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A0S meus pais, irmao e avos.

“Quero uma casa no campo, com a porta sempre aberta.

Quero uma casa completa com um pedaco de terra, com o espago quero o

tempo para adormecer na relva.

Longe da selva de cimento eu acrescento que quero cultivar mais do que

mero conhecimento. (...) ”

Capicua. Casa no campo. Album: Sereia Louca.
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Resumo

O tamarilho é uma espécie com crescente interesse econémico uma vez que
produz frutos pouco cal6ricos e com um forte teor de provitamina A e vitaminas B6, C e
E, e contém ainda niveis elevados de proteinas, pectinas, fibras, ferro, célcio e fosforo.
Apesar de apresentar um grande potencial agricola o seu cultivo apresenta algumas

limitacGes e a sua producao tem sido pouco explorada.

O estabelecimento de rebentos com origem em arvores adultas, com a sua
posterior micropropagacao e inducdo de embriogénese somatica a partir dos explantes
foliares tem sido utilizado como protocolo para a clonagem de arvores adultas desta
espécie. Nos ensaios de inducdo de embriogénese somatica realizados no ambito deste
trabalho nédo se obtiveram embriGes somaticos. Para além disso, o desenvolvimento de
embribes a partir de calos mantidos in vitro apenas se verificou para a linha mais

recentemente estabelecida.

A poliploidia pode ter como resultado o efeito “giga” nas plantas, uma condigéo
que se pode revelar importante em termos produtivos. Nos ensaios realizados
comparou-se a resposta de plantas tetraploides de tamarilho com plantas diploides em
termos de resposta ao stresse hidrico. Os resultados mostraram que as plantas
tetrapldides se comportam melhor em condi¢Bes de stresse embora nem todos os
parametros avaliados tenham mostrado a existéncia de diferencas estatisticamente
significativas entre os dois grupos de plantas. Assim, verificou-se que as plantas
tetrapldides apresentam melhores resultados no que diz respeito a eficiéncia
fotossintética e as trocas gasosas. No que diz respeito aos teores de prolina, um
aminoéacido cuja presenca pode indicar stresse na planta, os tetraploides mostraram uma

baixa quantidade da mesma, quando comparados com os diploides.

Deste modo parece poder concluir-se que as plantas tetraploides, no estado de
desenvolvimento em que foram testadas, apresentam um maior grau de tolerdncia ao

stresse hidrico do que os correspondentes dipldides.

Palavras-chave: Calo; Embriogénese somatica; Micropropagacdo; Stresse hidrico;

Tetrapldides;



Abstract

Tamarillo is a species with increasing economic interest. It produces low calorie
fruit and has a strong pro-vitamin A content, vitamins B6, C and E, containing high
levels of proteins, pectins, fibers, iron, calcium and phosphorus as well. Despite having
a great agricultural potential, there are some limitations regarding its cultivation, having
its production been poorly explored.

The establishment of shoots originating from adult trees, with its subsequent
micropropagation and induction of somatic embryogenesis from leaf explants, has been
used as a protocol for the cloning of this species adult trees.

The somatic embryogenesis induction trials conducted in this work didn’t have
successfully obtained somatic embryos. In addition, the development of embryos from
callus maintained in vitro was only observed in the most recently established line.

The polyploidy may result in the "giga" effect, setting place for a plant condition
that could prove its importance in productive terms.

For tests comparing the tetraploid and diploid tamarillo plants response to water
stress, results have shown that tetraploid plants behave best in terms of stress, although
not all parameters presented significant differences between the two groups of plants.
Thus, it was found that tetraploid plants exhibit the best results regarding the
photosynthetic efficiency for gaseous exchange.

Concerning proline, an amino acid whose presence may indicate stress in the
plant, the tetraploid showed a low amount thereof, when compared with diploid.
Therefore, it seems reasonable to conclude that the tested tetraploid plants in the state of
development show a higher degree of tolerance to water stress than the corresponding
diploid.

Keywords: Callus; Micropropagation; Somatic embryogenesis; Tetraploid; Water
stress;



1. Introducéo

1.1. Contextualizacdo

Face ao crescimento da populagdo, cuja previsdo da Food and Agriculture
Organization of the United Nations (FAQO) aponta para os 10 000 milhdes de pessoas
em 2050, e considerando o nimero de pessoas que tém uma alimentacdo insuficiente
atualmente, valor esse que representa cerca de 800 milhdes (FAO, 2009), e todas as
implicacdes que este crescimento podera trazer, é considerada gritante a necessidade de
desenvolver técnicas de agricultura suficientemente produtivas e igualmente
sustentaveis.

Com este crescimento previsto, 0 aumento da esperanca média de vida do
ser humano e consequente diminuicdo da area disponivel para cultivo, considerando
também as mudancas climaticas e tendo em conta as taxas de consumo que tém vindo a
aumentar, particularmente no estilo de vida ocidental, a sustentabilidade da agricultura
praticada atualmente é posta em causa, sendo necessario produzir mais em Aareas
menores. Ndo s6 a area de cultivo e produtividade sdo fatores criticos. A aposta em
tecnologia que permita a criacdo de variedades mais resistentes a fatores ambientais
assim como em técnicas de manipulacdo genética que para além de maior producdo
venham ajudar a colmatar os impactos que a propria pratica da agricultura tem no
planeta Terra sdo de elevadissima importancia (Canhoto, 2010).

