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No desenvolvimento das plantas, o ordinario torna-se extraordinério e 0 mundano torna-se
miraculoso. Percebemos que os ramos crescem, os frutos amadurecem, as folhas caem e as
sementes germinam. Contudo, quando tentamos entender 0s mecanismos envolvidos nesses
eventos de desenvolvimento deparamo-nos com processos tao intrincados, complexos e subitos

gue ndo conseguimos compreender seus detalhes...
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Resumo

Cyphomandra betacea (Cav.) Sendt. é uma espécie subtropical explorada pelos
seus frutos, vulgarmente conhecida como tamarilho ou tomate de arvore. Os seus
frutos sdo uma excelente fonte de provitamina A, vitaminas B6, C e E, acido citrico,
carotendides, flavondides, antocianinas e outros compostos fendlicos. Sdo ainda ricos
em elementos minerais como ferro, potassio, calcio, magnésio, zinco, mas pobres em
hidratos de carbono, podendo ser consumidos frescos ou processados.

O objetivo deste trabalho foi testar diferentes condi¢Ges de cultura com vista a
indugdo de organogénese em segmentos foliares de diferentes proveniéncias, quer em
termos de genotipo, quer do nivel de ploidia.

A potencialidade organogénica dos explantes foi testada em meio base (MS)
sem adi¢do de hormonas (CB1), meio MS com vérias concentracdes de BAP (CB2 a
CB4) e meio MS combinado com BAP e as auxinas NAA, AlA e IBA (CB5 a CB15 e CB17 a
CB22) e ainda a auxina NAA e a citocinina TDZ isoladamente (CB5 e CB16,
respetivamente).

Os primeiros indicios de morfogénese foram observados ap6s 2 semanas de
cultura em todos os meios testados, exceto no meio MS e nos meios onde se usou
apenas IBA. No entanto, as respostas e estruturas formadas foram diferentes em
fungdo dos tratamentos tendo-se considerado o meio CB8 o mais consistente para a
obtencdo de plantulas de Cyphomandra betacea por organogénese, com uma taxa de
inducdo de 87%. Dos gendtipos estudados aquele que apresentou os melhores
resultados foi o tamarilho vermelho proveniente de Coimbra (TV). Os estudos
histolégicos mostraram a formacgdo de estruturas unipolares comprovando assim 0

caracter organogénico da resposta dos segmentos foliares.

Palavras chave: genoétipo, regeneracdo in vitro, reguladores de crescimento,

rizogénese, tamarilho



Abstract

Cyphomandra betacea (Cav.) Sendt. is a subtropical species exploited as a fruit
crop, commonly known as tamarillo or tree tomato. The fruits are an excellent source
of provitamin A, vitamins B6, C and E, citric acid, carotenoids, flavonoids, anthocyanins
and other phenolics. Minerals such as iron, potassium, calcium, magnesium, zinc are
still present in large amounts whereas thelevels of carbohydrates are low. Fruits can be
consumed fresh or processed in different ways.

The main goal of this study was to test different culture conditions for induction
of organogenesis in leaf segments of different origins, both in terms of genotype and
ploidy level.

The organogenic potential of explants was tested in basal medium (MS) without
hormones (CB1), MS medium with different concentrations of BAP (CB2 to CB4), NAA
(CB5), TDZ (CB16 and IBA (CB 21 and CB22) alone and MS medium combined with BAP
and the auxins NAA, AIA and IBA (CB5 the CB15 and CB17 the CB22).

The first signs of morphogenesis were observed after 2 weeks of culture in all
media tested, except in MS and in the media supplemented with IBA.
However the responses and structures formed were strongly influenced by the
treatments applied with the best results being obtained with treatment CB8, with an
induction rate of 87%. The genotypes studied that presented the best results was the
red tamarillo from Coimbra (TV). Histological studies showed that the structures
formed from the leaves were unipolar, hence confirming the organogenic nature of

the response.

Keywords: genotype, in vitro regeneration, growth regulators, rooting, tamarillho
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1.Introducao



1.1. Contextualizacéo do trabalho

O tamarilho — Cyphomandra betacea (Cav.) Sendtn. (Sin. Solanum betaceum) —
€ uma pequena arvore fruticola usada também como espécie ornamental. Os seus
frutos, bem como os de outras espécies consideradas exoticas, atingem elevados
precos constituindo, por esse motivo, uma importante fonte de rendimento e
interesse para os produtores. Em Portugal, apesar de se reunirem as condi¢cdes
necessarias para 0 seu cultivo esta espécie ainda ndo tem grande expressao,
contrariamente a paises como o Perq, Chile e Argentina onde o seu cultivo € uma
pratica comum.

O tamarilho tem vindo a ser estudado no Laboratério de Biotecnologia do
Departamento de Ciéncias da Vida da Universidade de Coimbra, com o intuito de se
estabelecerem protocolos com vista a sua propagacao através de varias técnicas de

micropropagacao.

1.2. O Tamarilho

1.2.1.Descricao da espécie

Cyphomandra betacea (Cav.) Sendtn vulgarmente designada por tamarilho,
mas também conhecida por tomate-de-arvore, tomate-arb6reo ou tomate inglés (Tree

123 & uma espécie pertencente a classe Magnoliopsida e &

tomato e Arbol de Tomate)
familia Solanaceae, tendo sido descrita pela primeira vez em 1801 por Cavanilles (Cav.)
com o nome de Solanum betaceum. Mais tarde, em 1945, foi transferida para o género
Cyphomandra por Sendtner (Sendtn.)".

Esta planta é origindria da América do Sul, mais precisamente da regido dos
Andes: Per(, Chile, Bolivia e Argentina, onde é amplamente cultivada®®"®(Fig. 1). O
seu cultivo € hoje comum em &reas tropicais como a América Central e indias
Ocidentais, tendo sido introduzido também no sul da Europa e nas ilhas portuguesas

dos Acores e Madeira®'%***?,



Figura 1 - Distribuicdo aproximada do tamarilho na América do Sul e Central7.

Assim, hoje em dia, para além dos seus locais de origem, esta espécie €

maioritariamente cultivada no Brasil, Coldmbia, Venezuela, Equador, California,

Portugal, Quénia, india, Indonésia e Australia*>**>1°,

Apesar de se encontrar esta espécie frequentemente em pomares e jardins de
zonas de clima temperado®®, apenas recentemente se generalizou o interesse por esta
espécie, interesse esse ligado essencialmente aos seus frutos.

O tamarilho é proveniente de habitats com climas sub-tropicais e altitudes
entre os 700 e os 2000 metros, chegando aos 2300 metros de altitude nas zonas de
onde é nativo®®*’. Em climas frios, desenvolve-se melhor em altitudes mais baixas e

18,19,20
C8,9,

temperaturas acima dos 10° , podendo entéo crescer em climas mais frios o que

tem aumentado o interesse pela sua cultura em paises como Portugal®’.

Embora esta planta possa crescer em varios tipos de solo, devido ao seu

sistema radicular superficial desenvolve-se melhor em solos férteis, bem drenados e

ricos em matéria organica, ndo tolerando solos compactados e pouco oxigenados®??*,

As principais limitacbes ao cultivo desta espécie sdo impostas essencialmente pela

temperatura (temperaturas elevadas e seca prolongada), ventos fortes, solos

1,10,19

inundados e geada . Apesar do tamarilho requerer um periodo de baixas



temperaturas ao longo do ano para crescer, nas regides temperadas, as temperaturas
muito baixas no inverno e Primavera, e as geadas do Outono, limitam a sua cultura em
larga escala® "%,

O tamarilho € uma espécie bastante resistente a pragas e doencas, podendo no
entanto ser atacado por pulg8es verdes, moscas da fruta, virus da batateira, virus do
mosaico do pepino e mildio*?*%% As infeces provocadas por este fungo ndo sé
afetam o vigor e saude da arvore como também causam distorcdo das folhas e
induzem o aparecimento de pequenas manchas na periderme do fruto, reduzindo o
seu valor comercial®.

No que respeita a sua morfologia o tamarilho € uma pequena arvore perene de
crescimento rapido, que pode atingir 2 a 5 metros de altura, ndo ultrapassando os 7
metros™®°. As imagens da figura 2 apresentam uma arvore adulta de tamarilho
laranja, que se encontra num jardim privado no concelho de Agueda e uma arvore de

tamarilho vermelho proveniente do Jardim Botanico de Coimbra.

Figura 2- Arvores de tamarilho. A: tamarilho vermelho existente no Jardim Botanico de Coimbra; B:
tamarilho laranja.



E uma planta hermafrodita de folhas sempre verdes, alternas, ovadas,

pontiagudas no apice, ligeiramente pubescentese de grandes dimensées (entre 10 a

20 cm de largura e 15 a 30 de comprimento)**"%°.

As flores (Fig. 3) sdo pequenas e rosadas desenvolvendo-se em pequenos

1,2,16

grupos nas extremidades dos ramos~“°, entre a Primavera e o Verdo, e a sua

polinizacdo é cruzada ou autogamica’.

Figura 3 —Pormenor das flores do tamarilho

Os frutos (Fig. 4) séo ovais com tamanhos a variarem entre os 5 a 10 cm de
comprimento e os 3 a 5 cm de largura, com longos pedunculos, podem aparecer
isolados ou em grupos de 2 a 12", Estes atingem a maturidade entre Outubro e
Abril, altura em que podem apresentar varias coloracdes, como, vermelho, violeta,
laranja e amarelo, dependendo da cultivar?’, como se podera verificar nas imagens da
figura 4, abaixo apresentada. Os frutos sdo comestiveis, mas 0 seu epicarpo é espesso
apresentando um gosto desagradavel, devendo por isso ser removido antes da sua

ingestdo; ja a sua polpa é suculenta e apresenta sabor agridoce®*®*’,



Figura 4 - Pormenor dos frutos de duas variedades de tamarilho: A. tamarilho vermelho ainda verde; B.
tamarilho amarelo; C. tamarilho vermelho praticamente maduro.

Das cultivares de tamarilho mais conhecidas distinguem-se trés tipos: o
tamarilho vermelho, o tamarilho amarelo e o tamarilho laranja, diferindo entre si,
como jé foi referido, pela cor da periderme, mas também pela consisténcia, cor e sabor

da polpa.

