensdes, ndo havendo produgéo de calli basal.

A aclimatagéo realizada nas plantulas enraizadas no meio MR2 (Fotografia
1e), atingiu percentagens de 100% em Baga e MG, o que reflecte a facilidade
com que as plantulas destas castas micropropagadas se adaptam ao exterior.
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Fotografias 1a-1d: (1a) MG, sub em meio MA2, (1b) MG, 12 sub. em meio MA1; (1c) MG,
sub em meio MR2, (1d) Baga, 22 sub. em meio MA1.
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Fotografias 1e-1f: (1e) MG com 2 meses de aclimatagéo; (1f) Baga p
estaca.
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Tabela 1.3: Percentagens de enraizamento in vitro de rebentos de videira provenientes
de cultura inicial e 1® subcultura em meio MA1, em funcdo de diferentes meios de
induggo. (% enr.) percentagem de rebentos que enraizaram. Utilizou-se um n > 10 por
situacdo experimental.

MG Baga
meios % enr. % enr.
MR1 0 50
MR1T” 0 14.3
MR2 73.7 60.3
MR3 80.0 100
MR4 75 100

28. DISCUSSAO

Os resultados da micropropagagdo demonstram que as castas em estudo
s3o facilmente estabelecidas in vitro através da cultura de gomos axilares. Estes
trabalhos confirmam outros trabalhos com castas estrangeiras (Chee & Pool,
1985; Harris & Stevenson, 1982; Li & Eaton, 1984; Péros et al, 1998;
Roubelakis-Angelakis & Zivanovitc, 1991), e com castas portuguesas (e.g. Tinta
Roriz e Tinto Céo) da Regido Demarcada do Douro (Pinto-Sintra et al., 1997).

Os meios mais eficazes para a cultura dos gomos axilares foram o MA2 e
MR2, uma vez que permitiram, na mesma cultura, o alongamento de porgdes
aéreas e enraizamento. O sistema de aclimatagdo descrito é igualmente
funcional, ndo trazendo problemas ao processo geral de micropropagagéo da
videira. At¢é ao momento ndo foram detectadas diferencas morfolbgicas
relativamente as plantas mae mantidas ex vitro.

Pode-se assim afirmar que a micropropagagdo descrita neste trabalho,
segue os propositos fundamentais do protocolo de micropropagagéo pretendido,
uma vez que permite a produgdo de um elevado nimero de plantas
geneticamente idénticas, de boa qualidade e com as mesmas caracteristicas
varietais da planta mae (Hartmann et al., 1997).

A cultura de gomos axilares no meio MA1 deu origem ao crescimento de
rebentos axilares (12 e 22 subculturas) e formagdo de tufos vegetativos,
principalmente durante a 22 subcultura. No caso destas castas portuguesas, a
concentragdo 4.4 uM de BAP parece interferir no alongamento dos rebentos,
sendo assim aconselhado reduzir esta concentragdo, ou ndo adicionar
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fitorreguladores como sucede no meio MA2. A influéncia das citocininas no
alongamento e proliferagdo de rebentos foi ainda confirmada para cv. “Chenin
Blanc” em que a baixa concentragdo de BAP estimulou o alongamento de
explantes, enquanto concentragdes mais elevadas (22 pM) inibiram (Goussard,
1981). Resultados semelhantes foram ainda descritos para outras lenhosas
(Jones, 1977; citado por Goussard, 1981). Estes resultados nédo se estendem a
todas as castas de Vitis. Por exemplo, Pool e Powel (1975) ensaiaram diferentes
concentragdes de citocininas no alongamento de rebentos da cultivar “Concord”,
tendo verificado o maximo de expansdo média na concentragdo 14.2 pM de
BAP, e o minimo na auséncia de citocininas. Os efeitos estimulantes da BAP na
proliferagdo de rebentos estdo de acordo com os dados de outras espécies
(Goussard, 1981). Os resultados deste estudo mostram que é suficiente a
aplicagdo desta citocinina para ocorrer a proliferagdo de rebentos em elevada
percentagem nas duas castas portuguesas.

O gendtipo néo teve grande influéncia na micropropagagéo, considerando-
se os meios MA2 e MR2 adequados para a propagacéo in vitro de ambas as
castas, com ambos os gendtipos a terem elevadas percentagens de
alongamento dos gomos axilares, embora a casta Baga tenha tido valores
relativamente superiores durante as subculturas.

Neste capitulo, descreve-se um protocolo simples de regeneragéo e
aclimatagio de plantas de duas castas da Bairrada (Maria Gomes e Baga),
através da micropropagacéo in vitro.
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3. CULTURA DE CALLIE ORGANOGENESE

3.1. INDUGAOE CULTURADE CALL/

3.1.1. Introdugdo

O callus é uma massa celular, formada quando as células vegetais se
multiplicam numa forma desorganizada. Nas plantas este tipo de tecido surge por
cortes ou ferimentos nos caules (George, 1993), como forma de cicatrizago.

O callus é também produzido in vitro por cultura de tecidos vegetais -
explantes- em meio de cultura contendo uma concentragdo especifica de
reguladores de crescimento. Para que se induza o crescimento de tecido caloso
a partir de um explante, tem de haver um estimulo e o aparecimento de zonas
com actividade meristematica (George, 1993), o que significa uma transformacao
a nivel celular no explante traduzida geralmente por uma desdiferenciag&o celular
(George, 1993). O tecido caloso evolui depois para uma estrutura heterogénea,
consistindo, normalmente, numa zona central indivisivel de células
parenquimatosas, € numa zona periférica com actividade meristematica. Na
realidade a estrutura de um callus é relativamente complexa, com uma variagéo
morfoldgica, fisiolégica e genética (Hartmann et al., 1997). O crescimento segue
um padrdo tipicamente logaritmico, onde se distinguem uma fase inicial de
crescimento lento, uma 22 fase de crescimento rapido, uma fase de diminuigéo
gradual da divisdo celular e uma ultima fase onde ha a diferenciagdo em células
parenquimatosas e tecidos vasculares (Hartmann et al., 1997).

Certos tipos de calli adquirem competéncia organogénica e embriogénica.

A indugdo e cultura de calli estd fundamentalmente dependente dos
seguintes factores:

a) gendtipo da planta mée;
b) tipo de explante;
c) razdo entre auxinas e citocininas no meio (Hartmann et al., 1997).

Se bem que a maioria dos tecidos vegetais seja susceptivel de induzir
tecido caloso (e.g. caules, raizes, folhas, orgdos de armazenamento ou
sementes), os tecidos mais jovens (sinénimo de uma maior proporgéo de células
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em actividade mitdtica) sdo os mais utilizados uma vez que respondem melhor a
produgdo de calli mas, principalmente, porque s&o aqueles com maior
competéncia embriogénica e organogénica (George, 1993). Todavia, as areas
meristematicas das partes mais velhas das plantas, como o cambio intercalar,
podem dar origem ao tecido caloso (George, 1993). Tem-se verificado que a
concentragdo dptima de auxinas e citocininas no meio de cultura varia de espécie
para espécie e dentro da mesma espécie a resposta entre os diferentes
genoétipos a novas concentragdes de fitorreguladores pode ser diversa (Campos
et al., 1998). Este factor € extremamente importante no sucesso da produgéo de
calli. E de realgar que o estado fisiologico da planta que funciona como fonte de
explantes - planta mée - devera estar numa fase activa de crescimento e sem
sintomas de caréncias, para uma melhor resposta dos explantes (Hartmann et
al., 1997).

Outros factores tais como as condigdes de cultura (e.g. pH, luz,
temperatura) e composigdo do meio (concentragdo de macro e micronutrientes,
concentracdo e tipo de fonte de carbono, composi¢édo em vitaminas, pH, efc)
podem ainda revelar-se importantes na cultura de calli em determinados
genotipos.

Os calli produzidos in vitro sdo uma fonte de material relativamente
uniforme, podendo ser utilizados em diversos fins tais como a regeneragdo de
plantas, isolamento de protoplastos ou selecgdo de linhas celulares resistentes
(Collin & Edwards, 1998). Para tal é necessario que os calli sejam mantidos in
vitro sem perda de vigor (Collin & Edwards, 1998). Durante as subculturas pode
dar-se o caso do meio de cultura utilizado para a indugéo de tecido caloso ndo
continuar a permitir o crescimento com a mesma eficiéncia. Quando tal acontece,
normalmente & necessario fazer um ajustamento na concentragéo de auxinas e
citocininas no meio, bem como a utilizagéo das porgdes de tecido mais claras e
friaveis para a subcultura (Collin & Edwards, 1998).

3.1.2. A producdo de calli no género Vitis

No género Vitis a produggo de tecido caloso é muitas vezes descrita nos
estudos de embriogénese somatica e organogénese, o que demonstra bem a
importancia de haver uma alteragéo a nivel celular (desdiferenciagéo) nos tecidos
dos explantes, para se adquirir competéncia embriogénica e organogénica.