Sendo a biotecnologia, por definicdo, um conjunto de metodologias que
permitem combinar a ciéncia bésica e a tecnologia e desta juncdo obter o
desenvolvimento de produtos novos, sempre tendo com base as potencialidades dos
organismos ou apenas das suas células ou organitos para fins praticos e industriais
(Chawla, 2010) esta, aplicada a botanica, refere-se a manipulacdo de plantas para a
obtencdo de novas caracteristicas ou a sua utilizacdo para a obtencdo de determinados
produtos ou realizacdo de determinadas fungdes (Canhoto, 2010).



No laboratorio de Biotecnologia Vegetal da Universidade de Coimbra (LBVUC)
estdo em curso varias linhas de investigagdo com o objectivo de melhorar as
caracteristicas de algumas espécies, em particular de lenhosas. Esses trabalhos tém
incidido em espécies como 0 medronheiro (Arbutus unedo), o sobreiro (Quercus suber)
e o tamarilho (Cyphomandra betacea) entre outras. O alto conte(do dos frutos deste
ultimo em provitamina A (150 mg por 100g), vitamina B6, vitamina C (25 mg por 100
g), vitamina E, ferro, célcio e fosforo torna-o uma espécie de elevado interesse em
alguns paises que apresentam condicdes climaticas para a sua cultura, como é o caso de
Portugal. Nos ultimos anos, varios trabalhos relacionados com a biotecnologia do
tamarilho tém sido realizados no LBVUC, com particular incidéncia na clonagem in
vitro por embriogénese somatica, organogénese e proliferacdo de meristemas, no
desenvolvimento de protocolos de modificacdo genética e na obtencdo de linhas

tetraploides. Algumas das linhas clonadas in vitro, incluindo tetrapldides encontram-se

em campos experimentais com o objetivo de analisar o seu comportamento. (Fig. 1).

Figura 1- Campo experimental com cerca de 100 plantas de tamarilho localizado em
Vale de Cambra e instalado em meados de 2014.



1.2.  Tamarilho (Solanum betaceum Cav.)

1.2.1. Caracterizagdo da espécie

O tamarilho, Solanum betaceum Cav. (= Cyphomandra betacea), € uma
solandcea vulgarmente designada por “tamarillo”, “tree tomato”, “tomate-inglés e
“tomate de la paz” (Bois, 1972). Foi em 1967, na Nova Zelandia, que surgiu 0 nome
“tamarillo” para denominar esta espécie, como uma necessidade de lhe dar um nome
comercialmente mais apelativo e que, simultaneamente, permitisse uma clara distingdo
do tomate vulgar, Solanum lycopersicum, pertencente a mesma familia (Morton, 1987).

Solanum betaceum € uma éarvore subtropical de pequeno porte (Fig. 2c),
podendo atingir os 5 m de altura, de folhas largas (Fig. 2a), alternadas, em forma de
coracdo na base, ovadas e pontiagudas no apice com um cheiro almiscarado
caracteristico muito intenso (California Rare Fruit Growers, 2015). As flores s&o rosa
esbranquicadas (Fig. 2b) e, no nosso pais, surgem no final da Primavera, a partir dos
meristemas axilares de ramos do préprio ano (Correia et al., 2011).

O fruto, normalmente oval, de 4 a 10 cm de comprimento e 3 a 5 cm de largura,
possui um epicarpo de coloracdo vermelho-pdrpura ou amarelo alaranjado, um
mesocarpo também amarelado e as suas sementes podem ser purpura ou amarelas
dependendo da variedade (Figs. 3a e b). Este fruto é consumido cozinhado ou cru,
incorporado em sobremesas e saladas ou usado em produtos processados, COmo SUMos
ou compotas. Em Portugal, o tamarilho é cultivado principalmente nas ilhas atlanticas,
mas tem despertado o interesse de alguns agricultores do continente (Guimarées et al.,
1996; Correia e Canhoto, 2012).



P

Figura 2- Aspetos morfoldgicos do tamarilho. a) Folha, b) flores, c)
arvore jovem localizada em Vale de Cambra.



Figura 3 — Frutos de tamarilho. a) Tamarilho amarelo. b) Tamarilho
vermelho. Da esquerda para direita: aspeto externo do fruto, fruto
secionado longitudinalmente e seccionado transversalmente. Barra = 2
cm.

1.2.2. Cultura in vitro e embriogénese somatica

A propagacao de cultivares de tamarilho pode ser feita por sementes e estacaria
(Prohens e Nuez, 2001). No entanto, a propagacdo por sementes ndo permite obter
uniformidade genética, nem a propagacéao de genotipos selecionados, apesar do facto do
tamarilho apresentar autofecundacao e, por isso, as plantas obtidas por semente de uma
mesma arvore, poderem apresentar uma forte similaridade. Assim a clonagem, in vitro
surge como uma ferramenta muito Util para a propagacao e melhoramento do tamarilho
(Barghchi, 1998; Correia e Canhoto, 2012).

Trabalhos anteriores mostraram ser possivel a propagacao in vitro de tamarilho

utilizando diferentes protocolos de inducdo de embriogénese somatica, organogénese e



proliferacdo de meristemas axilares (Correia e Canhoto, 2012). O primeiro método a ser
utilizado foi a micropropagacdo de tamarilho através da proliferacdo de meristemas
axilares (Cohen e Elliot, 1979; Barghchi, 1986). Mais tarde obteve-se a regeneracdo da
planta por organogenese em explantes foliares (Obando et al., 1992) e por cultura de
protoplastos (Tomé et al.,, 1992). Mais recentemente, também se conseguiu a
micropropagacéao de plantas de tamarilho através da formacao de meristemas caulinares
adventicios na pagina abaxial de explantes foliares e seu ulterior desenvolvimento em
rebentos caulinares (Obando e Jordan, 2001; Gatita e Almeida, 2003; Santos, 2012). A
embriogénese somatica (ES) através da cultura de hipocotilos e embrides zigoticos
maduros foi inicialmente descrita por Guimarées e colaboradores (1988) assim como a

obtencéo de protoplastos (Guimardes et al., 1996).