1.2.2. Importancia e utilidade da espécie

Esta espécie € cultivada com vista a exploracao dos seus frutos comestiveis, que
podem ser consumidos de varias maneiras: ao natural, sopas, sobremesas, molhos,
sumos, saladas, entre outras*>?%2%%,

O interesse por esta espécie ndo se prende apenas com o seu potencial de nova
cultura, mas também pelo teor de alguns compostos que ocorrem nos frutos®?%%. De
facto, o fruto do tamarilho é uma excelente fonte de provitamina A, vitaminas B6, C e
E, acido citrico, carotendides, flavondides, antocianinas e compostos fendlicos,
elementos minerais como ferro, potassio, célcio, magnésio, zinco, sendo pobres em
hidratos de carbono®='32%_Apesar das propriedades dos compostos acima referidos,
os estudos nesta espécie sdo ainda reduzidos®. No entanto, nos Gltimos anos alguns
trabalhos foram realizados no intuito de avaliar o conteiudo em carotendides e

antocianinas nos frutos de tamarilho®>>%,



As antocianinas e 0s carotendides ndo sdo apenas pigmentos naturais
responsaveis pela cor dos frutos, mas sdo também compostos bioativos com
propriedades bioldgicas, terapéuticas e preventivas, pelo que se estes frutos os
possuem, 0 seu consumo pode conferir alguma protecdo contra varias doencas
neurodegenerativas®?%,

Alguns estudos referem ainda o uso da espécie na medicina popular: contra
infecdes no figado™*°. No Equador o sumo do fruto maduro é usado para curar
amigdalites, colesterol alto e dores de estdmago e as suas folhas sdo usadas para curar

10,29

doencas da garganta™®®, cefaleias, obesidade e hipertencéo®. A ingestéo do fruto esta

contraindicada para quem sofre de alergias da pele, tensdo baixa e urticaria®.

1.3. Técnicas de propagacao vegetativa de plantas

A propagacdo vegetativa € por definicdo, a capacidade apresentada por uma
planta de originar individuos geneticamente idénticos entre si e a planta original a
partir de um 6rgao, tecido ou célula®’.

Os organismos apresentam dois tipos de reproducéo, a reproduc¢édo assexuada e
a reproducdo sexuada. Na reproducdo assexuada um individuo, através de divisdes
exclusivamente mit6ticas, origina células filhas com a mesma informacgéo genética, ao
passo que na reproducdo sexuada ha fusdo de gametas e combinacdo dos genotipos
de duas células diferentes, permitindo por isso uma maior variabilidade genética®®

Nas plantas superiores, apesar da reprodu¢do sexuada ser o principal método
de propagacédo, existe um conjunto diversificado de mecanismos que permitem a
reproducéo assexuada, conhecidos por técnicas de multiplicacdo vegetativa®.

A propagacdo vegetativa, além de ser um importante método para a
multiplicacdo de plantas lenhosas, oferece vantagens quando comparada com a
reproducdo sexuada, tais como, manter a informacao genética. No entanto, nem todas
as espécies apresentam o mesmo potencial em termos de clonagem, existindo uma

grande variabilidade na facilidade de se reproduzirem assexuadamente, que vai desde



a sua propagacdo sem dificuldades até a impossibilidade de propaga¢do por métodos

de multiplicacdo vegetativa®’.

1.3.1.Métodos convencionais de propagacao vegetativa

A propagacao vegetativa realizada através de estacas € um dos métodos mais
importantes e comuns na multiplicacdo de espécies lenhosas e arbustivas
ornamentais®**°“*°. Este processo de multiplicacdo consiste na capacidade de uma
parte vegetativa de uma planta se desenvolver sem a presenca da planta méae. Neste
sistema, sec¢des do caule sdo induzidas a formar raizes, enquanto que os meristemas
axilares que possuem permitem o desenvolvimento da parte caulinar. Em algumas
espécies 0 enraizamento é espontaneo sem necessidade de adicionar reguladores de
crescimento, noutras, porém, sdo necessarios tratamentos com reguladores de
crescimento vegetal, geralmente auxinas*. Para as espécies que podem ser facilmente
propagadas por estacas, este método tem inUmeras vantagens. Trata-se de um
método econémico, rapido, simples e que ndo exige técnicas complexas™.

Outra técnica de propagacdo convencional é a enxertia. Esta consiste em
associar uma por¢do de caule ou ramo da planta que interessa multiplicar (enxerto) a
um portaenxertos (ou cavalo) que possua um sistema radicular eficaz. Neste caso, ndo
ocorre formacdo de novo de meristemas, pois 0s meristemas caulinares ja existem na
planta e as raizes sdo fornecidas pelo portaenxertos®®=°.

Muitas espécies lenhosas tém sido propagadas vegetativamente por estacaria
ou enxertia, sendo sem duvida estes os métodos tradicionais de propagacdo vegetativa
mais utilizados®. No entanto, as maiores dificuldades encontradas na aplicacdo destas
técnicas referem-se a rapida perda de capacidade morfogénica dos tecidos com o seu
envelhecimento, dificultando assim o processo de enraizamento®. Assim, nem todas
as espécies sao faceis de enraizar e, em muitos casos, verifica-se uma rejeicdo a
enxertia sem que se conhecam as causas que estdo na sua origem*®. Por outro lado,
em alguns casos a propagacdo vegetativa s6 pode ser realizada em plantas jovens,
ainda longe da manifestacdo das caracteristicas pelas quais as plantas séo

selecionadas®*®*!. Qutras limitagdes consistem no nimero reduzido de plantas que se



obtém, na morosidade do processo e na disponibilidade de meios para a realizacdo das
técnicas®,

Técnicas de propagacdo vegetativa in vitro, tém possibilitado a reproducao de
espécies lenhosas recalcitrantes ao enraizamento, demonstrando inUmeras vantagens

guando comparadas com técnicas ex vitro.

1.3.2. Métodos de propagacao vegetativa in vitro

A multiplicagdo in vitro tem assumido ao longo dos tempos uma maior
importancia e um dos seus maiores beneficios prende-se com a possibilidade de
selecionar e multiplicar caracteristicas interessantes do ponto de vista da variabilidade
genética por meio da propagacdo clonal, tornando-se uma ferramenta poderosa
associada aos programas de melhoramento genético*’. A micropropagacdo possibilita
ainda a manipulacao e propagacdo de plantas de forma continua, independentemente
da época do ano e de uma forma mais rapida que os métodos convencionais de
propagacao vegetativa e, ainda, a possibilidade de obtencdo e manutencdo de um
numero elevado de plantas livres de doencas, e 0 estabelecimento de bancos de
germoplasma®“#%*.

A cultura de tecidos é a tecnologia do crescimento de células, tecidos ou 6rgaos
vegetais isoladamente da planta mée, ou seja, num meio artificial, e inclui técnicas e
métodos utilizados para investigacdo em muitas areas cientificas, apresentando varias
aplicacBes praticas*. Assim, a investigacdo cientifica ampliou os métodos pelos quais
as plantas podem ser propagadas vegetativamente. A clonagem de plantas in vitro,
também designada micropropagacdo, € a aplicagdo comercial mais importante da
cultura de tecidos™ e, consiste na multiplicacgdo de plantas em condi¢des
laboratoriais*®. A cultura de tecidos é uma técnica baseada na totipoténcia celular, que
consiste na capacidade de uma célula, sob a acdo de estimulos adequados, ter a
capacidade de originar uma nova planta®“’. Este processo de formacéo de 6rgéo ou
estruturas de novo é designado por morfogénese e pode ser de dois tipos, consoante o

tipo de 6rgdos em que resulta; sdo eles, organogénese quando resulta na producédo de



raizes ou rebentos caulinares, e embriogénese somatica quando resulta na producdo
de embrides somaticos***.

O crescimento das plantas superiores depende da reparticdo organizada de
fungdes nos seus 6rgdos e, por essa razdo, a formacdo de tecidos ndo organizada €
pouco comum na natureza, mas ocorre frequentemente quando se procede a cultura
de plantas ou partes dela in vitro*. Estes tecidos possuem um namero limitado de
células especializadas ou diferenciadas e consistem fundamentalmente numa massa
de células sem qualquer estrutura reconhecivel, vulgarmente chamado calo™.

A cultura in vitro apresenta vantagens relativamente aos métodos
convencionais de propagacao vegetativa, destacando-se a maior rapidez no processo,
a possibilidade de multiplicar espécies que dificilmente se multiplicariam in vivo, o
controlo dos agentes patogénicos contaminantes, a possibilidade de eliminar o efeito
da sazonalidade no desenvolvimento das planta e o menor requerimento em termos

de espago para manutencdo das culturas®***’,

1.3.2.1.Tipos de propagacao in vitro

A propagacdo de plantas in vitro inclui técnicas e métodos utilizados consoante
0s objetivos a atingir, sendo para isso necessario fazer variar as condi¢cGes e meios de
cultura e o tipo de explante***®. As técnicas usadas sdo a proliferacdo de gemas
axilares, inducdo e proliferacio de gemas adventicias (organogénese) e a
embriogénese somatica’®*®*"*®, Rebentos caulinares, raizes e embrides podem surgir
de uma Unica célula ou grupos de células, que séo induzidos a entrar em divisao celular
pelas condi¢des da cultura.

A inducdo e expressdo das possiveis respostas morfogénicas em cultura de
células, tecidos ou 6rgaos in vitro, sdo dependentes de fatores externos, quimicos e
fisicos, como o meio de cultura, os reguladores de crescimento, bem como de fatores
inerentes ao material vegetal, como o estado fisiol6gico do explante e/ou da planta
gue o originou, as condi¢des ambientais, fitossanitarias e nutricionais em que a planta

mée foi originada e dos préprios fatores hereditarios***°.
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Estas técnicas de propagacao tém sido observadas em varios tipos de plantas,
havendo, contudo, espécies que se tém evidenciado recalcitrantes a estas
metodologias.

1.3.2.1.1.Proliferacédo de meristemas

A cultura de meristemas caulinares isolados ou inseridos em &pices ou
segmentos nodais € o tipo mais simples de micropropagacéo, ja que ndo se baseia na
indugdo de novos meristemas, mas sim no desenvolvimento dos ja existentes no
explante®#**° Muitos dos meristemas caulinares (axilares) encontram-se em estado
dormente nas plantas, mas quando em contacto com um meio adequado, esse estado
de dorméncia é quebrado e o seu desenvolvimento é promovido®#+°!,

A cultura de meristemas pode ser utilizada para diversas funcionalidades, no
entanto, a sua aplicacdo mais importante estd relacionada com a propagacdo de
plantas em larga escala, tratando-se de uma alternativa para as plantas em que a
aplicacdo das técnicas tradicionais é dificil*®*.