A embriogénese somatica a partir de anteras, Ovulos, folhas, ovarios
imaturos, ocorre normalmente em varias fases que se distinguem pela alteracéo
do meio de cultura ou das condigdes de cultura. No entanto, verifica-se
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normalmente uma indug&o inicial de calli a partir do explante (embriogénese
somatica indirecta). Este tecido caloso acaba por adquirir competéncia
embriogénica e é estimulado a produzir embrides adventicios. Os meios usados
para a indugdo deste tipo de tecido caloso diferem em muitos aspectos, podendo
ser solidos (Harst, 1995; Mozsar & Stle, 1994; Nakano et al., 1997; Stamp &
Meredith, 1988; Torregrosa et al., 1995) ou liquidos (Lebrun et al., 1985; Krul &
Worley, 1977; Stamp & Meredith, 1988; Srinivasan & Mullins, 1980), com uma
composicdo MS (Krul & Worley, 1977; Mozsar & Siile, 1994) ou 2 MS (Nakano
et al., 1997; Torregrosa et al., 1995). Outro meio de cultura ainda referido € o NN
(Harst, 1995; Lebrun et al., 1985; Stamp & Meredith, 1988; Srinivasan & Mullins,
1980). Relativamente & combinagdo de fitorreguladores utilizados nestes meios
de cultura, ha uma variagdo no tipo e concentragéo de auxinas e citocininas.
Surgem normalmente o 2,4-D (Krul & Worley, 1977; Lebrun et al., 1985; Mozsar
& Siile, 1994; Nakano et al., 1997; Srinivasan & Mullins, 1980; Torregrosa et al.,
1995) que pode ser substituido pelo NOA (Harst, 1995; Stamp & Meredith, 1988;
Srinivasan & Mullins, 1980) e uma citocinina que é normalmente a BAP (Krul &
Worley, 1977; Lebrun et al., 1985; Mozsér & Siile, 1994; Stamp & Meredith, 1988,
Srinivasan & Mullins, 1980; Torregrosa et al., 1995). A auxina apresenta-se numa
concentragdo superior & citocinina, podendo por exemplo o 2,4-D variar entre 4.5
UM e 10 pM (Krul & Worley, 1977; Lebrun et al., 1985; Mozséar & Sule, 1994;
Nakano et al., 1997; Srinivasan & Mullins, 1980; Torregrosa et al., 1985) e a BAP
entre 0.4 uM e 1.1 uM (Krul & Worley, 1977; Lebrun et al., 1985, Mozsar & Siile,
1994; Stamp & Meredith, 1988; Srinivasan & Mullins, 1980; Torregrosa et al.,
1995). As culturas sao realizadas com um pH entre 5.7-5.8.

Existe algum consenso no que diz respeito ao fotoperiodo usado,
utilizando-se frequentemente condigdes de obscuridade (Harst, 1995; Krul &
Worley, 1977; Lebrun et al., 1985; Mozsar & Siule, 1994; Nakano et al., 1997,
Torregrosa et al., 1995) e temperatura entre 21°C e 27°C.

Para além dos estudos de embriogénese somatica, os estudos de
organogénese indirecta referem também uma fase inicial de formag&o de tecido
caloso, que é depois induzido a formar rebentos adventicios. Hirabayashi et al.
(1976) obtiveram calli a partir de culturas de anteras em meio MS ou NN,
suplementado com NAA (10 uM) e BAP (1 uM), no escuro e a 28°C. Estes calli
foram estudados relativamente a capacidade de formagdo de rebentos
adventicios. Rajasekaran e Mullins (1981), em estudos de organogénese em
entrends, utilizaram o meio NN liquido suplementado com 2,4-D (5 uM), NOA (5
uM) e BAP (1 uM) para produzir tecido caloso de crescimento répido e activo.

Hawker et al. (1973) produziram calli a partir de frutos imaturos
(aproximadamente 5 mm de didmetro), em meio sélido de Hawker et al. (1973), a
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26°C e no escuro.

Feucht et al. (1996) promoveram a cultura de calli a partir de explantes de
peciolo e entrends, em meio % MS solido suplementado com IAA (8.5 uM) e BAP
(1.6 uM), fotoperiodo de 16h.

Neste capitulo descreve-se a indugdo e cultura de tecido caloso nas
cultivares de Vitis vinifera L., Maria Gomes (MG) e Baga. Os meios e condigbes
de cultura testados, foram baseados na informagéo existente e ja referida para o
género Vitis. O objectivo consistiu em obter culturas estaveis de calli nas duas
cultivares tendo-se, para tal, ensaiado variados meios e condigbes de cultura.

3.1.3. Metodologia

A cultura de tecidos para a produgéo de tecido caloso realizou-se a partir de
material colhido em estacas mantidas em estufa nas seguintes condigbes:
temperatura de 22 °C, fotoperiodo com 16h de luz e intensidade luminosa
maxima de 134 pmol m?s™.

Recorreu-se ao corte de ramos nas estacas, tendo estes no minimo 10 nds.
Estes ramos destacados foram, posteriormente, utilizados como fonte de
explantes de peciolo, entrends e gavinhas. Procedeu-se a lavagem de
fragmentos destes ramos em &gua corrente durante 10 min. e desinfecgdo em
alcool a 70% durante 1 min., seguido de uma solugao diluida (20% V/V) de lixivia
comercial, durante 20 min.. Seguiu-se a lavagem dos fragmentos em agua
destilada estéril e ao plagueamento de explantes in vitro. As condigdes de cultura
foram iguais as descritas para a micropropagagéo (temperatura de 21-22°C e
intensidade luminosa de 80 pmol m? s™ nas culturas com fotoperiodo de 16h
luz/8h escuro).

As culturas e subculturas foram realizadas nos meios MS3, MC1, MC2,
MC3, MC6, MC7, MC8 e MC?9 (tabela 2.1). O tecido foliar utilizado para a indugéo
de calli foi obtido a partir de rebentos resultantes de culturas mensais de gomos
axilares em meio MA1. O periodo das culturas e subculturas foi de 5 semanas.
As subculturas dos calli formados, basearam-se na transferéncia dos tecidos
menos fenolizados para meio fresco.

Para a determinagdo das percentagens de indugdo de tecido caloso,
utilizou-se um n igual ou superior a 30 para cada situagdo experimental. Para a
determinagdo das taxas de crescimento (T.C.), utilizou-se um n igual a 12 ou 15
para cada situago experimental. A analise estatistica do crescimento realizou-se
como descrito no ponto 4.2.7. As taxas de crescimento de tecido caloso foram
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determinadas segundo a férmula:

TC. {g pi./dia)= —-—-—p'f't“ “Ply

1‘to

Tabela 2.1: Composi¢do dos meios de cultura e condigdes de cultura para a indugéo de
tecido caloso. (vit.) vitaminas, (cit.) citocinina, (fotop.) fotoperiodo, (h.c.) hidrolizado de
caseina, (esc) escuro.

sais vit. fonte de agar cit. auxina pH fotop.
carbono Luz/esc.
@h (mgfl) (mg/)
(gn
MS3 ¥2MS MS 0.2h.c. 8 0.2 0.55 57-5.8 0Oh/24h
30 cinetina 24-D
sacarose
MC1 . MS MS 30 8 0.2 5.7-5.8 0h/24h
_ sacarose 24-D
MC2 Hawker Hawker 0.2hec. 8 0.2 0.1 NAA | 5758 0h/24h
" Hawker et etal etal 30 cinetina
al. (1973) (1973) (1973) sacarose
MC3 NN NN 30 8 1.0 5.7-5.8 Oh/24h
. sacarose 24-D
Rajasekaran
& Muliins
(1981)
MCé6 2 MS MS 30 8 0.1 BAP 1.0 5.7-5.8 Oh/24h
Krul & sacarose 24-D
Worley
(1977)
MC7 NN NN 30 8 0.2BAP | 1.0NAA | 5758 Oh/24h
Stamp & sacarose
Meredith
(1988)
MCs8 MS MS 30 8 05 1.0NAA | 57-58 0Oh/24h
Staudt ef al sacarose cinetina
(1972)
MC9 2 MS MS 30 8 0.36 BAP | 1.5I1AA 5.7-6.8 16h/8h
Feucht et al. sacarose
(1996)

3.14. Resultados

Este estudo decorreu em duas fases: a 12 fase consistiu em determinar a
percentagem de indugdo do tecido caloso em diversos tipos de explantes de
videira, utilizando meios de cultura referidos na literatura para o género Vitis, e
seleccionar os meios que apresentaram percentagens mais elevadas de induggo
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de tecido caloso e que possibilitaram a subcultura de calli nos genétipos em
estudo. A 22 fase consistiu em caracterizar o crescimento (determinando taxas de
crescimento) e o aspecto (cor e friabilidade) dos calli em subcultura.

Os resultados da tabela 2.2 mostram que os meios que apresentaram
percentagens mais elevadas de indugdo foram os seguintes: MC1, MC3, MCB6,
MS3, MC8 e MC9, sendo os meios MC2 e MC7 os mais fracos.

Tabela 2.2: Percentagens de indugdo de tecido caloso nas cultivares Baga e Maria
Gomes, em diferentes meios de cultura e explantes. (--) ndo ensaiado. Utilizou-se um n >
30 por situagédo experimental.

folhas caule e peciolo gavinhas
meios % em MG % em Baga % em MG % em Baga % em MG % em Baga

MS3 81 63 70 57 69 68
MC1 94 96 80 57 62 91

MC2 0 0 0 21 15 19
MC3 89 68 21 70 26 35
MCé 98 98 70 73 29 100
Mc7 20 0 - - 0 0

MC8 93 59 62 88 92 87
MC9 - — 81 92 —_ 32

Nos meios MC2 e MC7 o tecido caloso formado foi muito reduzido,
tornando-se dificil o seu isolamento em quantidade suficiente para permitir a
subcultura. Deste modo os meios foram rejeitados, ndo se procedendo a um
estudo de subcultura.