1.2.3. Embriogénese somatica no tamarilho

Por norma o embrido resulta do processo de reprodugéo sexuada no qual dois
gametas se fundem formando o zigoto que se desenvolve em embrido zigético.
Experimentalmente também se podem produzir embriGes com origem em células
somaticas do tamarilno (Guimardes et al.,, 1988). Estes embries somaticos
assemelham-se morfologicamente aos zigoticos, sendo estruturas bipolares com polo
radicular e polo caulinar (Canhoto, 2010). Uma das limitacbes da embriogénese
somatica (ES) frequentemente abordada na literatura é a recalcitrancia do material
adulto, particularmente de espécies lenhosas (Thrope e Stasolla, 2001), limitando assim
a clonagem de arvores selecionadas. No caso do tamarilho, a indugdo é facilmente
conseguida a partir de embrides zigoticos ou mesmo de cotilédones ou hipocétilos
isolados (Guimardes et al., 1988). No entanto, estes explantes, embora muito
interessantes em termos do rendimento da embriogénese, ndo permitem a clonagem de
arvores selecionadas. Para ultrapassar esta limitacdo foi desenvolvido um protocolo que
permite multiplicar arvores de tamarilho interessantes. Esse protocolo (Correia et al.,
2011) passa pelo estabelecimento inicial de segmentos nodais das arvores selecionadas
seguido da inducdo de embriogénese em folhas dos rebentos mantidos em cultura.

A formacéo de embrides sométicos em tamarilho pode seguir duas vias distintas.
A inducéo de embriogénese somatica é obtida num meio de cultura rico em auxinas, no
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qual a inclusdo de niveis elevados de sacarose aumenta significativamente a eficacia da
inducdo de embriogénese somatica (Guimardes et al., 1996). Na presenca de NAA, 0s
embrides zigdticos diferenciam-se em embrides somaticos apds a formacdo de um calo
reduzido. Por outro lado, com a utilizacdo de 2,4-D ou picloram, os embrides zigoticos
ou os segmentos foliares jovens produzem um tecido embriogénico que pode ser
mantido por subculturas sucessivas no mesmo meio contendo auxinas (Lopes et al.,
2000). Depois de transferidas para um meio sem auxinas, as massas pro-embriogénicas
desenvolvem-se em embrides e, posteriormente, em plantulas.

O desenvolvimento de embrides somaticos no tamarilho € um processo
assincrono durante o qual a maioria dos embriGes somaticos passa por diferentes fases
morfoldgicas, semelhantes as que ocorrem durante a embriogénese zigotica (globular,
cordiforme, torpedo e cotiledonar). A subcultura de embrides somaticos no mesmo meio
isento de auxinas durante um periodo adicional de 4-5 semanas da origem a plantulas
normais. Foram frequentemente observadas anomalias morfologicas, tais como
cotilédones fundidos, alteracbes no numero de cotilédones e germinacdo precoce,
especialmente com a utilizacdo de baixos niveis de sacarose. Mais recentemente foram
realizados ensaios que permitiram aumentar a taxa de conversdo de embriGes somaticos
e 0 numero de plantas obtidas (Correia et al., 2012). Os dados obtidos demonstraram
que a manipulacdo das condic¢des de iluminacgdo e a inclusdo de acido abscisico (ABA)
no meio antes da germinacdo aumenta o numero de embries somaticos
morfologicamente normais produzidos. As analises histoquimicas e bioquimicas
revelaram que as células cotiledonares dos embrifes somaticos apresentam niveis
reduzidos de compostos de reserva, nomeadamente lipidos, quando comparadas com as
dos embrides zigoticos. Em alguns casos, a conversdo dos embrides ocorreu através do
desenvolvimento do rebento sem o desenvolvimento concomitante da raiz. No entanto,
é frequente o aparecimento de raizes adventicias na base destes rebentos, tornando
possivel a obtencdo de plantas (Canhoto et al., 2005; Correia et al., 2012).

Apds a formacao de raizes, as plantulas passam por uma etapa de aclimatizacéo
na estufa. Trabalhos anteriores registaram o desenvolvimento de plantulas com
anomalias morfologicas nas fases iniciais do desenvolvimento vegetal que, no decorrer
do crescimento, recuperaram o fenotipo normal (Canhoto et al., 2005).

A inducdo de ES representa portanto um processo morfogénico com aplicagdes

importantes e de elevado interesse, ndo so para a clonagem de plantas e transformacéo
9



genética mas também como modelo para compreender a formacao e desenvolvimento

do embri&o (Correia et al., 2011).

1.3. Melhoramento do tamarilho

A agricultura atravessa um periodo de mudanca e inovacdo no que toca ao
potencial de melhoramento genético das arvores de fruto que a engenharia genética
proporciona e que se revela interessante para os produtores destas arvores. As
variedades mais comercializadas sdo obtidas por propagacao vegetativa e os hibridos
tém sido selecionados pelos produtores e ndo podem ser melhorados com recurso aos
métodos tradicionais devido a sua elevada heterozigotia. Mesmo que os métodos
tradicionais de melhoramento sejam eficientes para determinados cultivares, existe
sempre como obstaculo o longo periodo de tempo entre as diferentes geracdes. A
engenharia genética podera permitir a inser¢do de genes especificos no genoma dos
diferentes cultivares, acrescentando tracos desejaveis e ndo afetando caracteristicas ja
existentes (Cervera et al., 1998; Correia e Canhoto, 2012).