A micropropagac¢do através da proliferacdo de meristemas compreende as
fases de multiplicacdo, alongamento e enraizamento e aclimatacéo ex-vitro. A técnica
inicia-se com a cultura, in vitro, do meristema/explante num meio de cultura
adequado que promove a sua proliferacdo, da qual resulta um novo rebento®®. O
rebento originado desenvolve gemas ao longo do seu eixo o0 que permite, ao cultiva-las
novamente, repetir o processo infinitamente®. A planta originada é geneticamente
igual & que cedeu o material vegetal que lhe deu origem?®4344,

O sucesso da técnica pode ser afetado por diversas variaveis, como o0 genotipo
e estado de maturacdo®, condicSes fitossanitarias e nutricionais da planta mée, a
selecdo e colheita dos explantes e sua posterior desinfecédo e isolamento em condi¢oes
asséticas, a composicdo do meio de cultura e a manipulagdo das culturas®®***. Como
referi, um aspeto importante a ter em conta quando se utiliza esta técnica prende-se
com a composi¢ao dos meios de cultura e com a necessidade de adi¢éo de citocininas,
uma vez que estas sao responsaveis por contrariar a dominancia apical e favorecem o
crescimento. Por outro lado, a importancia de se adicionar a referida hormona explica-

se por o principal local onde ocorre a sua sintese ser nas raizes, das quais 0s
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meristemas em cultura sdo desprovidos. Mesmo que estes possam sintetizar
citocininas, estas ndo serdo, provavelmente, suficientes para suportar o seu
crescimento.

1.3.2.1.2.0rganogenese

Em cultura de tecidos, organogénese € o processo de diferenciacdo através do
qual 6rgdos da planta, como raizes, rebentos caulinares ou flores sdo formados a partir

de explantes onde ocorreu a formagéo de meristemas adventicios®*>*

. Isto significa
que os orgaos formados resultam de novos meristemas e ndo a partir de meristemas ja
existentes no explante.

Existem dois tipos de organogénese, a organogénese direta e a organogénese
indireta. A organogénese direta caracteriza-se por ndo ocorrer a formacdo de
calo®®>*%° Neste caso, os precursores imediatos dos novos 6rgdos formados sdo as
células existentes nos explantes, pelo que o fornecimento exégeno de hormonas pode
facilitar o processo, mas ndo é absolutamente necessario para que a organogénese
ocorra®®. A inducdo de regeneracdo direta de rebentos adventicios depende do 6rgdo
da planta do qual deriva o explante e, acima de tudo, da espécie*®. Em algumas
espécies 0s rebentos adventicios surgem de tecidos de qualquer 6rgao (como folhas,
caules, pétalas ou raizes), ao passo que, em outras espécies a regeneragdo ocorre
numa gama limitada de tecidos®.

Na organogénese indireta ocorre primeiro a formacdo de calo, antes da
regeneracdo das gemas caulinares que posteriormente se diferenciam em
rebentos*®*** Normalmente os calos sdo repicados para um novo meio de cultura
que ira promover a inducdo de rebentos caulinares e, posteriormente, esses rebentos
sdo isolados e cultivados num meio de enraizamento™. O fornecimento de fito-
hormonas ndo s6 controla o processo de organogénese indireta como € necessario
para que ele ocorra®.

A via direta € a ideal na medida em que, evitando a passagem por uma fase de
crescimento desorganizado caracteristico da fase de calo, reduz a probabilidade de
ocorréncia de variacdo somaclonal, que consiste no aparecimento de plantas com

54,56

novas caracteristicas No entanto, algumas das -caracteristicas especificas
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resultantes do processo de variagdo somaclonal podem ndo ser desvantajosas.
Algumas caracteristicas como a toleréncia aos stresses ambientais, a resisténcia a
doengas e alteracdo da coloragéo das flores sdo exemplos que justificam a preservacgao
destas variaces, visando o aumento da variabilidade genética nas plantas®” .

A composi¢cdo do meio de cultura influencia a inducédo de organogénese, pelo
que as interagOes entre os diferentes reguladores de crescimento sdo determinantes
para o 6rgdo formado**°. Geralmente a inducéo de callus exige uma concentragdo de
auxina superior a concentracao de citocinina e, para a formacao de gemas remove-se a
auxina ou reduz-se a sua concentracdo, mantendo a citocinina®. A percentagem de
cada tipo de hormona necessario para a inducdo de organogénese varia de espécie
para espécie*2.

A inducdo de organogénese depende ainda de fatores como a natureza do

°281 " gen6tipo®, idade e

explante e das condi¢bes da cultura, de desenvolvimento
estado fisioldgico da planta dadora®.

Durante a organogénese os explantes sdo geralmente sujeitos a quatro estadios
sequenciais, sao eles, a inducdo de calo direta ou indireta, a formacdo de rebentos
adventicios, a formag&o de raizes adventicias e a aclimatagdo***"**.

Apesar do processo de organogénese ser considerado um bom método de
propagacao, visto que de um unico explante se podem formar muitos rebentos (ou
seja, novas plantas) este apresenta algumas limitac6es, tais como, a oxidacdo de
compostos fendlicos (particularmente em lenhosas), infe¢des, necessidade de
utilizacdo de varios meios de cultura (meio para inducédo, meio para alongamento dos
rebentos e meio para enraizamento), perda de capacidade de regeneracdo com
envelhecimento das culturas® e aparecimento de plantas vitrificadas ***".

No sentido mais lato podemos considerar que a multiplicacdo através da
cultura de meristemas caulinares isolados ou integrados no apice ou segmentos nodais
é também um tipo de organogénese, visto que ha também a formacdo de rebentos
caulinares a partir dos meristemas. No entanto, esta técnica difere da organogénese
pelo facto dos meristemas ja existirem no explante, ndo sendo induzidos de novo.
Desta forma, considera-se esta técnica de micropropagacdo diferente da

organogénese embora as condi¢cdes de enraizamento e aclimatizacdo dos rebentos
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caulinares formados sejam similares as adotadas para o caso da regeneracao por
organogénese.

As técnicas de organogénese somatica e embriogénese somatica sdo, como ja
foi referido, as técnicas utilizadas por exceléncia para a cultura, melhoramento e
transformacdo de plantas in vitro, no entanto, a organogénese somatica é a técnica

mais comum.

1.3.2.1.3.Embriogénese Somatica

O termo embriogénese somatica refere-se ao processo pelo qual células
somaéticas sdo capazes de formar embriGes morfologicamente semelhantes ao embrido
zigbtico e, que passam pelas mesmas fases de desenvolvimento*®. Aps germinacéo
os embribes originam pléntulas que sdo geneticamente idénticas a planta de onde se
obtiveram os explantes. A embriogénese somatica pode ser induzida a partir de uma
grande diversidade de explantes, como sejam embrides zigoticos, apices caulinares,
entre muitos outros™.

O processo de embriogénese somatica pode decorrer de duas formas, a
embriogénese somatica direta e a embriogénese somatica indireta. Na primeira, 0
embrido desenvolve-se a partir de uma simples célula, sem a formacao prévia de calo;
j& na embriogénese indireta, ocorre primeiro a formacédo de calo®. Esta Gltima forma
de embriogénese tem sido descrita para um maior nimero de espécies vegetais que a
embriogénese somatica direta®.

Os primeiros sucessos com esta técnica foram obtidos na cenoura (Daucus
carota), seguindo-se depois muitas outras espécies. No entanto, apesar do elevado
numero de protocolos para as mais variadas espécies, 0S casos em que a
embriogénese somética é utilizada a uma escala comercial sdo ainda escassos™. Os
dados tém também mostrado que algumas familias parecem ser mais suscetiveis a
inducdo de embriogénese somatica enquanto que outras, como as gramineas, Sao
mais recalcitrantes. Entre as espécies mais dificeis de propagar por esta técnica
encontram-se as lenhosas, nas quais, com frequéncia, a embriogénese somatica s é

conseguida em explantes jovens, como embrides zigticos®®. Em algumas espécies,
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como por exemplo a cenoura, qualquer parte da planta pode ser usada como explante
para o processo de embriogénese somatica, ja noutras espécies, como por exemplo 0s
cereais, apenas certas regies da planta respondem a este tipo de cultura™.

Os principais fatores que influenciam a embriogénese somaética estdo
relacionados com o gendtipo da planta, com as condi¢des fisico-quimicas em que as
culturas se desenvolvem, ou com os fatores dependentes do proprio tecido como a
idade e o estado fisioldgico®®. No que respeita as condicdes fisico-quimicas, onde se
incluem fatores mais facilmente manipulaveis, podem destacar-se a composi¢cdo do
meio de cultura e a temperatura, bem como, a intensidade e a quantidade de luz a que

as culturas sdo expostas.

1.4. Reguladores de crescimento

Os reguladores de crescimento podem ser definidos como substancias naturais
ou sintéticas que podem ser aplicados diretamente nas plantas para alterar os seus
processos vitais ou estruturais, com a finalidade de aumentar a sua producgdo e/ou
melhorar a sua qualidade. Dentro do conceito de regulador de crescimento inclui-se o
conceito de hormonas vegetais, também designadas por fito-hormonas, que ocorrem
naturalmente nas plantas (substancias naturais) ou podem ser aplicadas as plantas
(substancias sintéticas) influenciando os seus processos fisiol6gicos®*®°".

A designacdo de hormona € normalmente aplicada a seis tipos diferentes de
compostos quimicos, sdo eles: as auxinas, as citocininas, as giberelinas, o etileno, os

68,69,70

brassinosterdides e o acido abscisico Recentemente, outros compostos

revelaram papéis semelhantes aos anteriormente referidos, no entanto, IAA (acido

indolacético) é uma auxina natural’®"*"?

e 0 2,4-D (&cido 2,4-diclorofenoxiacético) e o
NAA (acido naftalenoacético) sdo de origem sintética, embora provoguem respostas
equivalentes.