Os meios MC3 e MS3 embora apresentassem taxas elevadas de indugéo,
a subcultura dos calli conduziu a uma fenolizagéo total dos tecidos e perda de
crescimento, ndo se utilizando assim estes meios para a cultura de calli.

Os meios MC1 e MC6 apresentaram ambos percentagens elevadas de
indugdo e, embora se tenha verificado uma resposta positiva em todos os tipos
de explantes, as folhas jovens apresentaram menor fenolizagdo dos tecidos,
sendo ainda possivel a recuperagdo de tecidos fenolizados e re-inicio do seu
crescimento (Fotografias 2a e 2b). Deste modo, os meios MC1 e MC6 foram
seleccionados para a cultura de calli.
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Os meios MC8 e MC9 foram aqueles que, para além de apresentarem
percentagens elevadas de indugdo, produziram maiores massas de tecido
caloso. Foram também os meios que melhor definiram as diferengas de
comportamento entre as duas castas. Os calli da casta Baga caracterizaram-se
por um menor crescimento e produgdo intensa de antocianinas (coloragéo
avermelhada) no meio MC9 e fenolizagdo com perda total de crescimento no
meio MC8. Os calli da casta Maria Gomes apresentaram um crescimento lento
no meio MC8 n3o se verificando no entanto fenolizagéo dos tecidos. No meio
MC9 as subculturas desta casta produziram continuamente calli amarelo-
acastanhado, muito claro (Fotografia 2¢c). Dada a melhor resposta dos explantes
de caule, peciolos e gavinhas, estes tecidos foram seleccionados para iniciar a
cultura de calli nos meios MC8 e MC9.

Tabela 2.3: Taxas de crescimento de calli, em fungdo dos genétipos Baga e Maria
Gomes e do meio de cultura. Valor médio * desvio padréo, (—-) ndo ensaiado. Utilizou-se
um nigual a 12 ou 15 por situagéo experimental.

Meios de cultura Baga (g pf/dia) MG (g pf/dia)
mco 0.042 + 0.0205 0.0613 + 0.0205
MC8 — 0.0154 + 6.5693x10°
MC6 0.0118 + 8.6604x10° 0.0177 £0.0212
MC1 6.7043x10" £ 5.3581x10 -

Os resultados da andlise do crescimento do tecido caloso registados na
tabela 2.3, mostram que o meio que permitiu uma produgdo mais intensa de calli
foi o meio MC9, ndo se verificando diferengas significativas nos dois genotipos.
Os calli produzidos neste meio apresentaram ao fim de 5 subculturas, uma
aparéncia saudavel castanha amarelada, sem zonas de fenolizagéo. Verificou-se
que a situagdo inicial de indugdo de tecido caloso no gendtipo Baga,
caracterizada por uma produgéo intensa de antocianinas e crescimento reduzido,
pode ser revertida com as sucessivas subculturas (Fotografia 2d). O meio MC1
produziu um tipo de calli amarelo e pouco fridvel, bastante consistente no
gendtipo Baga possibilitando, no entanto, um crescimento muito lento dos calli.
As taxas de crescimento verificadas no meio MC6 n&o foram significativamente
diferentes para os genétipos em estudo, ha no entanto a considerar o tipo de calli
produzido em cada gendtipo. O tecido caloso do gendtipo Baga identificou-se
pela elevada consisténcia e coloragdo amarela acastanhada, o tecido caloso do
gendtipo MG caracterizou-se pela fraca consisténcia e coloragdo amarela forte.
Verificou-se no entanto, para o genétipo MG no meio MC1, a produgédo de um
outro tipo de calli com um crescimento muito mais rapido, implicando o elevado
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desvio padrdo registado. O tecido identificou-se pela elevada consisténcia e
coloragdo amarela esbranquigada. O meio MC8 possibilitou um crescimento de
tecido caloso semelhante ao crescimento verificado no meio MC6 para o
genétipo MG, estes calli caracterizaram-se pela elevada friabilidade, fraca
consisténcia e coloragéo branca.

3.1.5. Discussao

A indugdio de tecido caloso nas duas castas em estudo foi possivel,
utilizando diferentes meios salinos: 2 MS (meios MS3, MC1, MC6, MC9), MS
(MC8) e o meio NN (MC3). Nestes meios, a maior produgéo deve-se ao 72 MS
presente nos meios MC1, MC6 e MC9. Estes meios foram jéa utilizados com
sucesso para outras castas de videira (Nakano ef al., 1997; Torregrosa et al.,
1995). O meio MC2 utilizado por Hawker et al. (1973) e o meio MC7 utilizado por
Stamp e Meredith (1988) para a organogénese em entrends, ndo permitiram a
produggo de calli nas castas Baga e Maria Gomes, o que mais uma vez reforca a
importancia do factor gendtipo. De salientar ainda que o meio NN com 4.5 pM de
2,4-D n&o foi adequado para a manutengéo das culturas.

Para além da composicdo salina, a combinagdo de fitorreguladores foi
determinante. A adigdo de cinetina e 2,4-D parece ndo ser aconselhada para a
manutencdo do material, tendo contudo o 2,4-D um efeito positivo quando
adicionado juntamente com 0.44 uM de BAP (meio MC6), ou isolado (MC1). E
bem conhecida a capacidade da auxina sintética 2,4-D em induzir tecido caloso
com capacidade embriogénica. Krul e Worley (1977) utilizaram um meio
semelhante ao MC6 para induzir embriogénese somética em folhas de Vitis
vinifera L., pelo que se revelou de grande interesse manter culturas das castas
em estudo nos meios MC1 e MC6. Os meios MC3 (Rajasekaran & Mullins,
1981), MC7 (Stamp & Meredith, 1988) e MC6 (Krul & Worley, 1977), foram
utilizados em processos de organogénese (Rajasekaran & Mullins, 1981) e
embriogénese somética indirectas (Krul & Worley, 1977; Stamp & Meredith,
1988), sendo muito provavelmente pouco propicios em induzir grandes massas
celulares.
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Fotografias 2a-2d: Tecido caloso em meio MC6 com origem a partir de folhas jovens,
gendtipo MG (2a), tecido caloso em meio MC6 com origem a partir de folhas jovens,
gendtipo Baga (2b), tecido caloso em meio MC9 com origem a partir de segmentos de

caule, genétipo MG (2c) e gendtipo Baga (2d).
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Os meios MC8 e MC9 apresentaram elevadas percentagens de indugéo de
tecido caloso, embora com discrepancias ao nivel das castas e tipo de explante.
O desenvolvimento da cor vermelha observada na casta Baga quando em cultura
no meio MC9, pode ser indicativo de uma situagdo de stress. Do e Cormier
(1990) estudaram a acumulagdo de antocianinas em Vitis vinifera L. cv. “Gamay
Freaux” sob stress osmético, mas situagBes semelhantes podem ocorrer em
células in vitro sob stress nutritivo ou outros factores (Sharmain, 1998; com.
Pessoal).

Feucht et al. (1996) utilizaram o tecido caloso produzido no meio MC9 para
estudos de acumulagéo de flavendides durante reacgdes de defesa a doengas.
Foi nos meios MC8 e MC9 que o factor genétipo mais condicionou os resultados,
com os calli da casta Baga a fenolizarem e a ndo sobreviverem no meio MCS8,
enquanto os calli da casta Maria Gomes apresentaram ao longo das subculturas
um crescimento lento. No meio MC9 o factor genétipo destacou-se sobretudo
durante as primeiras subculturas dos calli, ocorrendo producdo intensa de
antocianinas e diminuicdo de crescimento nos calli de Baga, e subculturas
estaveis dos calli da casta Maria Gomes.

Relativamente ao factor explante, os meios MC1 e MC6 revelaram-se
adequados na indugéo e proliferagdo de tecido caloso a partir de folhas jovens de
videira, o meio MC9 resultou bem para a produg&o de tecido caloso a partir de
caules e peciolos.

Deste trabalho conclui-se que a indugdo de tecido caloso nas duas castas
portuguesas é possivel, enquadrando-se em algumas metodologias abordadas
para outras castas. Uma vez obtido tecido caloso, proceder-se-a ao estudo da
organogénese nas castas Maria Gomes e Baga.

32. ORGANOGENESE EXPERIMENTAL

3.2.1. Introducédo
A organogénese & um processo em que as células e tecidos s&o induzidos

a desenvolver alterages que culminam na produgédo de uma estrutura unipolar —
primérdio radicular ou caulinar — cujo sistema vascular esta ligado ao tecido
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parental (Thorpe, 1993). Pelo contrario, a embriogénese somatica conduz a
produgéo de uma estrutura bipolar contendo um eixo caulinar/radicular, com um
sistema vascular independente do tecido parental (Thorpe, 1993).