Considerando a importancia e interesse pelo tamarilho previamente apontadas, e
as limitacGes no seu cultivo, a selecdo de variedades de interesse com caracteristicas
comercialmente mais vantajosas assume alguma relevancia (Mertz et al., 2009). O
objetivo passa, portanto, pela obtengédo de plantas que produzam uma maior quantidade
de frutos e que estes sejam de melhor qualidade, mais saborosos, maiores e com maior
quantidade de substancias que possam interessar as industrias farmacéutica e médica e
que possuam melhorias na capacidade de resisténcia a fatores externos de stresse como
é 0 caso da falta de agua e outros fatores abidticos como é o caso da geada, vento forte e
temperaturas extremas (Mertz et al., 2009). No caso do tamarilho seria de interesse o
aumento do periodo de producdo visto este possuir um ciclo de reproducdo curto e com
um tempo médio de vida de 8 - 10 anos e isto representar uma limitacdo para a
producdo de frutos que se inicia 2 anos ap6s o cultivo, sendo o climax de producdo
atingido em 5 anos. Apdés 6 - 8 anos comeca a registar-se um declinio na produgéo
embora esta situacdo dependa das condi¢fes ambientais e do genétipo da propria planta
(Meadows, 2002).
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O melhoramento pode também passar pela cultura in vitro que permite obter
plantas com uma melhor qualidade fitossanitaria, a criacdo de variabilidade genética e o
armazenamento de germoplasma. Em alternativa destaca-se a propagacdo de
meristemas, hibridizacdo de variantes, (Brown e Thorpe, 1995) inducdo de
embriogénese somatica (Correia e Canhoto, 2011), transformacéo genética (Vidal et al.,
2010; Varghese e Bhat, 2011), e criopreservacdo (Montoya et al., 2000) e a inducéo de
haploidia ou poliploidia (Pintos et al., 2007).

A poliploidia nas plantas é apontada como uma forma de obtencdo de linhas
com caracteristicas novas e de elevado interesse para a agronomia, tais como a obtencgéo
de frutos sem sementes e de tamanhos superiores, de flores maiores e de plantas com
maior resisténcia a pestes e stresse hidrico (Zhang et al., 2010). S&o vérias as espéecies
usadas na agricultura atual em que a poliploidia ¢ uma condicdo importante do ponto de
vista da producdo, como é o caso da Vitis vinifera (Yang et al., 2006) e Citrus sinensis
(Zhang et al., 2007). Estudos prévios realizados no LBVUC permitiram obter plantas de
tamarilho tetrapldides através da cultura in vitro de segmentos nodais na presenca de

agentes c-mitoticos (Antunes, 2010).

1.4. Stresse hidrico e respostas fisioldgicas

A distribuicdo das plantas € maioritariamente dependente da temperatura do ar e
da agua disponiveis ao longo das diferentes zonas do planeta (Kozloski e Pallardy,
1997). Com o aumento do CO, na atmosfera e consequente aumento da temperatura é
esperado também o aumento de consumo de dgua atmosférica e da frequéncia de secas e
da sua duracdo (Dore, 2005). Considerando que o stresse hidrico é dos fatores
ambientais com maior importancia na regulagdo do crescimento e desenvolvimento
vegetal, e que os periodos a que as plantas estardo expostas ao mesmo tende a aumentar,
é de esperar que haja alteracbes na producdo e nas caracteristicas bioguimicas das
mesmas (Charles, 1993; Brito et al., 2003; Dias e Burgemann, 2010). A sobrevivéncia
das plantas depende da habilidade das mesmas na percecédo do estimulo de falta de agua
proveniente das raizes e da leitura desse sinal de modo a iniciar as alteragdes

fisiologicas de que a planta necessita para se manter em condigdes desejaveis
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(Shinozaki, 1997; Chaves et al., 2003). O facto de estes fatores influenciarem tao
diretamente os processos de desenvolvimento das plantas justifica a procura de formas
de tornar as plantas o mais resistentes possivel aos periodos de stresse hidrico.

A fotossintese e a transpiracdo sdo dois processos metabolicos associados ao
stresse hidrico e a forma como as plantas lidam com ele de modo a criar uma resposta
que lhes permita a sua sobrevivéncia até que a disponibilidade de dgua volte a aumentar
(Zhang e Davies, 1989; Chaves et al., 2003).

O stresse hidrico causa diversas respostas fisioldgicas, bioguimicas e
moleculares nas plantas que variam consoante a intensidade desse stresse. Isto leva a
uma primeira fase de aclimatacdo e a medida que o stresse se intensifica, a danos
funcionais e perda de elementos da planta (Chaves et al., 2003; Bedon, 2011). Durante a
aclimatacao dao-se ajustes osmoticos e 0 aumento da elasticidade das paredes celulares,
permitindo a célula manter a sua turgéncia, que de outra forma ndo existiria devido a
falta de &4gua. A inibicdo de crescimento das folhas e o fecho dos estomas limitam as
trocas gasosas resultando numa reduzida transpiragdo e fotossintese que
consequentemente reduzem a assimilacao de carbono e produtividade (Bedon, 2011).