As auxinas foram as primeiras hormonas a serem descobertas e controlam

38,72,73

varios aspetos do desenvolvimento das plantas , hormalmente em interacdo com

outras hormonas, como o etileno ou as citocininas®. As auxinas estdo envolvidas nos

15



tropismos, na regulagdo da dominancia apical, na formacao de meristemas florais e no
estabelecimento dos padrdes de filotaxia, na formacdo de raizes laterais, ha
diferenciagéo dos tecidos vasculares e no desenvolvimento dos frutos®® ’. Na cultura
de tecidos in vitro a funcdo das auxinas esta associada a forma¢do e manutencdo de
calo, inducdo de enraizamento, formacdo de embribes somaticos e formacdo de
meristemas caulinares adventicios nos processos de organogénese®®’*. Assim, se se
pretende induzir organogénese somatica usam-se o IAA ou o0 NAA, para embriogénese
somatica utilizam-se o 2,4-D e o picloram, j& o IBA (acido-3-indol-butirico) €
geralmente utilizado na inducéo de raizes adventicias®®.

Desde a descoberta das citocininas, em 1950 por Skoog e a sua equipa, que se
estabeleceu o seu papel e atividade em varios processos do crescimento e
desenvolvimento das plantas, como sdo exemplos, a inducdo de divisdo celular, o
adiamento da senescéncia e a regulacdo da dominancia apical, a mobilizacdo de
nutrientes, a quebra da dorméncia e germinagdo das sementese o controlo de genes
envolvidos na regulacéo e funcionamento dos meristemas®®®""*. As mais utilizadas nos
meios de cultura sdo a benzilaminopurina (BAP) e o tidiazurdo (TDZ)**®""*. Devido ao
seu efeito na divisdo celular, as citocininas sdo muitas vezes utilizadas em conjunto
com as auxinas para promover a formacéo de callus®®"2.

As auxinas, as citocininas e o balanco entre estes dois tipos de reguladores de
crescimento sdo, normalmente, considerados os fatores mais importantes no controlo
da morfogénese in vitro®®’*". As concentracdes de auxina e citocinina a utilizar nos
meios de cultura devem ser manipuladas de forma a encontrar a concentragéo ideal

em funcdo do método utilizado, da espécie e do tipo de explante’™

. Quando a
concentracdo de auxina é mais elevada favorece-se a formacdo de raizes e
concentragdes mais reduzidas promovem a formacéo de calo, no entanto, a utilizacio
de concentracdes muito elevadas de auxinas pode provocar o crescimento de

estruturas deficientes ou inibir completamente o crescimento celular’* ">’

. Quando se
utilizam diferentes combinacBes de auxinas e citocininas é possivel promover o

crescimento diferenciado e a organogénese somatica.
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1.5. Micropropagacao em tamarilho

A cultura de plantas in vitro € uma técnica que apresenta ndo sé uma
importancia pratica para a agricultura e floresta, como também na &rea cientifica
basica. Para além do aspeto da micropropagacdo de espécies de interesse, com
caracteristicas selecionadas, os diferentes métodos de cultura podem constituir
modelos experimentais para estudos de ciéncia pratica e fundamental*’”.

Ao longo dos anos, os estudos relativos a cultura de tecidos através de técnicas
de micropropagacdo em Cyphomandra betacea tém vindo a aumentar®,

nomeadamente os trabalhos em que sdo usadas técnicas de proliferacdo de gemas

78,79,80,81,82 83,84,85

axilares (meristemas) , 0s trabalhos em embriogénese somatica e

finalmente os trabalhos em organogénese somatica a partir de explantes de folhas*®
ou através de protoplastos®, que tém dado um contributo importante para o
aperfeicoamento das técnicas de cultura de tecidos em tamarilho.

Os conhecimentos a nivel da transformacdo genética de tamarilho tém sido
evidenciados através de vérios trabalhos nesse ambito?5"#%89

No que respeita aos trabalhos de micropropagacdo através da técnica de
organogénese em tamarilho, os primeiros relatos indicam que € possivel induzir a
producdo de rebentos a partir de pequenas sec¢des de folhas e peciolos inoculados em
varios tratamentos com diferentes combinacdes dos reguladores de crescimento BAP e
NAA1'25.

A formacdo de rebentos a partir de embrifes zigdticos, raizes, cotilédones e
hipocétilos em meio contendo a citocinina BAP, foi também assinalada®. Os embrides
zigéticos quando cultivados em meio suplementado com BAP, em diferentes
concentracdes, desde 1 a 10 mg/L originaram formacdo de rebentos sendo a
organogénese mais eficaz, com 0 aumento da concentra¢do de citocinina. No entanto,
a partir de um determinado nivel de BAP (5 mg/L), o fen6tipo dos rebentos caulinares
era afetado pelas elevadas concentracbes de BAP que ndo permitiam o seu

alongamento®.
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2.0bjetivos
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O presente trabalho foi elaborado no @mbito de um das linhas de investigacao
que vem sendo desenvolvida no laboratério de Biotecnologia Vegetal do Centro de
Ecologia Funcional da Universidade de Coimbra, relacionada com o melhoramento do
tamarilho. Esta espécie tem sido propagada por embriogénese somatica estando as
condi¢des de indugdo e desenvolvimento dos embrides somaticos bem estabelecidas.
No entanto, os dados tém mostrado que este tipo de micropropagacéo leva ao
aparecimento e um grande numero de embrides somaticos anémalos, situacdo que
limita a eficacia do processo de regeneracao.

Deste modo, tém sido testados protocolos alternativos de propagagdo. A
organogénese € um método de micropropagacdo com elevado potencial e que tem
sido aplicado com sucesso em inimeras espécies. Ensaios preliminares realizados em
tamarilho e referidos na introducdo mostraram que alguns explantes de tamarilho tém
a capacidade de formar meristemas adventicios. Assim, o principal objetivo deste
trabalho foi testar diferentes condi¢cbes de cultura com vista a indugdo de
organogénese em segmentos foliares de diferentes proveniéncias, quer em termos de
gendtipo, quer do nivel de ploidia. Estes ensaios foram complementados com
experiéncias de enraizamento dos rebentos obtidos e com andlises histoldgicas do

material em cultura.
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3.Materiais e métodos
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3.1. Material vegetal

Para a inducdo de organogénese somatica em tamarilho, utilizaram-se seccées
de folhas jovens como explante. Estas folhas tiveram origem em plantulas de tamarilho
de diferentes cultivares (tamarilho vermelho proveniente de Coimbra (TV) e de Leiria
(TVL), tamarilho amarelo (TA), tamarilho laranja (TL)) e com diferentes niveis de ploidia,
tamarilho mixoploide (Tmix) e tamarilho tetraploide (Tr) mantidos in vitro em meio MS™®
com 3% (p/v) de sacarose e 0,8% (p/v) de agar até se obter o tamanho de folhas ideal
(1 - 1,5 cm). Segmentos foliares provenientes de plantulas resultantes do
desenvolvimento de embrifes zigoticos isolados e germinados in vitro em meio MS,

foram também utilizados.

3.2. Métodos

3.2.1.Preparacao dos meios de cultura

Neste trabalho, para todos os ensaios utilizou-se 0 meio MS> cuja composicdo
base esta indicada na tabela 1. A este meio foram adicionadas diferentes

concentragdes de reguladores de crescimento (Tab. 2).
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Constituintes

Macronutrientes

Micronutrientes

Fonte de ferro (FeEDTA)

Compostos organicos

Mioinositol

Fonte de carbono

Os diferentes meios foram preparados a partir de solugbes stock de

Consoante se pretendia inducdo de organogénese, alongamento caulinar,

Tabela 1- Composi¢ao do meio MS

Nutrientes
KNO;
NH;NO3
CaCl,.2H,0
MgS04.7H,0
KH,PO,

MgS0,.4H,0
ZnS0,4.7H,0
H3BO3

Kl
Na,Mo00,4.2H,0
CuSO,.5H,0
CoCl,.6H,0

Na,EDTA.2H,0
FESO4.7H20
Glicina

Acido nicotinico

Piridoxina H-CI (vit. B6)
Tiamina H-CI (vit. B1)

Mioinositol

Sacarose

crescimento, foram conservadas a -20°C.
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Concentragéo (mg/L)
1900

1650

440

370

170

22,30
8,60
6,20
0,83
0,25
0,0025
0,0025

37,3
27,8

2,0
0,5
0,5
0,1

100
3%

macronutrientes, micronutrientes, vitaminas, mio-inositol e FeEDTA (fonte de ferro).
As solugbes stock dos macronutrientes e da fonte de ferro foram mantidas a 4°C. As

restantes solucbes, bem como as solucdes stock dos diferentes reguladores de

inducdo de enraizamento ou manutencdo das plantulas, prepararam-se diferentes



composi¢cdes dos meios de cultura. Na tabela 2 que se apresenta em seguida pode

verificar-se a composicao dos diferentes meios de cultura.

Tabela 2 - Composicédo dos meios de cultura utilizados nas diferentes fases do processo de regeneracao
de plantas por organogénese

Meio Composicao Finalidade
CB1 MS Manutencdo das plantulas; controlo
CB2 0,25 mg/L BAP
CB3 0,5 mg/L BAP
CB4 1 mg/L BAP
CB5 0,5 mg/L NAA
CB6 0,25 mg/L BAP + 0,5 mg/L NAA
CB7 0,5 mg/L BAP + 0,5 mg/L NAA
CB8 1 mg/L BAP + 0,25 mg/L NAA
CBO 1 mg/L BAP + 0.1 mg/L NAA Inducdo de organogénese
CB10 1 mg/L BAP + 0,05 mg/L NAA
CB11 1 mg/L BAP + 0,01 mg/L NAA
CB12 1 mg/L BAP + 0,25 mg/L AIA
CB13 1 mg/L BAP + 0,1 mg/L AIA
CB14 1 mg/L BAP + 0,05 mg/L AIA
CB15 1 mg/L BAP + 0,01 mg/L AIA
CB16 0,05mg/L TDZ
CB17 1 mg/L BAP + 0,25 mg/L IBA
CB18 1 mg/L BAP + 0,1 mg/L IBA
CB19 1 mg/L BAP + 0,05 mg/L IBA
CB20 1 mg/L BAP + 0,01 mg/L IBA
CB21 0,01 mg/L IBA
CB22 0,25 mg/L IBA
CB23 0,2 mg/L BAP Alongamento caulinar
CB24 MS, (sacarose a 2% e ¥
macronutrientes) Enraizamento
CB25 MS; + 1 mg/L IBA
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Ap6s adicdo de DiFco Bacto Ah»gar (0,6% p/v) todos os meios foram
distribuidos por tubos de ensaio e/ou caixas de petri (2,2 cm de diametro; cerca de 15
ml/tubo; 6 cm diametro, cerca de 15 ml/caixa; respetivamente) previamente
identificados, os quais foram imediatamente rolhados com algoddo cardado e gaze e
autoclavados a uma temperatura de 120°C e 1,2 atm de pressdo durante cerca de 20
minutos. O pH de todos os meios foi previamente ajustado para 5,6 — 5,8 com solucdes
diluidas de KOH ou HCI.