A organogénese e a embriogénese somatica sdo duas vias de
desenvolvimento “de novo” que constituem o processo geral de morfogénese. Os
tecidos com capacidade organogénica e embriogénica sdo designados por
morfogénicos (Thorpe, 1993).

Existem pelo menos duas vias para a organogénese in vitro, a
organogénese indirecta em que o explante primario é induzido a formar calli
antes de se dar o processo de organogénese, e a organogénese directa onde
ndo existe qualquer fase de formagdo de calli antes do processo de
organogénese (Thorpe, 1993). A organogénese (directa e indirecta), pode ser
obtida a partir de explantes tais como segmentos de raizes, segmentos de folhas,
segmentos de inflorescéncias, cotilédones e hipocétilos (Thorpe, 1993).

Thorpe (1993) define a actividade localizada de divisdo celular, que resulta
num centro meristematico ou meristeméide’, como uma caracteristica histol6gica
da organogénese.

Os tecidos utilizados como explantes para a organogénese apresentam um
conjunto de células competentes, isto é, células que apresentam capacidade
morfogénica ou que a adquirem em resposta a um estimulo apropriado (George,
1993). Este conjunto €&, no entanto, baixo relativamente ao conjunto celular do
explante (George, 1993).

A eficiéncia da organogénese passa entdo pelo aumento do conjunto de
células competentes. Esta caracteristica pode variar em fungdo do tipo de
explante e com as condigbes de cultura.

Smith e Krikorian (1988) (citado por George, 1993) afirmaram que a
morfogénese da-se a partir de células que ja estdo “comprometidas” com
determinada via de desenvolvimento — células permissivas -, e por células que
atingem o estado morfogénico por acgdo de reguladores de crescimento
enddgenos e exégenos — células indutivas -. Geralmente as células permissivas
necessitam apenas de pequenas alteragbes no ambiente para iniciarem um
processo morfogénico.

" Meristeméides s3o definidos como massas esféricas de pequenas células meristeméticas que
dé&o origem a orgdos e explantes em cultura (George, 1993).
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3.2.2. Organogénese no género Vitis

A organogénese de rebentos descrita no género Vitis €, normalmente,
iniciada a partir de tecidos de caule (Rajasekaran & Mullins, 1981), fragmentos de
apices (Barlass & Skene, 1978) e folhas jovens (Colby ef al., 1991; Martinelli et
al., 1996). A maioria destes explantes s&o obtidos de culturas in vitro. Os estudos
histolagicos realizados por Colby et al. (1991) mostram que este tipo de
organogénese de rebentos é de origem directa. No entanto, em alguns trabalhos
realizados verifica-se a formacdo de tecido caloso juntamente com o
aparecimento dos rebentos adventicios (Martinelli et al., 1996).

As culturas de tecidos foliares para a organogénese s&o normalmente
realizados em meio MS (Colby et al., 1991; Martinelli et al., 1996) e em meio NN
(Péros et al., 1998; Stamp et al., 1990) sélidos. O fitorregulador mais importante e
que faz parte de todos os meios é a citocinina BAP que varia entre 8.8-10 MM
(Colby et al., 1991; Martinelli et al., 1996; Péros et al., 1998; Stamp et al., 1990),
podendo ainda surgir o NAA como auxina, cujas concentragbes se situam entre
0.16-0.53 pM (Martinelli et al., 1996; Péros et al., 1998). As culturas realizam-se
normalmente com um fotoperiodo de 15-16 h de luz, pH entre 5.7-56.8 e
temperatura entre 20-25 °C. As folhas cultivadas sdo normaimente obtidas a
partir de culturas nodais em meios com uma concentragdo de BAP geraimente
de 8.8 uM (Colby et al., 1991; Martinelli et al., 1996; Péros et al., 1998; Stamp et
al., 1990). S&o folhas jovens e apresentam um comprimento que varia entre 1-20
mm e contém uma porgdo de peciolo inferior a 0.5 mm. As culturas s&o feitas
quer com a superficie abaxial, quer com a superficie adaxial em contacto com o
meio.

Barlass e Skene (1978) promoveram a proliferagdo de rebentos adventicios
a partir de fragmentos de &pices com 1 mm de comprimento e 2-3 primordios
foliares. Este tipo de crescimento foi desencadeado em culturas em meio MS
suplementado com 8.8 uM de BAP. Os estudos histolégicos realizados por Colby
et al. (1991) evidenciam a natureza adventicia e origem directa dos rebentos
formados.

O trabalho de organogénese que se descreve de seguida, reflecte uma
abordagem relativamente simples da complexidade do processo, mas é um
trabalho importante que permite definir solugGes mais concretas para melhorar a
metodologia de obtencdo de rebentos adventicios para gendtipos antigos como
sdo os da Baga e Maria Gomes. O trabalho de organogénese desenvolvido
baseia-se nas metodologias e meios de cultura referidos.
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3.2.3. Metodologia

Para o estudo da organogénese procedeu-se a cultura de gomos axilares
em meio MA1 durante 4 semanas. Os gomos axilares foram obtidos de plantulas
a crescer em meio MA2, como descrito no capitulo de micropropagacédo. Apés
este periodo as folhas foram isoladas dos rebentos e plaqueadas em meios de
indugdo de organogénese (tabela 2.4). As condigdes de cultura, luminosidade e
temperatura, foram iguais as descritas no capitulo da micropropagagéo.

Ao fim de 4 semanas de cultura registou-se o nimero de folhas que
produziram tecidos adventicios e calcularam-se as percentagens de
organogénese. Para cada situagdo experimental utilizou-se um n igual ou
superior a 40.

Tabela 2.4: Composicdo dos meios de cultura e condigdes de cultura na indugédo de
organogénese em folhas jovens de videira. (vit) vitaminas, (cit.) citocinina, (fotop.)
fotoperiodo, (esc.) escuro.

sais vit. fonte de agar cit. auxina pH fotop.
carbono Luz/esc.
o) (mg/) (mgf)
()]
MO1 NN NN 30 8 2.0 BAP 5.7-5.8 16h/8h
sacarose
MO2 MS MS 30 8 0.2 BAP 5.7-5.8 16h/8h
sacarose
MO3 NN NN 30 8 2.0 BAP 0.0186 5.7-5.8 16h/8h
sacarose NAA
MO4 MS MS 30 8 2.0 BAP 0.0186 5758 16h/8h
sacarose NAA

3.2.4. Resultados

Os resultados da organogénese experimental apresentados na tabela 2.5,
mostram que o processo apenas foi possivel para a casta Maria Gomes nos
meios MO1 e MO3, sendo MO1 o meio mais eficaz com uma percentagem de
organogenese de 20%. A organogénese verificada no genétipo MG ao fim de 1
més de cultura, caracterizou-se pela formago de folhas adventicias’ no peciolo
das folhas plagueadas, na zona de corte (Fotografias 2e e 2f). A andlise da

" O desenvolvimento foliar adventicio é descrito por Colby et al. (1991) como sendo tecidos que
surgem directamente da regido organogénica, apresentando uma origem e morfologia diferentes
das verdadeiras folhas com origem nos meristemas caulinares adventicios.
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percentagem de explantes que fenolizaram durante a cultura, permitiu verificar
que este factor pode influenciar negativamente o processo de organogénese
descrita neste trabalho. A percentagem de explantes fenolizados foi, para a casta
MG, de 33% no meio MO1 e 24% no meio MO3.

Tabela 2.5: Percentagens de organogénese directa em folhas de videira. Os resultados
sdo definidos em funcdo do gendtipo (Baga e Maria Gomes) e do meio de cultura
utilizado. Utilizou-se um n > 40 por situagdo experimental.

Genétipo Meios de cultura % de explantes % de org. em folhas
fenolizados
MO1 33 20
MG MO2 49 1.2
MO3 24 6.25
MO4 38 1.1
MO1 15 0
Baga MO2 25 0
MO3 10 0
MO4 25 0




Fotografias 2e e 2f: (2e) formagéo de folhas adventicias em MG no meio MO3, (2f)
formacao de folhas adventicias em MG no meio MO1.
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3.2.5. Discussao

Contrariamente a indugdo de tecido caloso, onde os meios NN n&o
apresentaram bons resultados na indugéo e manutengéo de tecido caloso (MC3
e MC7), este meio revelou-se melhor que o MS na indugéo de folhas adventicias,
em folhas jovens da casta Maria Gomes.

A metodologia apresentada para a indugdo de organogénese em folhas de
Vitis vinifera L., possibilitou o desenvolvimento de folhas adventicias apenas no
gendtipo Maria Gomes, embora com uma percentagem bastante baixa. Estes
resultados demonstram bem o efeito do genétipo no sucesso das metodologias
usadas.

A indugdo de rebentos adventicios ndo foi possivel, nem apos a
transferéncia dos peciolos que apresentaram desenvolvimento de folhas
adventicias, para o meio MS sem reguladores de crescimento (resultados ndo
apresentados). Colby et al. (1991) referem a formag&o de folhas adventicias em
Vitis vinifera L., como um acontecimento normal durante o desenvolvimento de
rebentos adventicios.

A organogénese em folhas de videira tem sido registada nas zonas de corte
das porgdes de peciolo e nervuras principais (Colby et al., 1991; Martinelli et al.,
1996).