Varios sdo os estudos que tém sido feitos sobre o stresse hidrico e as alteracdes
fisiologicas e bioguimicas que este pode induzir nas plantas, registando e comparando
parametros relativos ao estado hidrico, como o teor relativo em agua (TRA) e o
potencial hidrico, a peroxidacdo dos lipidos através da quantificacdo de malondialdeido
(MDA), o conteudo em clorofila e fluorescéncia e as trocas gasosas (Dias, 2013;
Correia, 2014; Dias, 2014).

No caso do tamarilho n&o existe informacéo sobre a maneira como as plantas se
comportam em termos de stresse hidrico. O mesmo é verdade relativamente ao

comportamento das plantas depois da passagem da fase in vitro, para ex vitro.

1.5. Objetivos

Os resultados até agora obtidos com o tamarilho demonstraram o interesse desta
espéecie e que a clonagem a partir de explantes juvenis é facil de obter mediante
diferentes tecnicas de cultura in vitro como a proliferacdo de rebentos axilares,

organogénese e embriogénese somatica. Varios estudos demonstraram ainda que
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determinadas cultivares do tamarilho sdo especialmente interessantes devido ao seu teor
elevado em alguns compostos quimicos, tais como compostos fendlicos e carotendides.
Como tal, é importante estabelecer-se um conjunto alargado de genétipos e reunir
informacdes relevantes dos mesmos, que sirvam como base a um programa de
melhoramento da espécie.

Os objetivos deste trabalho passaram por tracar um perfil da multiplicacdo por
proliferacdo de meristemas axilares e indugdo de embriogénese somaética, enraizamento
e aclimatacdo de tamarilho e das suas caracteristicas morfoldgicas, comparando
diferentes linhas de tamarilho.

Este trabalho teve também como objetivo a avaliacdo da performance de plantas
de tamarilho dipldides e tetrapldides em condicdes de stresse hidrico, com o registo de

diferentes parametros fisiologicos.
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2. Materiais e métodos

2.1. Material vegetal

Na realizacdo deste trabalho foi utilizado material vegetal proveniente de varias
arvores do Jardim Botanico da Universidade de Coimbra (JBUC) e de arvores de jardins
de particulares com caracteristicas de interesse (Tabela 1). Foram usadas linhas de
tamarilho vermelho (Tv) e tamarilho amarelo (Ta), de origens seminal (S) e uma linha
estabelecida a partir de material adulto (A). Em Novembro/Dezembro de 2014 foram
recolhidos frutos maduros de arvores com diferentes localizacBes e caracteristicas,
tendo-se procedido ao isolamento de sementes e a sua secagem Os frutos recolhidos
provém de jardins de particulares (TvS1, TvS2 e TvS3), de arvores de tamarilho
instaladas no JBUC (TvJB e TalB) e uma das linhas (TvS4) provem de frutos com
origem na Colémbia. Foram também utilizadas sementes de um fruto com origem num
ensaio prévio de hibridacdo (THJB) entre um tamarilho vermelho (TvJB — “planta

masculina”) e um tamarilho amarelo (TaJB — “planta feminina”).

Tabela 1- Origem e localizacdo das arvores utilizadas nos ensaios.

Linhas Origem Local

TVT Tetraploidia (TvM2) In vitro

TvM1 Seminal Arvore do JBUC
TVvM2 Seminal Arvore do JBUC
TVA Clone de arvore adulta Arvore do JBUC
TvS1 Seminal Coimbra

TvS2 Seminal Coimbra

TvS3 Seminal Leiria

TvS4 Seminal Colémbia

TvJB Seminal Arvore de JBUC
TaJB Seminal Arvore de JBUC
THJB Seminal Arvore de JBUC
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2.2. Estabelecimento, propagacao e avaliagao das linhas de tamarilho

2.2.1. Multiplicacdo, enraizamento e aclimatizagdo

As plantulas das linhas clonais TvT, TvM1, TvM2 e TvA, previamente
estabelecidas in vitro, foram mantidas e multiplicadas (Fig. 4a) em condicGes de
assepsia em caixas de cultura (Microbox Combiness, 97 x 80 mm, com filtro XXL)
(Fig. 4b) com meio MS (Murashige & Skoog, 1962) suplementado com 0,2 mg/l de
benziladenina (BA) e 3% de sacarose. O pH dos meios de cultura foi ajustado para
valores de 5,6 - 5,8 e, ap6s adicdo de agar (6%) autoclavados a 121 °C e 1 bar durante
20 min. As culturas forma mantidas a 24+1 °C sob um fotoperiodo de 16 h luz/ 8 h
escuro, durante 4-6 semanas. Para calcular a taxa de multiplicagédo utilizou-se a seguinte

férmula;

ne de rebentos final — n? de rebentos inicial 100

ne de rebentos final

O enraizamento foi testado em rebentos caulinares com 1,5-2 cm de altura,
cultivados em caixas Microbox Combiness (97 x 120 mm, com filtro XXL) contendo 0s
componentes do meio MS, 3% de sacarose e sem reguladores de crescimento. Durante
esta fase as culturas foram mantidas nas mesmas condi¢Ges de luz e temperatura
anteriormente referidas, durante 4-6 semanas, até apresentarem 5 - 6 cm de altura e um
sistema radicular desenvolvido. As plantas enraizadas foram transferidas para vasos
(200 ml ou 1I) contendo um substrato constituido por uma mistura de terra:perlite (3:1,
viv) com 1,5 g/l de adubo universal Vitaterra® (10% N, 10% P20s, 20% K20, 2%
MgO, 0,1% Mn e 0,05% Zn), e aclimatizadas em camara climatica com uma
intensidade luminosa de 15-20 pmol m2 s (luz branca fluorescente) e um fotoperiodo
de 16 h luz/8 h escuro, 70% de humidade relativa (HR) e 24 °C, durante 4 semanas.
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Figura 4 — Multiplicacdo de rebentos axilares de tamarilho. a) Rebento de tamarilho
apos remocao das folhas; b) Explantes inoculados em caixas com meio de cultura MS
com 0,2 mg/l de BA.