Todas as culturas foram realizadas em condi¢cdes assépticas huma camara de

fluxo laminar horizontal, de forma a evitar contaminacgoes.

3.2.2.Inducédo de organogénese

Para a inducdo de organogéneses utilizaram-se segmentos foliares de plantulas
mantidas in vitro como indicado na sec¢do 3.1. Material vegetal.

As plantulas foram retiradas do tudo de ensaio e colocadas numa caixa de Petri.
A zona apical (1 — 2 cm) foi removida e cultivada de novo no meio de manutengédo de
forma a obter novas plantulas. As plantulas de tamarilho para as diferentes culturas e,
mantidas em meio MS, foram repicadas a cada 8 semanas, de forma a garantir sempre
a disponibilidade e plantas com cerca de 4 semanas. Nas folhas removeu-se a nervura
central e procedeu-se a sua divisdo em quatro partes semelhantes (2 apicais e 2
basais). Esta divisdo dependeu do tamanho das folhas, motivo pelo qual algumas das
folhas (as mais apicais) tenham sido apenas divididas em 2 partes (apical e basal) por
apresentarem um tamanho reduzido.

As sec¢Oes obtidas foram colocadas individualmente e com a parte abaxial em
contacto com os diferentes meios de cultura (CB1 a CB20 — Tab. 2). Os tubos de ensaio
foram devidamente identificados com a variedade de tamarilho, o cédigo do meio de
cultura e a data da cultura e colocados numa estufa sob uma temperatura de 25°C,
uma intensidade luminosa de 15 — 20 pmol m? s PAR e um fotoperiodo de 16 horas
de luz e 8 horas de escuro. Para cada tratamento foram realizadas 3 repeticdes de 18
explantes cada para os ensaios com tamarilho vermelho e 10 explantes para as

restantes linhas de tamarilho.
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A cada 2 semanas de cultura avaliou-se o efeito das combina¢6es hormonais e
0S seguintes parametros foram registados: a formacdo ou ndo de calo e gemas, a
formacdo de rebentos, o tempo necessario a formacédo de rebentos e 0 nimero de

rebentos formados.

3.2.3.Alongamento dos rebentos e enraizamento

ApoOs 8 semanas no meio de inducéo, os explantes em que ocorreu formacao de
rebentos caulinares foram transferidos para um novo meio, constituido por uma
concentracdo mais baixa da citocinina BAP (CB21 — Tab. 2), de forma a promover o seu
alongamento. Ap6s 4 semanas neste meio os rebentos foram transferidos para meios
de enraizamento (CB22 e CB23 — Tab. 2) onde permaneceram durante 4 semanas.
Apos este periodo registaram-se o numero de raizes formadas e o comprimento da raiz
mais longa, tendo-se realizado trés réplicas de 18 explantes/rebentos em cada
tratamento (54 rebentos no total).

As plantas obtidas foram envazadas com terra e mantidas as condi¢des de 25°C,
fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas de escuro com intensidade luminosa de 15 —
20 pmol m? s™. Cerca de meio ano mais tarde estas foram transferidas para vasos de
maiores dimensdes e, 2 meses mais tarde, estabelecidas em solo no Jardim Botanico

de Coimbra.

3.2.4.Estudos histologicos

Com o intuito de verificar a partir de que estruturas se formariam os rebentos e
que tipo de células estariam envolvidas no processo de organogénese, realizou-se um
ensaio em que se pretendia realizar cortes histoldgicos das diferentes estruturas
formadas ao longo do tempo de cultura dos explantes e até ao inicio da formacao dos
rebentos.

Sendo que os primeiros sinais de morfogénese se observaram ao fim de 1 — 2
semanas de cultura e a formagéo dos rebentos se verificava a partir das 3 — 4 semanas

de cultura dos explantes, entendeu-se que seria até sensivelmente esse periodo que
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haveria interesse em observar que células ou grupos de células estariam envolvidas no
processo de organogénese somatica. Desta forma estipulou-se uma data para selecao
e fixacdo do material vegetal para estudo e a partir dessa data preconizou-se as datas
de inoculacao/cultura dos explantes. Procedeu-se a cultura de explantes nos seguintes
intervalos de tempo: 4 dias, 1 semana, 2 semanas, 3 semanas e 4 semanas e, no
tratamento constituido por MS suplementado com 1,0 mg/L de BAP e 0,25 mg/L de
NAA (CB8), procedendo-se igualmente a cultura de explantes em tratamento sem
adicao de qualquer hormona (CB1), funcionando este ultimo como controlo.

Assim, as amostras foram fixadas numa solugdo de glutaraldeido 2,5% em
tampdao de cacodilato de sédio 0,1 M e pH 7,2, adicionando-se uma gota de cloreto de
calcio por cada 5 mL desta solucdo, durante 2 — 4 horas a temperatura ambiente. Em
seguida o material foi submetido a 3 lavagens no tampéo cacodilato durante 15
minutos por lavagem e pos-fixado em tetroxido de 6smio a 1% preparado no mesmo
tampdo, durante 1 — 2 horas, a temperatura ambiente. Posteriormente, o material foi
submetido a trés lavagens, com a duracdo de 15 minutos cada, em tampdo, em
tampdo e agua destilada (1:1) e em &gua destilada, respetivamente. As amostras foram
depois imersas em acetato de uranilo 1% aquoso, durante uma hora no escuro. Ap6s
este periodo foram novamente lavadas em &gua destilada (2 vezes durante 15
minutos) e desidratadas em solugdes crescentes de etanol e agua (70, 80, 90, 95 e
100%). Finalmente, procedeu-se a sua impregnacao em solucao de resina de Spurr e
etanol 100% durante 2 — 4 horas cada, apds 0 que permaneceram em resina pura over
night. Para a inclusdo usaram-se moldes de borracha onde se posicionaram as
amostras e se preencheram com resina. Os moldes foram deixados a polimerizar
durante 24 horas numa estufa a 60°C.

Dos blocos com as amostras foram obtidos cortes semi-finos (0,5 — 2 um de
espessura) com facas de vidro, num ultramicrétomo LKB Ultrome Il. Os referidos cortes
foram depositados numa gota de acetona (20%), em laminas, que foram levadas a
secar a 60°C durante 15 minutos.

Posteriormente procedeu-se a coloragdo dos cortes finos com uma solucéo de
azul de toluidina (solugédo aquosa de azul de toluidina 1%, azur Il 1% e borato de sodio

1%). Os cortes foram cobertos com uma gota da solucdo corante durante 30 minutos,
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a temperatura ambiente. Seguiu-se a lavagem das laminas duas vezes em agua
destilada que foram deixadas a secar a temperatura ambiente.

A observacdo dos cortes semifinos foi efetuada num microscopio 6tico Nikon
Eclipse E400, registando-se as imagens com interesse com uma maquina fotogréafica
digital Nikon Digital Sight DS.U1 e o software Act-2U.
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4.Resultados e discussao
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4.1. Inducéo de organogénese e otimizacao das
condicdes de inducao

O efeito de diferentes meios de cultura na indugdo de organogénese em 6
linhas de tamarilho foi analisado por observacées periédicas das culturas (de duas em

duas semanas) e os resultados finais registados apds 8 semanas de cultura.

4.1.1. Tamarilho vermelho
4.1.1.1.1°Ensaio

No primeiro ensaio foi testado apenas o tamarilho vermelho de Coimbra (TV)
em diferentes meios de cultura nos quais se fez variar a concentracdes de BAP e NAA.
Os resultados obtidos estdo expressos na tabela 3 e na figura 5. Como se pode verificar
foram obtidos calo em todos 0s meios, a exce¢do do meio base (CBL1). Verificou-se
também a formacédo de calo em meios contendo apenas a citocinina BAP (CB2 a CB4).
No que respeita a formacao de rebentos caulinares os resultados mostraram que nos
meios CB4 e CB8 o numero de rebentos formado foi bastante superior aos restantes
meios (CB2, CB3, CB6 E CB7), nos quais 0 numero de rebentos formado foi muito
baixo. Observou-se ainda que nos meios CB1 (meio base) e CB5 ndo ocorreu formagédo
de qualquer rebento. A percentagem de inducdo de organogénese dos meios testados

esté indicada na tabela 3 e figura 5.
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Tabela 3 - Inducéo de organogénese em tamarilho apds 8 semanas de cultura
(Diferentes estruturas formadas: S — Ocorreu formacao; N — Ndo ocorreu formagao)

Tratamento N° de % de Calos | Nodulos/gemas | Raizes Ne de
explantes | resposta Rebentos
CB1 18 0% N N N 0
CB2 18 6% S S N 1
CB3 18 6% S S N 1
CB4 18 56% S S N 10
CB5 18 0% S N S 0
CB6 18 17% S S S 3
CB7 18 17% S S S 3
CB8 18 78% S S N 14
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Figura 5- Efeito de diferentes meios de cultura na indugédo de organogénese em segmentos foliares de
tamarilho vermelho. Cada barra representa a médiatdesvio padrao de 3 réplicas com 18
explantes por réplica. Resultados obtidos apds 8 semanas de cultura. Estdo ainda referenciados
com a mesma letra os tratamentos que ndo apresentaram diferencas estatisticamente

significativas (teste de Tukey P > 0,05)
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A analise periddica das culturas mostrou que o tratamento CB4 foi o que mais
rapidamente (4 semanas) permitiu o desenvolvimento de gemas (Fig.6). Também o
tratamento CB8 ja mostrava a formacdo de gemas por essa altura, mas um pouco

menos desenvolvidas que em CB4 (Fig. 6 e Fig. 7).

Figura 6 - Explante em meio CB4 ap0s de 4 semanas de cultura: A. Aspeto geral das estruturas
desenvolvidas; B. Pormenor das gemas; C. Fases iniciais do desenvolvimento de um rebento

Figura 7 - Explante em meio CB8 ap0s de 4 semanas de cultura, onde se observa o inicio de uma gema
(Indicado com seta)
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Para além da formacdo de rebentos caulinares, verificou-se que alguns meios
induziam também a formacdo de raizes adventicias (Fig. 8). Essa situacdo ocorreu

particularmente nos meios CB5, CB6 e CB7, em que as concentra¢des da auxina NAA

estdo numa razéo maior ou igual quando comparadas com a citocinina BAP.