Neste trabalho, verifica-se a influéncia do gendtipo no processo de
organogénese. Péros et al. (1998) e Martinelli et al. (1996) verificaram uma
grande variagdo nas percentagens de organogénese a partir de folhas, em
diversos gendtipos do género Vitis.

A eficiéncia da organogénese experimental em folhas de videira, esta
dependente da utilizagdo dos tecidos com maior competéncia regenerativa. A
utilizagdo de folhas mais jovens (12, 22 e 32 folha a partir do apice caulinar, ou
folhas com 3-4 mm de comprimento) (Martinelli et al., 1996; Péros et al., 1998) e
a utilizagdo de culturas nodais com uma concentragdo de BAP superior a 4.4 uM,
como fonte de material para a organogénese experimental, sdo aspectos a ter
" em conta para aumentar a eficiéncia do processo.
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4. CARACTERIZAGAO DE Vitis vinifera CV BAGA,

RELATIVAMENTE AO STRESS OSMOTICO

41. INTRODUGAO

Os estudos sobre o stress hidrico sdo, normalmente, desenvolvidos com
base na reducéo da rega em sistemas de cultura de plantas em substrato solido
(Christine et al., 1996; Good & Zaplachinski, 1994; Irigoyen & Sanchez-Diaz,
1992; Poni et al., 1993; Ramanijulu & Sudhakar, 1997; Schultz & Matthews, 1993,
Vartanian et al., 1987), ou com base no decréscimo do potencial osmético do
meio de cultura em sistemas de hidroponia (Bussis et al., 1998; Blssis &
Heineke, 1998; Pahlich & Grieb, 1983) ou culturas in vitro (Bhaskaran et al., 1985;
Iraki et al., 1989; Leva & Muleo, 1993).

Os compostos utilizados na criagdo de um decréscimo de potencial
osmético nos meios de cultura (em sistemas de hidroponia e cultura in vitro), de
forma a induzir uma situacdo de défice de agua semelhante as situagbGes que se
registam no campo, tém como caracteristica ndo serem absorvidas, ou serem-no
em quantidades diminutas, pelas plantas ou tecidos em cultura. Os compostos
mais utilizados sdo o polietilenoglicol (PEG) (Bussis & Heineke, 1998; Bhaskaran
et al., 1985; Iraki et al., 1989), manitol (Leva & Muleo, 1993) e sorbitol (Leva &
Muleo, 1993). O sorbitol e manitol sdo vulgarmente utilizados como osmoticos
para o isolamento de protoplastos e estudos de stress osmdtico (Flores &
Galston, 1984).

As metodologias de cultura in vitro tém especial importancia na realizagéo
de trabalhos de fisiologia celular utilizando culturas de calli (Leva & Muleo, 1993;
Bhaskaran et al., 1985) e células em suspenséo (Iraki et al., 1989), bem como
trabalhos de caracterizagdo de genotipos, através da micropropagagéo (Campos
et al., 1999) ou culturas de calli, em espécies de propagagédo convencional dificil
e trabalhosa, como é o caso das espécies lenhosas.

O potencial das culturas in vitro para a realizagdo de estudos de fisiologia
celular, é claramente evidenciado no trabalho de Iraki et al. (1989). Estes autores
verificaram que as células de tabaco (Nicotiana tabacum L.) adaptadas a crescer
sob condigbes de stress osmotico severo (428 mM de NaCl) ou 30% de
polietilenoglicol 8000, apresentaram um crescimento caracterizado por uma fraca
expans&o celular, com as células a atingirem dimensGes maximas de 1/5 a 1/8
das dimensdes das células ndo adaptadas as condigées de stress. Este reduzido
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volume das células verificou-se independentemente da manutengdo da presséo
de turgescéncia das células, cujos valores registados chegaram a ser superiores
aos verificados nas células ndo adaptadas. Iraki et al. (1989) atribuiram estes
acontecimentos a alteragbes fisicas e bioquimicas das paredes celulares,
diminuindo assim a sua capacidade de extens&o.

Handa et al. (1986), ao imporem potenciais osméticos baixos nas culturas
de células em suspensdo, verificaram existir uma relagdo positiva entre a
adaptacdo das células de tomate (Lycopersicon esculentum cv VFNT-Cherry)
aos baixos potenciais osméticos do meio de cultura, e a acumulagéo da prolina.

O trabalho que se descreve de seguida, tem como objectivo caracterizar o
comportamento da casta Baga em relagdo ao stress osmético induzido por
sorbitol, em cultura in vitro de microrrebentos de videira. Discute-se ainda a
utilizagdo deste tipo de metodologia na caracterizagdo de gendtipos quanto a
tolerancia ao stress osmdético.

42, METODOLOGIA

421. Ensaios de Stress osmotico

Para o estudo do stress osmotico em Vitis vinifera L., foi criado um
gradiente de potencial osmético no meio de cultura in vitro de microrrebentos de
videira. Realizaram-se ensaios constituidos por trés tratamentos correspondentes
as concentragdes 0.1 M, 0.2 M e 0.4 M de sorbitol, e um controlo (auséncia de
sorbitol).

O meio de cultura utilizado foi o MR2 (ver capitulo 2 - micropropagagéo), ao
qual se adicionou a quantidade necessaria de sorbitol para criar as
concentragdes desejadas, antes da autoclavagem. Para iniciar os ensaios foram
utilizados os rebentos com dimensées similares e sempre superiores a 15 mm,
provenientes da 12 subcultura de gomos axilares em meio MA1 (ver capitulo 2).
As condigdes de cultura foram idénticas as descritas no capitulo da
micropropagagao (capitulo 2).

Os ensaios tiveram uma duragéo total de 6 semanas, durante este periodo
analisou-se o crescimento da videira nos diversos tratamentos, bem como os
parametros - eficiéncia fotossintética, teor em clorofilas e acumulagéo de iGes nas
plantulas. De seguida descrevem-se os procedimentos das diferentes analises
efectuadas.
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4.2.2. Anadlise do crescimento da videira

Os pesos frescos do material vegetal foram determinados nas plantulas
controlo e tratamentos ao fim da 32 e 62 semana de cultura. Para cada plantula
separou-se o material vegetal em folhas, caule e raizes, registando-se o
respectivo peso fresco.

Os pesos secos foram determinados no material anteriormente utilizado
para registo dos pesos frescos. Os tecidos frescos (folhas, caule e raizes) foram
colocados numa estufa a 60°C durante 1 semana, registando-se depois o peso
seco.

O conteudo hidrico do material vegetal (C.H.) e a taxa relativa de
crescimento (R.G.R.) foram determinados para cada tipo de tecido (folhas, caule
e raizes), pelas seguintes equagdes:

f.-ps.
CH (% pf.) =P 100
p.f.
_ Inps., -In_p._s.t1
RGR.(g/dia) = 2.1

Utilizou-se para a andlise estatistica, um n igual a 10 para os tratamentos e
controlo, & excepgdo da analise das raizes, cujo n variou entre 8 e 3.

4.2.3. Determinagao de proteinas totais sollveis

Procedeu-se a homogeneizagdo de porgSes aéreas e raizes de pesos
frescos conhecidos, de plantulas controlo e tratamentos, em tampéao fosfato 0.2
M, pH 8.0. Centrifugou-se o homogeneizado a 15000 g durante 20 min.. O
sobrenadante foi utilizado para a determinagédo de proteinas segundo o método
de Coomassie blue, utilizando-se para tal o Micro Protein Kit Catalog n® 610-A da
Sigma.

As absorvancias a 595 nm das solugbes de proteinas e padres, foram
determinadas num espectrofotometro Beckman DV 68. A concentragdo de
proteina foi determinada segundo a férmula referida no Micro Protein Kit Catalog
n°® 610-A da Sigma:
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sol .proteina

Pr oteina (mg/dl)= A

x concentra¢ &0 do padréo
padrdo

O teor de proteinas nos tecidos foi determinado pela seguinte formula:

roteina {mg/ml)x vol. extrato
Proteina (rng/g p.f.)= d mg pf)

utilizou-se para a andlise estatistica, um n igual a 4 para os tratamentos e
controlo.

424. Determinagao do teor em clorofilas

A extracgdo e quantificagdo de clorofilas baseou-se no método de Amon
(1949). Para cada amostra foi utilizado o material vegetal (folhas) de duas
plantulas, registou-se o peso fresco e macerou-se o material em 10 cm® de
acetona a 80%. A centrifugacdo do macerado decorreu a 2500 g durante 5 min..
As leituras de Abs. a 663 nm (Asss) € 645 nm (Aess) foram feitas num
espectrofotdmetro Beckman DV 68. As concentragdes de clorofila a (cla), clorofila
b (clb) e clorofila total (clt) foram determinadas utilizando as seguintes formulas:

0.0127 x A, -0.00269 x A _,. }* vol. extrato
cl, (mg /g p.f.f.)= ( %8 T )

0.029 x A_,. -0.00468 x A ., }x vol. extrato
cl, (mg /g p.f.f)= ( &S T 663)

cl, (mg /gp .f.f.)= cl, +cl,

Para a andlise estatistica, utilizou-se um n igual a 3 ou 4 para os
tratamentos e controlo.