2.2.2. Inducédo de embriogénese somatica

Para a inducdo de embriogénese somaética (ES) foram usadas folhas jovens de
rebentos das linhas TvM1 e THJB de acordo com o procedimento descrito por Lopes et
al. (2000). Foram colocadas em cultura secgdes foliares com cerca de 0,5 x 0,5 cm nas
quais a pagina abaxial foi aleatoriamente ferida com a ponta de um bisturi. A inducéao
foi realizada em tubos de ensaio (15 x 2,2 cm) contendo 13 ml de meio de inducdo TP
constituido pelo meio base MS suplementado com 9% (w/v) de sacarose e 5 mg/l de
picloram. O pH dos meios foi ajustado para 5,7 — 5,8 e gelificado com 2,5 g/l de
Phytagel. As culturas forma mantidas em estufa durante 3 meses, a 25+1 °C, no escuro.
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2.2.3. Proliferacdo de calo embriogénico, maturacdo e germinacdo de embrides

somaticos

Simultaneamente ao ensaio de indugdo de ES, calo embriogénico com origem
nas linhas TvA (CE_TVA) e TvM1 (CE_TvM1-2009 e CE_TvM2-2014) foi mantido
em tubos de ensaio (15 x 2,2 cm) com cerca de 13 ml de meio TP, numa cdmara a 25+1
°C e no escuro em subculturas mensais. Massas de calo embriogénico em proliferacao
(total de 102 explantes) foram transferidas para meio de maturacdo — meio TM (meio
base MS com 4% (w/v) de sacarose, sem reguladores do crescimento) e incubadas nas
mesmas condi¢bes de 25+1 °C, no escuro, durante 4 semanas. Os explantes que
apresentavam formacao de embribes foram selecionados e os embrides transferidos para
novos tubos (15 x 2,2 cm) com meio de germinacdo — meio TG (meio base MS com
2,5% (w/v) de sacarose e colocados em estufa sob um fotoperiodo de 16 h luz/8 h
escuro a 24+1 °C.

2.2.4. Ensaios de germinacdo de sementes

2.2.4.1.  Desinfe¢do, germinacao in vitro e aclimatizacéo

No ensaio de germinag&o utilizaram-se sementes previamente isoladas dos frutos
das arvores TvS1, TvS2, TvS3, TvS4, TvIB e TaJB. Na desinfecdo superficial das
sementes estas submeteram-se a uma lavagem com &gua e 2/3 gotas de tween 20
durante 5 min. seguindo-se uma passagem em alcool a 70% (v/v) de 30 a 60 seg. As
sementes foram depois desinfetadas numa solucao de hipoclorito de célcio a 5% (w/v),
com agitacdo, durante 10 min., seguindo-se 3 lavagens com &gua esterilizada. Depois da
desinfecdo as sementes foram inoculadas em tubos de ensaio de (15 x 2,2 cm) com 13
ml de 1/2MS e colocadas a 25+1 °C em camara de cultura com um fotoperiodo de 16 h
luz/8 h escuro. Para cada linha foram colocadas em germinacdo pelo menos 30

sementes.
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As plantulas obtidas nos ensaios de germinacdo foram transferidas para caixas
Microbox Combiness (97 x 120 mm, com filtro XXL), com cerca de 80ml de MS
mantendo-se nas condicdes referidas até apresentarem um sistema radicular e um porte
que permitia a sua passagem para substrato (cerca de 7 cm de comprimento e folhas
desenvolvidas) e condi¢cbes de aclimatizacao previamente descritas, em vasos com 200

cm?.

2.24.2. Avaliagdo de parémetros morfologicos e biomassa das plantas

aclimatizadas

Ap06s 6 semanas de aclimatizacdo, pelo menos 10 plantas de cada linha foram
transferidas para estufa e avaliadas quanto aos seus parametros morfologicos - altura e
didametro na base do caule, comprimento e largura foliar (na zona mais larga de 3 folhas
por planta) e niamero de folhas. Foi quantificada a biomassa de 3 exemplares por linha.
Para registo da biomassa as partes aérea e radicular foram separadas, e secas a uma

temperatura de 80 °C durante 3 dias, altura em que o peso seco foi determinado.

2.3. Avaliacdo da resposta fisioldgica de plantas micropropagadas

sobre stresse hidrico

2.3.1. Manutencao e imposicao de stresse hidrico

Neste ensaio foram usadas duas linhas, uma diploide (TvM2) e uma tetraploide
(TvT) tendo sido esta ultima induzida com colchicina a partir da linha TvM2 (Antunes,
2010). Depois de aclimatizadas, em vasos de 1l (ver seccdo 2.1), foram definidos quatro
grupos com 5-6 plantas por grupo, dos quais dois funcionaram como controlo sendo
continuamente regados até 70% da capacidade de campo do substrato - diploides com
rega (DR) e tetrapldides com rega (TR), durante todo o periodo de aclimatizagdo, e

outros dois foram expostos a stresse hidrico - diploides em stresse (DS) e tetrapldides
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em stresse (TS), tendo sido mantidos sem rega durante 4 dias antes da realizacdo das

analises.