Figura 8 - Rizogénese: A. Explante em CB5 apds de 2 semanas
semanas de cultura.

Como se referiu anteriormente, elevadas concentrac6es de NAA demonstraram
ter influéncia na formacdo de raizes e, no caso particular dos meios em que essa
formacéo se verificou, um deles apenas continha na sua composi¢cdo NAA (CB5) e em
CB6 e CB7 a formacao de raizes estaria associada a baixa razdo entre concentracdes de
BAP e NAA. De fato, o papel das auxinas, na cultura de tecidos, tem sido descrito como
fundamental na organizacdo de meristemas promovendo a formacdo de tecido
desorganizado (calo) ou 6rgéos definidos, geralmente raizes™. Por outro lado, a BAP
tem sido referido como a citocinina mais amplamente utilizada na indugdo de
organogénese, quer quando aplicada isoladamente ou em associagdo com as auxinas
NAA e IBA, estas Gltimas numa concentracdo baixa®®*. No caso do uso da citocinina

BAP isoladamente, tem sido referido que os meristemas adventicios se formam com
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frequéncia a partir de calos nodulares verdes e compactos*?®, como podemos verificar
na figura 6, onde se usou 0 meio CB4. Ja quando se utilizou esta citocinina conjugada
com a auxina BAP, verificou-se ndo sé o aparecimento de raizes nos meios CB5, CB6 e
CB7 (Fig. 8) como também a formagdo de calos, que aumentou com o acréscimo da
concentragdo de NAA quando comparada com a concentracdo de BAP (Fig. 9).

Ao fim de 6 semanas de cultura, ja estavam formados rebentos bem
desenvolvidos nos tratamentos CB2, CB3, CB4, CB6, CB7 e CB8, bem como um grande
numero de gemas, sendo os meios CB4 e CB8 os que apresentaram os melhores
resultados, no que respeita ao nimero de rebentos formados, como se pode observar
nas figuras5e 9.

Nos meios em que se usa apenas a citocinina BAP observa-se que se formam
gemas a partir de nodulos verdes distribuidos pela periferia do explante, e que a
medida que a concentracdo do referido composto aumenta também o tamanho dos
noédulos aumenta, bem como a formacdo de rebentos. J4 no caso do uso da auxina
conjugada ou ndo a formacédo de calo observada ocorre praticamente ao nivel de todo

0 explante.

33



2 semanas

CB1

CB2

CB3|

CB4|

CB5

CB6|

CB7|

CBS§|

Figura 9 — Resposta dos segmentos foliares de tamarilho vermelho nos diferentes meios e ap6s
diferentes periodos de cultura
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Um outro aspeto de realcar refere-se ao baixo nimero de rebentos formado
nos meios CB6 e CB7 e, observando a figura 8, respeitante a estes meios ao fim de 6
semanas, pode verificar-se que ocorreu uma grande formacdo de calo em
praticamente todo o explante fato que pode justificar a inibicdo da formacdo de
rebentos e que j& foi descrito em outras especies’®.

O papel das auxinas e citocininas na cultura de tecidos, nomeadamente na
formacédo de calo e raizes por parte do NAA e rebentos, por parte do BAP tem vindo a

1,25,94

ser reportado ndo apenas para o tamarilho , como também noutras espécies da

96,97 98,99

mesma familia como a beringela®™, o tomateiro®™*’ e na batateira®®, e em diferentes
tipos de explantes.

Tendo-se verificado que o meio CB8 era o que melhores resultados produzia
em termos de percentagem de inducdo de organogénese no tamarilho vermelho este
meio foi depois testado noutras linhas de tamarilho. Os resultados relativos as

diferentes linhas de tamarilho sdo apresentados, mais a frente, na sec¢éo 4.1.2.

4.1.1.2.2° Ensaio

Tendo-se atribuido, no ensaio anterior, um papel decisivo da auxina NAA na
formacéo de grande quantidade de calo e raizes decidiu-se testar um novo tratamento
(CB9) com uma concentracdo muito baixa da auxina NAA (0,5 uM) conjugado com a
citocinina BAP (4,4 uM) de forma a perceber se de facto essa alteracdo poderia
produzir melhores resultados. Testaram-se ainda novos meios em que se combinou
IAA (0,25; 0,1; 0,05 e 0,01 mg/L — tratamentos CB12 a CB15 respetivamente) e BAP (na
mesma concentracdo até entdo utilizada). Testou-se ainda uma citocinina, o TDZ
(tratamento CB16 com concentracdo 0,2 M), que demonstrou sucesso na indugdo de

organogénese na beringela'®

, espécie da mesma familia do tamarilho, bem como em
outras familias de plantas.

Os resultados obtidos estéo expressos nas figuras 10 e 12.
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Figura 10 — Efeito de diferentes meios de cultura na inducdo de organogénese em segmentos foliares de
tamarilho vermelho. Cada valor representa a média + desvio padrdo de 3 réplicas com 18 explantes por
réplica. Resultados obtidos ap6s 8 semanas de cultura. Estdo ainda referenciados com a mesma letra os
tratamentos que ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas (teste de Tukey P > 0,05)

Comparativamente com outros ensaios em que também se usaram oS
tratamentos CB4 e CB8 o numero de rebentos obtidos neste ensaio foi semelhante
(ver Tab. 3). Verificou-se a formacdo de um maior nimero de rebentos nos
tratamentos em que se usou a citocinina BAP conjugada com IAA quando comparada
com os tratamentos em que a mesma citocinina foi conjugada com a auxina NAA,
exceto no tratamento CB12 onde a concentracdo de IAA era a mais elevada. No
entanto, o maior numero de rebentos formados nao significa maior percentagem de
indugdo de organogénese. Nos tratamentos com IAA o que se verificou foi a ocorréncia
nao apenas um maior nimero de rebentos por explante, mas também um maior
numero de explantes com sinais de necrose e que ndo desenvolveram qualquer

estrutura ou apenas calo (Fig. 11).
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Figura 11 — Efeito do IAA na resposta dos segmentos foliares de tamarilho vermelho. A: tratamento
CB13 ao fim de 4 semanas; B: tratamento CB15 ao fim de 4 semanas; C: tratamento CB13 ao fim de 6
semanas; D: tratamento CB15 ao fim de 6 semanas.

Os explantes tratados com a citocinina isoladamente e com a citocinina
conjugada com NAA mostraram uma taxa de necrose muito baixa, cerca de 5% tendo-
se verificando formacdo de rebentos em praticamente todos os explantes; os que nao
formam rebentos ao fim de 8 semanas apresentam gemas em inicio de formacéo as
quais, se deixadas mais uma semana em cultura acabavam por desenvolver e formar
um rebento. No caso dos explantes tratados com BAP e IAA observou-se que cerca de
50% dos explantes ndo desenvolveram gemas e rebentos mas apenas calo e acabam
por entrar em necrose (Fig. 11). Num ou outro caso, observou-se a formacéo do inicio
de um rebento na periferia do explante, no entanto todo o restante explante indiciava
necrose, nao tendo o rebento desenvolvido (Fig. 12 - C e D). A figura 12 permite

observar o numero de rebentos formados por cada explante cultivado nos diferentes
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meios, de notar o numero de rebentos formados num explante tratado com as
diferentes concentragdes de IAA (CB12 — CB15).

Foi ja referido, o papel da combinacdo entre BAP e NAA na composi¢ao dos
meios de cultura com a finalidade de induzir formacéo de rebentos em tamarilho?,
bem como noutras espécies da mesma familia que este®™ %8 BAP e NAA s&o descritos
como a melhor combinacdo para a regenera¢do e multiplicacdo de rebentos também
em vaérias outras espécies sem proximidade filogenética com tamarilho'®. Mas sdo
varios os autores a descrever a formacdo de rebentos quer através da combinacdo de
BAP e NAA como BAP e IAA*?*% No entanto, também é referido, por um lado que a
combinacdo de BAP e NAA tem um melhor efeito na inducdo da formacgdo dos
rebentos® e por outro lado que quando se substitui o NAA pelo IAA ocorre uma

diminuicdo na inducdo da formacdo de rebentos, especialmente com o aumento da

concentracdo de IAAY-
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Figura 12 - Resposta dos segmentos foliares de tamarilho vermelho nos di

diferentes periodos de cultura
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A citocinina TDZ tem sido utilizada na indugdo de organogénese em varias
espécies de plantas, quer da familia Solanaceae, quer em espécies pertencentes a
outras familias. Na beringela, por exemplo, € referido que o TDZ tem uma melhor acgéo
na inducdo da formacao de rebentos que o BAP, quando se usam folhas ou cotilédones
como explante’®%2. Também em espécies como a amoreira e a framboesa'®, na
pereira’® macieira'® e no pessegueiro'® entre outras, o papel do TDZ na regeneragéo
de rebentos tem sido descrito, tendo-se revelado o seu efeito mais eficaz em espécies
lenhosas™”".

No caso do tamarilho observou-se que o TDZ induz a formacéo de calos verdes,
nodosos, na periferia do explante, a semelhanca do que se verifica com BAP. No
entanto, a formacéo de rebentos ocorreu apenas esporadicamente e estes aparentam

com frequéncia um fenotipo anémalo (Fig. 12 — CB16).

4.1.1.3.3° Ensaio

Testou-se ainda a auxina o IBA isoladamente e conjugada com BAP, na inducéo
de organogénese. Usaram-se 4 concentracdes de IBA (conjugada com BAP): 0,25; 0,1;
0,05 e 0,01 mg/L respetivamente os tratamentos CB17, CB18, CB19 E CB20. No caso do
uso do IBA isoladamente usaram-se as concentragdes 0,01 e 0,25 mg/L (tratamentos
CB21 e CB22).

O uso do IBA isoladamente revelou nédo ter qualquer influéncia na inducéo de
organogénese visto que ndo se formou qualquer estrutura, tendo os explantes

acabado por necrosar. (Fig.13)
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Figura 13 - Resposta dos segmentos foliares de tamarilho vermelho em duas concentracdes de IBA ap6s
8 semanas de cultura. A: tratamento CB21; B: tratamento CB22

No caso dos restantes tratamento em que foi usado IBA combinado com BAP o0s
resultados obtidos apds de 8 semanas de cultura estao expressos na figura 14.