4.2.5. Eficiéncia fotossintética

A eficiéncia fotossintética foi medida em folhas verdes das plantulas
controlo e no tratamento com 0.1 M de sorbitol ao fim de 6 semanas de cultura,
utilizando o aparelho PEA (Photossintetic Eficiency Analiser, Hansatech USA). As
plantulas foram destacadas dos frascos de cultura e colocadas num recipiente
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plantulas foram destacadas dos frascos de cultura e colocadas num recipiente
com as raizes mergulhadas em agua destilada. Procedeu-se a adaptagdo das
folhas ao escuro (20 min.) utilizando o sistema de molas do aparelho, seguindo-
se a emissdo de um feixe de luz saturante e registo dos valores fomecidos pelo
aparelho. O PEA foi programado para funcionar nas seguintes condigdes:
duragéo do feixe de luz de 5 s e intensidade luminosa a 90% da intensidade
maxima.

42.6. Anilise de elementos inorganicos nos tecidos

A analise de elementos inorganicos (Fe, Mn, B, Mo, Cu, Mg, Ca, K, P) na
videira foi realizada para as porgGes aéreas e raizes das plantulas controlo e
tratamentos com 0.1 M e 0.4 M de sorbitol. Utilizou-se para cada amostra os
tecidos de 2 a 3 plantulas, variando assim os pesos frescos das porgGes aéreas
entre 0.5-2 g e os pesos frescos das raizes entre 0.1-0.9 g, por amostra.
Quantidades conhecidas de tecido fresco de cada amostra foram colocadas em
cadinhos de porcelana, e posteriormente na estufa a 60°C. Ao fim de 1 semana
registaram-se os pesos secos e colocaram-se os cadinhos numa mufla para a
obtengdo das cinzas. A temperatura da mufla foi aumentada gradualmente até
estabilizar a 535°C. Ao fim de 3 dias registaram-se os pesos de cinzas.

A preparagdo das solugbes para a quantificagdo dos elementos realizou-se
do seguinte modo:

- colocaram-se os cadinhos sobre uma placa de aquecimento e adicionaram-se
algumas gotas de agua;

- adicionou-se 1.5 ml de HCL 1:1 (V/V) e deixou-se ferver,
- repetiu-se 0 passo anterior;

- adicionou-se 5 ml de HCL a 5% (W/V) e aqueceu-se durante um curto
periodo;

- filtrou-se a solug&o através de papel de filtro Whatman n° 1, para um kitasato
pequeno com o auxilio de uma bomba de vacuo;

- transferiu-se o filtrado para um baléb volumétrico de 50 mi;

- adicionou-se 22.5 ml de HCL a 10% (W/V) (usou-se parte deste volume para
lavar o cadinho, filtrou-se e transferiu-se igualmente para o baldo
volumétrico);

- perfez-se o0 volume de 50 mi com agua (a concentragao final de HCL é cerca
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A quantificagdo dos elementos potassio, calcio, magnésio, manganésio,
fosforo, ferro, boro, cobre e molibdénio foi feita por “Inductively Coupled Plasma
Spectroscopy” (Jobin Ivon modelo JY70 Plus, com nebulizador Meinhard C001),
utilizando curvas padrdo entre 0 e 100 ppm para o sédio, potassio, calcio e
magnésio e entre 0 e 20 ppm para os restantes elementos. A analise decorreu a
1000 W, com um fluxo de Argon de 12 dm® min™ e um caudal de amostra de 1
cm®min’™.

O limite de detecgéo (LD expresso em mg dm™) nestas condicGes para os
elementos acima referidos sédo: B (A=249.7 nm, LD=0.001), Cu (A=324.7 nm,
LD=0.005), K (A=766.5 nm, LD=0.06), Fe (A=238.2 nm, LD=0.005), Mg (A=279.5
nm, LD=0.0002), Mn (A=257.6 nm, LD=0.0014), Mo (A=202.0 nm, LD=0.01), Ca
(A=396.2 nm, LD=0.1) e P (A=213.6 nm, LD=0.05).

Os tratamentos e controlo foram representados por 4 amostras (n=4), para
a analise estatistica.

4.2.7. Analise estatistica

Para a andlise dos resultados procedeu-se ao tratamento dos dados seguindo-se
a seguinte sequéncia de calculos (Zar, 1996):

1 - Teste da igualdade de variancias (teste F ou teste Fia)
2 -a) Analise de Variancias:
- ANOVA com 1 Factor como método paramétrico

Teste de Kruskal-Wallis como método n&o paramétrico

2 -b) Teste para a comparagéo entre duas médias:

teste t-student como método paramétrico

teste Mann-Whitney como método nio paramétrico

3 - Comparagdes Mliltiplas:
- aplicagdo do teste de Scheffé como método paramétrico

- aplicagéo do teste de comparagédo miuiltipla ndo paramétrico, referido por Zar
(1996).

Sempre que os testes para verificar a igualdade de variancias foram
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significativos, aplicaram-se métodos ndo paramétricos para a anélise dos dados.
Para todos os testes realizados considerou-se o igual a 0.05.

43. RESULTADOS DO STRESS OSMOTICO NO GENOTIPO BAGA

4.3.1. Andlise do crescimento da videira

A andlise do crescimento realizou-se sobre os parametros comprimento das
porgOes aéreas, percentagem de enraizamento e peso fresco, peso seco e
contetdo hidrico, em folhas, caules e raizes. Os resultados foram analisados
como referido no ponto 4.2.7. para o controlo e os diferentes tratamentos (0.1 M,
0.2 M e 0.4 M), relativamente a um dado pardmetro e um tempo especifico (32 e
6 semana).

Os resultados apresentados nos graficos 3.1a-3.1f e 3.2a-3.2e mostram
uma variag&o significativa ao fim de 6 semanas para os parametros comprimento
da porgdo aérea, peso fresco de folhas e caules, peso seco de folhas e
contetidos hidricos de folhas e caules. Os pardmetros que permitiram uma
analise significativa ao fim de 3 semanas de stress osmético foram o peso fresco
de folhas e os contetidos hidricos de folhas e caules.

Verificou-se uma diminuigdo nos parametros, peso fresco de folhas, peso
fresco de caules, peso seco de folhas e comprimento da porgéo aérea, entre o
controlo e os tratamentos 0.2 M e 0.4 M de sorbitol.

A andlise dos contelidos hidricos em folhas e caules, permitiu verificar um
decréscimo do teor em agua nos tecidos entre os tratamentos mais severos (0.2
M e 0.4 M de sorbitol) e o controlo, ndo levando o tratamento 0.1 M a uma
variagéo significativa do C.H. (graficos 3.2c e 3.2e).

Desta analise verifica-se que o stress osmotico é responsavel por uma
inibigdo do crescimento da videira, que se traduz por uma inibicdo da
percentagem de enraizamento (grafico 3.1a) e inibigdo do desenvolvimento das
porgbes aéreas das plantulas de videira (graficos 3.1b, 3.1c, 3.1d, 3.1f). As
fotografias 3a-3d evidenciam bem as diferengas de crescimento das plantulas,
com o aumento da concentragdo de sorbitol no meio de cultura.

A andlise da taxa relativa de crescimento em fungdo do aumento da
concentragéo de sorbitol no meio de cultura, permitiu verificar uma variagao linear
mas negativa do crescimento das raizes, porgdes aéreas e plantulas com o
aumento da concentragdo de sorbitol (tabela 3.1). Esta relagdo linear s6 foi
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aumento da concentragdo de sorbitol (tabela 3.1). Esta relagdo linear sé foi
observada para as taxas de crescimento calculadas entre o inicio da cultura e a

62 semana (To-T, da tabela 3.1), bem como entre a 32 e 62 semana (T4-T, da
tabela 3.1).

Tabela 3.1: Taxas relativas de crescimento (R.G.R) em culturas de microrrebentos de
videira, sujeitas a stress osmético induzido por sorbitol nas concentragdes 0.1 M, 0.2Me
0.4M. Regresséo linear entre as taxas relativas de crescimento e a concentragdo de
sorbitol. (To) tempo inicial, (T4) ap6s 3 semanas de crescimento, (T,) apds 6 semanas de
crescimento, (r) raizes, (pa) por¢des aéreas, (p) plantula, (A) ordenada na origem, (B)
declive da recta, (r) coeficiente de correlagao.