2.3.2. Medicéo de parametros de crescimento e estado hidrico

Para avaliagdo morfologica das plantas em ensaio foram registados o
comprimento da parte aérea e da raiz, bem como a razdo entre os dois parametros
(Aérea/Raiz). Foi também registada a massa em peso fresco de todas as plantas. Para
registo da biomassa em peso seco as partes aerea e radicular foram separadas, colocadas
em sacos de papel e secas a uma temperatura de 80 °C durante 3 dias, tendo sido
pesadas posteriormente.

Para determinacdo do teor relativo de agua (TRA), porcdes de folhas de cada
planta de cada um dos grupos foram pesadas em fresco, no estado de turgéncia, e
pesadas novamente depois de completamente secas apés 3 dias a 80 °C numa estufa. O
potencial hidrico (y) das plantas foi medido com uma camara de Scholander (PMS

Instrument Co.).

2.3.3. Quantificacdo de pigmentos fotossintéticos

A quantificacdo dos pigmentos fotossintéticos (clorofila a e b, carotendides) foi
realizada de acordo com o meétodo descrito por Sims e Gamon (2002). Assim, 50 mg
(peso fresco) de folhas de cada planta em ensaio foram congelados e macerados em
azoto liquido. Os macerados foram homogeneizados em tubos de centrifuga de vidro
com fundo conico e 10 ml de capacidade (Normax), contendo 2 ml da solucdo tampao
de acetona: tris 50 mM (80:20) a pH 7.8. Ap6s 30 segundos de vortex procedeu-se a
centrifugacdo das amostras durante 10 min, a 4 °C e 4800 g. O sobrenadante foi
recolhido e transferido para tubos falcon e mantidos em gelono escuro. Ao pellet foram
adicionados 3 ml da solucdo tampao procedendo-se de seguida a nova centrifugacao nas
mesmas condicdes. O sobrenadante desta segunda centrifugacdo foi recolhido e
adicionado ao primeiro. O pellet foi descartado e o volume do sobrenadante foi ajustado

até perfazer os 6ml utilizando a solucdo tampao. No final foi medida a absorvéncia do
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sobrenadante, em espectrofotometro Jenway 7305, para 0os comprimentos de onda de
663 nm (Ass3), 537 nm (Asz7), 647 nm (Ass7) € 470 nm (Asro), sendo que para blank foi

usada a solucdo tampéo.

2.3.4. Avaliacao de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a

A taxa de assimilagdo de CO; (A, umol CO2 m2 s, condutancia estomatica (gs,
mol H20 m? s?), a taxa de transpiracdo (E, mmol H.0 m? s?) e o contetido de CO;
intercelular (Ci, ppm) foram medidas em 6 réplicas por tratamento (rega e stresse)
usando um analisador de gases por infravermelho portétil (LCpro-SD, ADC
BioScientific Ltd., UK) equipado com cadmara de folha. Foi também calculado o
parametro de intrinsic Water Use Efficiency (WUEIi) como o racio entre A e E. Para
averiguar a intensidade da luz de saturacao, curvas A/PPFD (photosynthetic photon flux
density; curvas de luz de resposta da assimilacdo de CO) foram efetuadas com o0s
seguintes PPFDs: 2000, 1500, 1000, 750, 500, 250, 100, 50 e 0 pmol m s, Depois de
analisar a relacdo A/PPFD, medicBes pontuais a intensidade da luz de saturacdo foram
efetuadas a 500pmol m2 s, As seguintes condigdes foram mantidas constantes dentro
da cmara: fluxo de ar (200 mol s?), temperatura (25 °C), CO. atmosférico e a
concentragdo em H>O.

Para determinacdo da fluorescéncia da clorofila a em “estado estacionario”
utilizou-se um fluorémetro portéatil (Mini-PAM; Walz, Effeltrich, Germany) conforme
descrito por Alves et al. (2012) utilizando as mesmas folhas do ensaio de trocas gasosas
descrito acima. Os componentes adaptados a luz da fluorescéncia da clorofila foram
medidos: fluorescéncia no estado estacionario (F), fluorescéncia maxima (F’m), a
fluorescéncia variavel (F’v; equivalente a F’'m-F) e o rendimento quéntico da
fotoquimica do fotossistema Il [@PSII; equivalente a (F’m —F)/F’m)]. As folhas foram
depois mantidas no escuro durante cerca de 20 min para obter a fluorescéncia minima
(F0), a fluorescéncia maxima (Fm), fluorescéncia variavel (Fv; equivalente a Fm-F0), o
rendimento quéntico da fotoquimica do PSII (Fv/Fm) e a extingdo ndo-fotoquimica

[Non-photochemical quenching, NPQ; equivalente a (Fm/F’m)™].
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2.3.5. Quantificagdo de agUcares solUveis e amido

Para guantificacdo dos acUcares soliveis uma amostra de 50 mg de folhas de
tamarilno congelada em azoto liquido foi macerada e transferida para um tubo de
centrifuga ao qual se adicionaram 10 ml de etanol 80% (v/v). Apos incubagdo (1 h) a 80
°C e centrifugou-se a 4800 g, durante 15 min, a 4 °C. Apds centrifugacdo, 100 pl de
sobrenadante foram transferidos para um tubo eppendorf (2ml) ao qual se juntou 1,5 ml
de solucdo de antrona (0,04 g de antrona, 1 ml de agua destilada e 20 ml de acido
sulfarico concentrado) e esta mistura submetida a uma incubacéo de 10 min. a 100 °C e
posterior arrefecimento em gelo durante cerca de 10 min. Como controlo usou-se uma
amostra constituida por 100 ul de etanol 80% (v/v) e 1,5 ml da solucdo de antrona. A
absorvancia das amostras foi determinada a 625 nm num espectrofotdmetro
SPECTRAmax PLUS 384. Para determinar a quantidade de acucares solUveis foi
inicialmente elaborada uma curva padrédo de D-glucose solubilizada em etanol a 80%

(v/v) na gama de concentragdes de 0 a 0,625 mg/ml.