Nos tratamentos CB18 e CB19 observou-se formacdo de calos em todos o0s
explantes mas nem todos induziram rebentos, tendo sido em CB18 que se observou a
maior taxa de inducdo de organogénese (65%). J& nos tratamentos CB17 e CB20
(respetivamente 0s meios com a concentragcdo mais alta e a concentragdo mais baixa
de IBA) a formacéo de calo aconteceu em cerca de metade dos explantes, mas desses

explantes uma pequena taxa desenvolveu rebentos (28% e 13% respetivamente).
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Figura 14 - Resposta dos segmentos foliares de tamarilho vermelho a 4 meios suplementados com BAP
e IBA em diferentes concentragdes ap6s 8 semanas de cultura. A: tratamento CB17 com 0,25 mg/L de
IBA; B: tratamento CB18 com 0,1 mg/L de IBA; C: tratamento CB19 com 0,25 mg/L de IBA; D: tratamento
CB20 com 0,25 mg/L de IBA

A taxa de inducdo de organogénese dos tratamentos contendo diferentes
concentragdes de IBA esta expressa na figura 15, onde se apresenta também a taxa de
inducdo de organogénese em 2 meios controlo (CB1 — tratamento sem qualquer
hormona; e CB8 — meio que melhores resultados tem apresentado ao longo do
trabalho). Como se pode verificar, o tratamento CB8 é aquele que continua a
apresentar melhores resultados e que se revela significativamente diferente dos

outros tratamentos (80% de inducdo de organogénese).
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Figura 15 - Efeito de diferentes meios de cultura, contendo IBA na sua composic¢ao, na inducdo de
organogénese em segmentos foliares de tamarilho vermelho. Cada valor representa a média tdesvio
padrao de 3 réplicas com 18 explantes por réplica. Resultados obtidos apds 8 semanas de cultura. Estdo
ainda referenciados com a mesma letra os tratamentos que ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas (teste de Tukey P > 0,05)

A auxina IBA tem sido usada com sucesso na inducdo de organogénese em
algumas plantas pertencentes a familia Crassulaceae (Sedum aizon, Sedum gracile e

Sedum spectabile)'®®

e em Jatropha curcas'®**°. Em Sclerocarya birrea também se
refere o uso de IBA na inducdo de organogénese, no entanto, a sua taxa de inducéo é
menor quando comparada com combinacdes de BAP e NAA™. No caso do tamarilho e
em muitas outras espécies de plantas o uso do IBA € mais comummente associado a
rizogénese’®**2113 havendo também plantas nas quais se usa esta hormona na fase

de alongamento dos rebentos*****>.

4.1.1.4.Inducéo de organogénese em tamarilho vermelho - resumo do
efeito de cada um dos reguladores de crescimento

Ao longo do trabalho a citocinina BAP demonstrou desempenhar um papel
fundamental na inducdo da formacdo de rebentos em tamarilho, ja que em todos os
tratamentos em que esta citocinina foi utilizada, quer isoladamente quer conjugada

com NAA ou IAA ocorreu a formacéo de rebentos. O mesmo ndo aconteceu quando se
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utilizou a auxina NAA isoladamente e os rebentos formados em cultura com TDZ
apresentavam um fenétipo anémalo.

O efeito do BAP na inducdo da formacdo de rebentos € descrito em varios
trabalhos em diferentes espécies de plantas lenhosas ou ndo e em diversos
explantes®®>?®11®. A formagao de calo verde e compacto na extremidade dos explantes,
de onde posteriormente se formam os rebentos também tem sido referida em varias
espECiesl'%'lll'lﬂ.

No que respeita a auxina NAA, o seu papel tem vindo a ser descrito como
fundamental na indugdo da formacéo de raizes adventicias, 0 mesmo néo se verifica
com outras auxinas®°***2. Na cultura de tecidos o NAA é muitas vezes utilizado em
conjugacao com BAP na inducdo da formacdo de organogénese. O seu efeito na
inducdo de rebentos caulinares verifica-se a baixas concentracdes, pois a medida que

estas vd0 aumentando o seu efeito € mais acentuado na formagdo de calo''?, o que

acaba por inibir a formagio de rebentos®*!*®

e promover a formacdo de
raizes’® 2118 Neste trabalho, a concentracdo mais alta de auxina utilizada foi 0,25
mg/L tendo-se revelado ser a concentracdo ideal quando combinada com 1 mg/L de
BAP (razéo citocinina/auxina > 1. Usando concentragdes mais baixas de BAP e a mesma
concentracdo de NAA (razdo citocinina/auxina < 1) a acao calogénica intensifica-se e a
formacao de rebentos diminuiu*®'%?, Adicionalmente, é referido em alguns trabalhos
que ao aumentar a concentracdo de BAP a proliferagdo de calo diminui'*®.

Quando se substitui o NAA por IAA, verifica-se um aumento do numero de
rebentos formados. No entanto, esse aumento verifica-se por explante e ndo na
totalidade dos explantes utilizados, pois cerca de metade destes explantes nao
produziram qualquer estrutura acabando por entrar em necrose, tendo-se encontrado
resultados semelhantes em outras espécies, considerando-se a auxina NAA melhor que
o IAA neste tipo de resposta morfogénica'®’.

No que respeita ao TDZ, apesar do numero elevado de espécies que

demonstram bons resultados na inducdo de rebentos com esta citicinina®!41%°,

100 o o tomateiro®, espécies da mesma familia do tamarilho,

incluindo a beringela
neste Ultimo a taxa de inducdo ndo é elevada, tendo-se constatado ainda que 0s
rebentos formados ndo apresentavam um desenvolvimento normal. Por outro lado,

existem também alguns trabalhos em beringela em que se usa o BAP para induc¢édo de
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rebentos em explantes de folhas e o TDZ é utilizado para indu¢do de organogénese em
outros explantes como raizes e hipocétilos' %,

O efeito da hormona IBA na inducdo de organogénese em tamarilho ndo
revelou resultados muito satisfatérios, apesar de esta ser utilizada com sucesso em
outras plantas'®®*®!° No entanto, é referido para alguns casos, que apesar do IBA
conjugado com a BAP induzir organogénese, a sua taxa é superior quando se combina
BAP com NAA™, 0 que também se verificou em tamarilho

De facto, a acdo dos diferentes reguladores de crescimento tem sido
demonstrada como dependente de varios fatores, entre eles, a espécie e o tipo de
explante que se utiliza, verificando-se que numa mesma familia de plantas um
regulador de crescimento é mais eficaz num tipo de explante e numa determinada
planta e noutra o efeito é diferente. A regeneracao de rebentos através da técnica de
organogénese tem sido descrita como dependente e afetada por diferentes fatores
como a combinacdo de reguladores de crescimento, o tipo de explante e o
genétip01,112,116,120.

Apo6s realizar todos os ensaios referidos considerou-se que o meio que
apresentou resultados mais consistentes, reprodutiveis e homogéneos foi o
tratamento CB8 constituido por 1mg/L de BAP e 0,25mg/L de NAA, sendo este
resultado consistente com o que havia sido encontrado na bibliografia, para esta
espécie®?. Por este motivo, este foi 0 meio utilizado para obtencéo de rebentos com

vista aos ensaios de enraizamento e para os estudos histoldgicos.

4.1.2.0rganogénese em diferentes linhas de tamarilho

Tendo-se verificado que o meio CB8 foi o mais eficaz na inducdo de
organogénese no tamarilho vermelho este meio foi depois testado noutras linhas de
tamarilho. Este ensaio demonstrou que entre as diferentes linhas as diferencas nao
eram substanciais, tendo-se verificado formacdo de calo, gemas e rebentos em todas

as linhas testadas (Fig. 16).
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Figura 16 - Respostas dos segmentos foliares das diferentes linhas de tamarilho ap6s diferentes tempos
de cultura no tratamento CB8
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Inicialmente, aparentava ser a variedade amarela de tamarilho (Ta) a que
melhor respondia ao tratamento ao fim de 1 semana (Fig.17). No entanto, as respostas
das diferentes linhas foram muito semelhantes (Fig. 16) obtendo-se gemas e rebentos
em todas elas apds 6 semanas de cultura. No entanto, no que respeita as linhas com
diferentes ploidias a inducdo de organogénese foi menor e significativamente

diferente das restantes (Fig. 18).

Figura 17 - Respostas dos segmentos foliares de 4 linhas de tamarilho ao fim de uma semana de cultura
no tratamento CB8
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Figura 18 — Inducéo de organogénese em segmentos foliares de diferentes linhas de tamarilho. Cada
barra representa a médiatdesvio padréo de 3 réplicas com 10 explantes por réplica. Resultados obtidos
apos 8 semanas de cultura. Estdo ainda referenciados com a mesma letra os tratamentos que ndo
apresentaram diferencas estatisticamente significativas (teste de Tukey P > 0,05)

A semelhanca dos ensaios em que se cultivou apenas o tamarilho vermelho e
diferentes tratamentos e se verificava que o processo de formacao de calo se iniciava
na periferia do explante, nas diferentes linhas de tamarilho essa tendéncia também se
verificou. O tratamento CB8 utilizado, ndo promoveu formacdo de raizes, como se
havia ja verificado nos ensaios anteriores e o nimero de rebentos induzido foi

semelhante entre linhas (Tab. 4)
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Tabela 4 — Estruturas formadas nas diferentes linhas de tamarilho estudadas

Linhas N° de % de Calo | Gemas/nddulos | Raizes | Média de rebentos
explantes | resposta Formados
TV 10 90% S S N 9
TVL 10 80% S S N 8
TL 10 83% S S N 8
TA 10 % S S N 8
Twmix 10 37% S S N 4
Tr 10 27% S S N 3

E ainda de referir que em Tyuix e Tro nimero de rebentos formado foi menor
gue nas restantes variedades, fato que pode estar relacionado com os diferentes niveis

de ploidia destas linhas.

4.2. Ensaio de enraizamento

Os rebentos obtidos, com menos de 1 cm de comprimento, foram transferidos
para um meio MS contendo 0,2mg/L de BAP (CB23), durante 2 — 4 semanas, de forma
a estimular o seu alongamento e, posteriormente estes rebentos foram colocados em
meio que potenciasse 0 seu enraizamento. Todos os rebentos formados com pelo
menos 1lcm de comprimento foram isolados do explante que lhes deu origem e
transferidos diretamente para meio de enraizamento. O enraizamento desses
rebentos foi conseguido cultivando-os em meio MS sem hormonas (CB24) e meio MS
suplementado com IBA na concentracdo de 1mg/L (CB25). Em ambos os tratamentos
foi reduzida a quantidade de macronutrientes para metade e a sacarose para 2%.