To-T1 T1-T2 To-T2

RGRr | RGRpa | RGRp | RGRr ’ RGRpa | RGRp | RGRr | RGRpa | RGRp

C 0.0747 0.023 0.0284 | 0.0762 0.0285 0.0366 | 0.0755 0.0258  0.0325
0.1M 0.0490 0.022 0.0253 | 0.0611 0.0108 0.0164 | 0.05851 0.0164 0.0208

02M 0 0.0189 0.0189 | 0.0353 0.0176 0.0157 | 0.0177 0.0173  0.0183

04M 0 0.0225  0.0225 0 0.0022  0.0022 0 00124 0.0124
A 0.0219 0.0264 | 0.0778 0.0245 0.0132 | 0.0709  0.0230 0.029
B -0.0016 -0.0152 | -0.2035 -0.0565 -0.0771 | -0.1932 -0.0288 -0.0457
r 0.148 0.64 0.99 0.85 0.93 0.96 0.87 0.92
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Graficos 3.1a-3.1f: Percentagem de enraizamento (3.1a), comprimento (3.1b), pesos
frescos de folhas (3.1c), caules (3.1d) e raizes (3.1e), pesos secos de folhas (1f), de
microrrebentos da casta Baga sujeitos a stress osmético. (t1) apés 3 semanas de cultura,
(t2) apds 6 semanas de cultura, (0.1 M) tratamento com 0.1 M de sorbitol, (0.2 M)
tratamento com 0.2 M de sorbitol, (0.4 M) tratamento com 0.4 M de sorbitol, ( * ) analise
significativa em relagdo ao controlo.
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Gréficos 3.2a-3.2e: Pesos secos de caules (3.2a), pesos secos de raizes (3.2b),
contetidos hidricos de folhas (3.2c), raizes (3.2d) e caules (3.2e) de microrrebentos da
casta Baga sujeitos a stress osmético. (t1) apds 3 semanas de cultura, (t2) apés 6
semanas de cultura, (0.1 M) tratamento com 0.1 M de sorbitol, (0.2 M) tratamento com
0.2 M de sorbitol, (0.4 M) tratamento com 0.4 M de sorbitol, ( * ) andlise significativa em
relagdo ao controlo, ( e ) andlise significativa em relagdo ao tratamento com 0.1 M de
sorbitol, (o) andlise significativa em relagdo ao tratamento com 0.2 M de sorbitol.
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43.2. Andlise de proteinas totais solGveis

Os resultados da analise de proteinas totais soltveis, em porcbes aéreas
e raizes de microrrebentos de videira sujeitos a stress osmético (graficos 3.3a e
- 3.3b), indicam uma diminuigdo significativa entre 0 material sujeito a 0.4 M de
sorbitol e o controlo, apenas para as porgdes aéreas.

Estes resultados s&o indicativo de uma inibicdo da sintese proteica e
catabolismo das proteinas nos tecidos, em resultado do stress aplicado.

3.3a

B R 8 & 8 &

-
(]

proteina (mg/g p.f.r.)

proteina (mg/g p.f.p.a.)

o O

oL ]

Gréficos 3.3a e 3.3b:Teor em proteinas totais soluveis, em raizes (3.3a) e porcdes
aéreas (3.3b) de microrrebentos sujeitos a stress osmético induzido por sorbitol (0.1 M,
0.2 M e 0.4 M). () analise significativa em relagZio ao controlo (c).

4.3.3. Andlise do teor em clorofilas

Os resultados da anélise do teor em clorofilas nas folhas de videira (grafico
3.4) evidenciam um decréscimo no teor em clb e clt com a intensidade do stress
imposto (decréscimo do potencial osmético do meio de cultura).

Os valores muito baixos registados nos tecidos dos rebentos cultivados no
meio com 0.2 M e 0.4 M de sorbitol, reflectem a elevada degradagdo das
moléculas e o estado geral bastante necrosado dos tecidos (Fotografias 3¢ e 3d).

A variagdo significativa entre o controlo e os diferentes tratamentos
relativamente a concentragdo de clorofila total nos tecidos, mostra que este

7

parametro € o mais discriminativo das diferencas existentes nos varios
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tratamentos impostos.
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Grafico 3.4 : Variag&o do teor em clorofila a (cla), clorofila b (clb) e clorofila total (clt), em
folhas de microrrebentos de videira em cultura in vitro sob condigdes de stress osmético
imposto por diferentes concentragdes de sorbitol (0.1M, 0.2M e 0.4M). ( * ) andlise
significativa em relag&o ao controlo, ( e ) analise significativa em relagsio ao tratamento
com 0.1 M de sorbitol.

4.3.4. Analise da eficiéncia fotosSintética

A andlise da eficiéncia fotossintética realizou-se apenas para as plantulas
controlo e o tratamento com 0.1 M de sorbitol, devido ao estado necrosado dos
tecidos das plantulas dos tratamentos mais severos (Fotografias 3c e 3d).

As plantulas a crescer com 0.1 M de sorbitol no meio de cultura
apresentaram uma diminuigdo significativa dos pardmetros Fm e FV/Fm (Tabela
3.2). Estes resultados sdo indicativo de uma diminuicdo da eficiéncia
fotossintética nas videiras a crescer no meio com 0.1 M de sorbitol.

Tabela 3.2: Analise da eficiéncia fotossintética, em plantulas controlo (c) e plantulas a
crescer com 0.1 M de sorbitol (0.1 M) no meio de cultura, ao fim de 6 semanas de cultura
in vitro. (FO) fluorescéncia inicial, (Fm) fluorescéncia méaxima, (FV) diferenga entre FO e
Fm, (TM) tempo a que ocorre a fluorescéncia maxima. (*) andlise significativa.

Fo , Fm | FV | ™ | FV/IFm
c 656.8 £ 3656.2 + 2099.4 + 4552 + 0.82 1 0.004
245906 86.9005 68.2554 100.2781
0.1M 6416 + 32872+ 26456 + 517.6 & 0.8042 0,002 *
86.1992 432.7548 346.8750 * 12.2188
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4.3.5. Andlise da acumulagdo de elementos inorganicos nos tecidos

Analisando os gréficos 3.5a-3.5e que mostram a variagdo na acumulagdo
dos elementos ferro, manganésio, boro, molibdénio, cobre, célcio, potassio,
magneésio e fdsforo nos tecidos em fungéo do stress aplicado na videira, verifica-
se uma diminuigdo da acumulagdo de P, B e Ca entre o controlo e o tratamento a
0.4 M de sorbitol, nas por¢Ses aéreas.

A andlise de varidncias indicou ainda uma variagdo significativa nos
elementos Fe, Mn, Mg e K com o stress aplicado, nas porgdes aéreas.

Nas raizes ndo se registaram variagdes significativas na acumulagédo dos
diferentes elementos, com o stress aplicado.

Estas variagbes estdo concordantes com as cloroses que surgem no
tratamento menos severo (0.1 M) e com os fortes sintomas de stress nos
tratamentos mais severos.
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Gréficos 3.5a-3.5e: Acumulagdo dos elementos (Mg) magnésio, (Ca) caicio, (K)
potassio, (P) fésforo, (Cu) cobre, (Mo) molibdénio, (B) boro, (Mn) manganésio e (Fe)
ferro, nas raizes e porgdes aéreas de microrrebentos de videira sujeitos a stress
osmoético. (c) controlo, (0.1 M) tratamento com 0.1 M de sorbitol, (0.2 M) tratamento com
0.2 M de sorbitol, (0.4 M) tratamento com 0.4 M de sorbitol. ( # ) analise significativa em

relacéo ao controlo.
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Fotografias 3a-3d: caracterizagdo da videira cv. Baga, em cultura in vifro de
microrrebentos durante 6 semanas e sujeitas a stress osmotico. (3a) controlo, (3b)

tratamento com 0.1 M de sorbitol, (3c) tratamento com 0.2 M de sorbitol, (3d) tratamento
com 0.4 M de sorbitol.
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4.3.6. Discussao

Muitos trabalhos foram j& efectuados para estudar o efeito de osméticos
no crescimento de células e protoplastos (Leva & Muleo, 1993; Binzel et al.,
1985) contudo, ndo se conhecem estudos do efeito de osmoticos (e.g sorbitol e
manitol) em rebentos de videira in vitro, nem qual a sua relagdo com estudos
similares ex-vitro. Dada a natureza das culturas in vitro, culturas de 6 semanas
bastaram para demonstrar os efeitos da exposigdo de rebentos da cv. Baga ao
sorbitol, torna esta metodologia vantajosa sobre os estudos ex-vitro.

Os dados obtidos indicam que o sorbitol teve um efeito ao nivel
morfol6gico e bioquimico nos rebentos. Com efeito, o decréscimo do potencial
osmotico (W) levou a um decréscimo no crescimento das porgdes aéreas e das
raizes, bem como um decréscimo no contetido hidrico em folhas e caules, para
concentragdes iguais ou acima de 0.2 M.

Como resposta ao stress osmético, o crescimento e fotossintese dos
microrrebentos decresceu, verificando-se uma incapacidade dos microrrebentos
sujeitos a stress de 0.2 M e 0.4 M de sorbitol em recuperar o contetido hidrico. O
conteudo hidrico € um parametro usado na bibliografia para medir o “status”
hidrico de uma planta, reflectindo o estado metabdlico dos tecidos (Ramanjulu &
Sudhakar, 1997). A resposta das espécies a condi¢es de baixo ¥, depende da
sua capacidade de tolerancia, incluindo o abaixamento do ¥, pelo ajustamento
osmatico, prevenindo assim perturbagdes no metabolismo celular.

A redugao do teor em clorofilas e proteinas totais solGveis nos tecidos, em
funcdo do stress aplicado, € indicativo de um metabolismo celular oxidativo,
caracteristico das plantas em situag¢éo de stress.

A reducdo de clorofilas pode funcionar como parametro indicativo da
degradagé&o dos cloroplastos, nomeadamente dos fotossistemas PSll e PSI com
o stress osmotico. Ashraf e Karim (1991) referiram a diferente capacidade de
sintese de clorofilas, entre diferentes cultivares, em resposta a stress hidrico.