Os resultados da exposicdo dos rebentos aos diferentes meios foram

contabilizados ao fim de 4 semanas e estédo representados na tabela 5.
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Tabela 5 — Enraizamento de rebentos caulinares de tamarilho vermelho

N° de raizes formadas (%)

% Total de

Comprimento

Tratamento | 0 1 2 3 +de 3 | enraizamento | da maior raiz
(média)

CB24 15% 39% 19% 15% 11% 83% 7,14 cm

CB25 11% 52% 28% 5% 4% 89% 3,23¢cm

A maior percentagem de enraizamento ocorreu no meio suplementado com

IBA (CB25), onde apenas 11% dos rebentos ndo desenvolveram raiz. J& no que respeita

ao comprimento médio da raiz maior, verifica-se que foi em CB24 que se obteve o

maior comprimento médio de raizes (Fig. 19 e 20).

Figura 19 —Rebentos enraizados em meio MS sem hormonas (tratamento CB24)
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Figura 20 - Rebentos enraizados com meio MS conjugado com IBA (CB25)

Na maior parte dos rebentos, em ambos os tratamentos utilizados, formou-se
apenas uma raiz, embora também se tenham obtido rebentos que ndo formaram
qualquer raiz, ou rebentos que formaram 2, 3 ou até mais raizes, como € possivel

verificar nas figuras 19, 20 e 21.
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Figura 21 - Enraizamento de rebentos de tamarilho vermelho: A: enraizamento em IBA; B:
enraizamento em meio sem hormonas. Cada barra representa a médiatdesvio padrdo de 3 réplicas com
18 explantes por réplica. Resultados obtidos apos 4 semanas

Os resultados obtidos demonstraram que o tratamento que ndo possuia
hormona na sua composic¢ao originou raizes com um comprimento médio superior aos
tratamentos com IBA. Analisando outros estudos conclui-se que a concentracdo de IBA
utilizada pode ser elevada visto que, quer em tamarilho* como noutras espécies se

tem usado também a concentracdo de 0,lmg/L de IBA para a inducdo de
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enraizamento, obtendo-se bons resultados. E ainda referido que, a presenca de baixas
concentrages de auxinas no meio facilitam a rizogénese e que, a partir de um
determinado nivel 6timo, as concentracdes elevadas podem inibi-la*®**2. Por outro
lado, tem sido referido que, apds a formacao das raizes, a presenca da auxina pode
inibir o crescimento ulterior pelo que os rebentos ja com raizes iniciadas devem ser
transferidos para meios sem auxina de forma a promover o crescimento radicular®.
Ainda assim, é importante realcar a facilidade de enraizamento do tamarilho com um
tratamento sem adicdo de hormonas. Alias, € referido para outras espécies de plantas
como a soja (Glycine max), o meldo (Colocynthis citrullus), a marula (Sclerocarya birrea)
ou a babchi (Psoralea corylifolia) que o enraizamento é conseguido pela simples
passagem dos rebentos do meio de indugdo para um meio sem adicao de reguladores
de crescimento'®**12118121 ‘facto que pudemos confirmar nas repicagens de tamarilho
para manutencao das suas culturas. Estas sdo realizadas em meio base verificando-se
uma taxa de 100% de viabilidade quer da parte apical das plantulas como dos
segmentos nodais, 0 que se revela uma vantagem econémica relativamente a outras
espécies em que o enraizamento nado € tdo simples e econémico.

Apo6s a inducdo de raizes nos rebentos obtidos por organogénese, estes
rebentos foram transferidos para condicfes ex vitro, tendo-se verificado que todas as
pequenas plantulas se desenvolveram nas seguintes condi¢cdes: uma temperatura de
25°C, um fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas de escuro com intensidade de 15-20
umol m?s™ PAR, sendo regadas regularmente.

Cerca de 2 - 3 meses depois, estas foram transferidas para uma outra estufa
onde as condi¢des de cultura eram mais semelhantes as condi¢6es naturais a fim de se
“aclimatarem” e finalmente foram transferidas para o Jardim Botanico.

As figuras 22 e 23 testemunham vérias fases do desenvolvimento de um dos
rebentos proveniente da técnica de organogénese somatica colocado em condicées ex

vitro.
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Figura 22 - Diferentes estadios da aclimatagdo. A: plantula com um sistema radicular bem desenvolvido;
B-C: plantula proveniente do 1° ensaio em terra; D: Planta bem desenvolvida antes da transferéncia
para o jardim boténico.

Pode verificar-se que a plantula mostra um desenvolvimento normal, o que

aconteceu com todas as plantulas colocadas ex vitro (Fig. 22 e Fig. 23).
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Figura 23 — Tamarilho vermelho obtido por organogénese através do meio CB8. A. tamarilho jovem em
ambiente natural a cerca de um ano (explante cultivado a 29/99/2010); B. Pormenor das suas flores; C.
Pormenor do inicio da formacéo de um fruto.

4.3. Estudos histoldgicos da organogénese

Os estudos histoldgicos realizados em material fixado ap6s diferentes intervalos
de cultura no meio CB8 mostraram que as estruturas formadas a partir dos segmentos
foliares eram organogénicas.

As folhas cultivadas em meio CB8 suplementado com BAP (1,0 mg/L) e NAA
(0,25 mg/L) evidenciavam ap6s uma semana de cultura, em relacdo a folhas ndo
cultivadas, zonas de intensa divisdo celular (Fig. 24 e 25). A histologia geral dos
explantes ndo cultivados com meio suplementado com hormonas apresenta a

epiderme superior e inferior, mesofilo assimétrico e feixes vasculares (Fig. 24).
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Figura 24 - Estudos histoldgicos em segmentos foliares de tamarilho vermelho. A: folha ndo cultivada
(X10); B: Pormenor dos tecidos vasculares(X40). A seta indica uma célula do xilema. ei - epiderme
inferior, es - epiderme superior, fv - feixe vascular, m — mesofilo

Os explantes cultivados em meio suplementado com hormonas, apés uma
semana de cultura j& comecam a evidenciar células em divisdo. Estas apresentavam

um nucleo volumoso e citoplasma denso (Fig. 25).
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Figura 25 - Estudos histoldgicos em segmentos foliares de tamarilho vermelho apds uma semana de
cultura. A: Zona da folha onde é notéria uma intensa proliferagéo celular (X10); B: Células das zonas de
divisdo, caracterizadas pela presenca de nucleos volumosos (seta)(X40)
n-nucleo
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Em fases mais adiantadas da cultura, observou-se a diferenciacdo de estruturas

unipolares tipicas dos processos de organogénese (Fig. 23).

Figura 26 - Estudos histoldgicos em segmentos foliares de tamarilho vermelho. A: diferenciagéo das
zonas meristematicas ap6s 3 semana de cultura (setas) (X10); B: Pormenor das diferentes zonas
meristematicas em diferenciacdo (indicado com setas) e células do tipo meristematico (X10). zm —zona
meristematica
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5.Conclusoes
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O presente estudo permitiu verificar a possibilidade de regenerar in vitro
plantas de Cyphomandra betacea por organogénese.

Nos ensaios efetuados testou-se o potencial organogénico de segmentos
foliares, verificando-se que estes explantes apresentavam capacidade para formar
rebentos a partir dos quais se podem obter plantas, como tem vindo a ser descrito
para varias familias de plantas, incluindo diferentes espécies da familia das solanaceas,
como o tomateiro, a batateira e a beringela entre outras.

As diferentes respostas obtidas, consoante a exposicdo dos explantes aos
diferentes tratamentos, demonstrou que a escolha das combinacdes de reguladores
de crescimento é determinante para a resposta morfogenética e capacidade de
regeneracéo.

Através dos ensaios realizados e dos resultados obtidos com este trabalho é
possivel verificar que a presenca de BAP no meio de cultura induz a formacgdo de
rebentos, o que é corroborado por varios autores e para diferentes espécies de
plantas. A resposta organogénica aumenta, na generalidade, com a concentracao
deste regulador de crescimento até a concentracdo maxima testada (1,0mg/L).
Verificou-se, no entanto, tal como referido na bibliografia, que a interacdo entre
auxinas e citocininas é um fator relevante na regulacdo do crescimento e do
desenvolvimento de tecidos e 6rgdos das plantas, e que o tipo de 6rgao formado €
controlado pelas diferentes combinag6es destas hormonas. Niveis elevados de auxina
e baixo teor de citocinina promovem o aparecimento de raizes, enquanto que 0
inverso favorece a formacao de gemas e rebentos.

A inducdo da formacdo de rebentos em tamarilho é favorecida pela presenca
da auxina NAA nos meios de cultura quando conjugada com BAP, mas ndo em todas as
concentragdes. Tal como se referiu anteriormente concentragdes elevadas de NAA
induzem a formacao de muito callus tendo-se associado a ndo promogao de rebentos
ou pelo menos a baixo produgdo de rebentos a esta formacgdo. Verificou-se que a
auxina IAA conjugada com a citocinina BAP induz a formagdo de rebentos, no entanto,
apés repeticdo deste ensaio se verifica que o0s resultados nem sempre sdo
reprodutiveis. De facto, a hormona IAA induz a producdo de um grande numero de
rebentos por explante, mas nem todos os explantes produziram rebentos, o que torna

a hormona pouco consistente em termos de resposta organogénica.
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Os rebentos formados, passaram por uma fase de alongamento antes de se
proceder ao seu enraizamento. O meio utilizado para o dito alongamento era
constituido por uma baixa concentracéo do regulador de crescimento BAP (0,2 mg/L),
0 que se justifica pelo facto de que as concentracdes de citocininas utilizadas no
processo de inducdo de rebentos se considerarem inibidoras do seu posterior
desenvolvimento. Posteriormente os rebentos alongados foram transferidos para meio
MS sem hormonas ou contendo IBA, tendo-se verificado que o meio sem hormonas é
0 mais eficaz.

A aclimatagdo das plantulas obtidas teve sucesso, verificando-se o
desenvolvimento de todo o material que, apos enraizamento, foi transferido para
condicdes ex vitro.

Os estudos histoldgicos confirmaram a origem organogénica dos explantes.
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