O stress moderado (0.1 M de sorbitol), reduziu significativamente o
parametro Fm e a razdo FV/Fm, indicando desequilibrios na fotossintese que
podem ser atribuidos & redugdo da concentragdo de clorofilas mas também ao
decrescimo de alguns elementos essenciais & fotossintese, O Ca é essencial
para a estabilizagdo das membranas, o P é essencial para a formagdo de ATP
durante a cadeia de fosforilagdo, 0 Mg & um constituinte da molécula de clorofila,
0 Mn intervém na fotdlise da agua e o Fe é constituinte de proteinas
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ferrosulfurosas e de ferredoxina.

Todas as plantas em stress osmético desenvolveram uma forte coloragéo
avermelhada. Embora esta colorag&o néo tenha sido identificada, atribuiu-se esta
coloragdo a produgdo de antocianinas. Do e Cormier (1990) descreveram o
aumento da concentragio destes pigmentos em células de videira cv. Gamay
Freaux in vitro a crescer em stress osmotico induzido por sacarose. A
acumulagéo de antocianinas é condicionada por factores genéticos e ambientais
(e.g. reguladores de crescimento, luz, disponibilidade em H20) (Do & Cormier,
1990), a sua ocorréncia é frequente em culturas in vitro.

A inibig&o do enraizamento por baixos potenciais osméticos induzidos, por
exemplo por NaCl e PEG ja foram discutidos para o girassol (Santos, 1997).

Santos (1997) verificou que rebentos de girassol, desenvolvidos a partir de
calli, tolerantes a 200 mM de NaCl, necessitavam de ser transferidos para meio
com elevado potencial osmético para enraizarem. Também na videira o
abaixamento do ‘¥; do meio inibiu o enraizamento de rebentos.

O efeito do stress hidrico e osmético na acumulaggo de nutrientes tem
sido estudado sobretudo em estudos ex vitro (Erdei & Taleisnik, 1993) embora
haja algumas referéncias a estudos in vitro (Santos-Diaz & Ochoa-Alejo, 1994).
Os microrrebentos sujeitos a stress severo (0.4 M de sorbitol) sofreram uma
redugéo do contelido de Mg, Ca, K, P, Fe, Mn e B nas porcdes aéreas. A
deficiéncia de Mg, P, Fe e Mn pode justificar o decréscimo da eficiéncia
fotossintética, ja& que todos eles intervém no transporte de electrdes durante o
processo de fotofosforilagdo, 0 Mg é também um constituinte da clorofila.

O decréscimo dos niveis de Ca com o stress de 0.4 M podem ter
conduzido a uma desestabilizagdo das membranas. O Ca é apontado como
mensageiro secundario, intimamente ligado & proteina calmodulina que intervém
na activagao de outras proteinas (Fosket, 1994).

O K funciona como regulador osmético e é um cofactor de enzimas (por
exemplo na sintese proteica e glicdlise) e & um transportador de cargas positivas
(Hans & Schopfer, 1995). Verificou-se o decréscimo deste elemento em videiras
sujeitas a stress osmoético, 0 que apoia os dados encontrados para outras
especies em stress hidrico (Jones et al., 1980) e em stress osmético e salino
(Erdei & Taleisnik, 1993). O decréscimo da concentragdo de K pode levar a um
desequilibrio no estado de turgidez da planta, assim como a deficiéncias na
actividade das enzimas que o requerem como cofactor. Este decréscimo
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acentuado de K s6 se verificou para o stress de 0.4 M que levou & morte das
plantas. Rebentos sujeitos a 0.1 M ndo sofreram variag&o no contetido do i&o.

Estudos com plantas sujeitas a stress osmético e hidrico mostraram que
dentro de niveis moderados pode haver o aumento de solutos como K* ou Na™,
ou solutos organicos (Jones et al., 1980; Santos-Diaz & Ochoa-Alejo, 1994) para
ajustamento osmético. Neste trabalho ndo se fez o estudo de acumulagdo de
acucares e acidos organicos. Para o stress moderado o K ndo sofreu qualquer
aumento significativo, o que pode significar que a plantula usou outros solutos
para o ajustamento osmético.

Estes resultados mostram que as concentragGes de 0.2 M e 0.4 M de
sorbitol podem ser consideradas severas, sendo o stress 0.1 M moderado. A
semelhanca de outros resultados em Vitis vinifera L. em que foram estudadas
respostas em rebentos in vitro a Eutipose (Soulie et al., 1993) e a Plasmopara
viticola (Barlass et al., 1986), este trabalho mostra que se podem realizar estudos
de stress osmético em videira in vitro, abrindo assim perspectivas para usar esta
metodologia na classificagéo de genétipos de videira a stress osmético, ou ainda
a selecgdo in vitro de linhas resistentes.
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5. DISCUSSAO GERAL E PERSPECTIVAS

A micropropagacdo descrita neste trabalho, permite a manutengdo da
cultura de plantulas em laboratério por longos periodos, com uma possibilidade
de indugdo de alteragdes genéticas relativamente ao material inicial, bastante
reduzida. Este tipo de cultura é de grande importancia, uma vez que possibilita a
existéncia constante de material para o desenvolvimento de estudos in vitro
(cultura de tecido caloso, cultura de células em suspensdo, regeneragdo
adventicia, efc.) direccionados para o melhoramento da videira.

O estudo realizado para a produgéo de tecido caloso resultou na obtengéo
de calli com caracteristicas de crescimento muito diferentes. Esta diversidade
obtida pode ser (til para se atingirem determinados objectivos como a
regeneragdo adventicia via organogénese e embriogénese somatica. Os meios
MC1 e MCB6, que deram os melhores resultados na indugdo e manutengdo de
tecido caloso em folhas jovens, séo referidos na bibliografia em trabalhos de
embriogénese somatica (Krul & Worley, 1977).

O meio MC9 deu melhores resultados na indugdo e manutengdo de tecido
caloso a partir de peciolos e caules. As culturas estaveis verificadas no meio
MC9, sdo particularmente importantes para o desenvolvimento de estudos de
fisiologia celular (Handa et al., 1986; Iraki, et al., 1989) e caracterizacdo de
gendtipos de videira a diversos tipos de stresses (frio, secura, salinidade,
compostos toxicos, etc.). Este tipo de cultura assegurara, muito provavelmente, a
reproducibilidade dos resultados e uma elevada sensibilidade nos métodos de
analise.

A regeneragdo de plantas através da organogénese e embriogénese
somatica, € um processo especiaimente importante para a aplicagéo das
metodologias de transformagdo genética e criagdo de variabilidade genética
(variagdo somaclonal), no melhoramento de plantas. No género Vitis, a
organogénese em segmentos de caule e em tecidos foliares, tem sido verificada
para diversos genodtipos, sendo este factor o principal responsavel pela
recalcitrdncia em algumas cultivares. Relativamente ao estudo apresentado, €
necessario proceder-se a uma optimizagdo da metodologia para ambos os
gendtipos utilizados (Baga e Maria Gomes). Serd no entanto interessante
verificar, no ambito do estudo da Vitis vinifera L. relativamente ao stress
osmético, a importancia da variagdo somaclonal obtida durante o processo de
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organogénese experimental, na obten¢do de gendtipos tolerantes ao stress
osmdético.

Os ensaios de stress osmatico induzido por sorbitol, em microrrebentos de
videira cv. Baga, foram estudados quanto ao crescimento e senescéncia dos
tecidos. Verificou-se que o stress aplicado foi moderado para uma concentragao
baixa de sorbitol (0.1 M), induzindo uma redugdo do crescimento dos rebentos e
diminui¢do da eficiéncia fotossintética. O stress aplicado numa concentragdo de
sorbitol igual ou superior a 0.2 M, foi considerado severo, por induzir uma inibigdo
do crescimento dos microrrebentos, bem como uma acentuada necrose dos
tecidos, avaliada pelos baixos teores de proteinas soliveis, o baixo teor em
clorofilas e a reduzida acumulagéo dos elementos P, B, Ca, Fe, Mn e K.

Considera-se o estudo do crescimento da videira, em gradientes de
potencial osmético induzidos em sistemas de micropropagagao, importantes para
avaliar o comportamento e tolerancia dos gendtipos a este tipo de stress. No
entanto, este tipo de trabalho necessita de ser complementado com informagéo
relativa a outros parametros associados a tolerancia ao stress hidrico, como a
capacidade de ajustamento osmético (Blissis & Heineke, 1998), resisténcia
estomatica (Good & Zaplachinski, 1994), eficiéncia do uso da agua (WUE)
(Martin & Ruiz-Torrez, 1992), para se obter uma avaliagdo mais precisa, mais
correcta, da tolerancia associada ao gendtipo.

Os trabalhos de cultura de tecidos para a identificagdo de genétipos
tolerantes a factores abidticos como o défice hidrico ndo substituem, no entanto,
os estudos desenvolvidos ex vitro e em condigdes de campo, uma vez que
muitos parametros ndo poderdo ser avaliados in vitro (e.g. resisténcia estomatica,
eficiéncia do uso da &gua), e porque € fundamental ter em consideragdo os
niveis de tolerancia associados a determinadas épocas do ano de produgéo,
consideradas mais sensiveis para a produtividade (Poni et al., 1993; Matthews et
al., 1987)
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