Para a quantificagdo do amido utilizou-se o pellet do procedimento anterior de e
a este foram adicionados 5 ml de acido perclérico a 30% (v/v) procedendo-se de seguida
a incubacdo da mistura a 60 °C, durante 1 h. Seguiu-se uma centrifugacdo a 4800 g
durante 20 min e a 4 °C, da qual se reservou 150 ul de sobrenadante, ao qual se
adicionou 1,5 ml da solucdo de antrona procedendo-se a incubacdo a 100 °C durante 10
min. desta mistura. Apds o arrefecimento em gelo da amostra esta foi submetida a
leitura da absorvancia a 625nm num espectrofotometro SPECTRAmMax PLUS 384,
sendo a solucdo controlo composta por 150 pl de acido perclorico a 30% (v/v) e 1,5 ml
de antrona. Na determinacgdo do conteido em amido também se usou uma curva padréo
de D-glucose, sendo esta solubilizada em &acido perclérico a 30% (v/v) e na gama de

concentracdes de 0 a 125 pg/ml.
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2.3.6. Quantificacdo de prolina

A quantificacdo de prolina foi baseada no método de Khedr et al. (2003). Neste
ensaio 100 mg de tecido foi macerado em azoto liquido e homogeneizado em 1,5 ml de
acido sulfosalicilico a 3%. O homogeneizado foi transferido para um tubo eppendorf e
centrifugado durante 10 min. a 10000 g e 4 °C. O sobrenadante (150 pl) foi transferido
para um tubo falcon a que foi também adicionado 2 ml de acido acético glacial e 2 ml
de ninidrina acida. De seguida, os tubos foram colocados em banho-maria a 100 °C
durante 1 h, passaram pelo arrefecimento em gelo e foi-lhes adicionado 1 ml de tolueno
tendo sido estes colocados em repouso, e no escuro, durante cerca de 20 min. até a
mistura apresentar duas fases distintas. A fase superior foi recolhida e lida a absorvancia
nos 520 nm, no espectrofotdbmetro Jenway 7305. O conteddo em prolina foi
quantificado utilizando uma curva padréo de prolina na gama de concentracfes de O a
50 pg/ml de prolina.

2.3.7. Quantificacdo de malondialdeido

Para quantificar o contetldo de malondialdeido (MDA) utilizou-se o protocolo de
Hodges (1999). Foram preparadas duas solucdes controlo: negativo [TCA (acido
tricoloroacético) 20% w/v + BHT (hidroxitolueno butilado) 0,01% w/v] e positivo
[TCA 20% + BHT 0,01% + TBA (&cido tiobarbiturico) 0,65% wi/v] no sentido de
excluir possiveis fatores interferentes. O tecido foliar (50 mg) foi macerado em azoto
liqguido em 1,25 ml de etanol 80% (v/v), sendo a mistura transferida para um tubo
eppendorf de 2ml e agitada no vortex durante cerca de 30 seg. De seguida realizou-se
uma centrifugacdo de 10 min. a 4800 g e 4 °C. Do sobrenadante obtido, 500 pl foram
transferidos e divididos por 2 eppendorfs (250 ul de sobrenadante para cada) aos quais
se adicionou 1ml da solucdo TCA 20% + 0,01% BHT + TBA 0,65% num caso e outro
1ml da solugdo TCA 20% + 0,01% BHT no outro. Para os controlos positivo e negativo
o procedimento foi 0 mesmo, mas em vez de sobrenadante foi adicionado etanol 80%
(v/v). As amostras foram depois colocadas em banho-maria a 95 °C por 30 min e

imediatamente arrefecidas em gelo para serem centrifugados a 3000 g durante 10 min.
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A absorvancia foi lida a 600 nm, 532 nm e 440 nm, num espectrofotometro
SPECTRAmax PLUS 384, na presenca das amostras de controlo e deste modo foram
quantificados os equivalentes a MDA através das seguintes formulas:

[(Abs 532+784) - (Abs 600+78A) - (Abs 532.78a — Abs 600 -t8a) ] = A
[(Abs 440+7ga — Abs 600+7ea) X 0.0571] = B

MDA (nmol.ml) = (A — B/157 000) x 10°

2.3.8. Andlise estatistica

A anélise estatistica das amostras foi feita através do programa GraphPad Prism
6 tendo-se realizado uma ANOVA de duas vias em 6 plantas por tratamento. Aos dados
das analises morfologicas aplicou-se uma ANOVA de uma via comparando as médias
dos parametros medidos entre as linhas em estudo. Para verificacdo da homogeneidade
de amostra usou-se o teste de Bartlett e o de Brown-Forsythe (p < 0,05) sempre que 0

ndmero de amostras foi inferior a 5.
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3. Resultados

3.1. Multiplicagdo das linhas de tamarilho in vitro e inducao de

embriogénese somatica

O numero de rebentos obtidos para as diferentes linhas de tamarilho
estabelecidas in vitro foi registado com o intuito de verificar a capacidade de
multiplicacdo dos clones em manutencdo. A linha TvA, estabelecida a partir de uma
arvore adulta, foi a que permitiu obter um maior nimero de rebentos comparativamente
as restantes (200%) (Tabela 2; Fig. 5a). Das linhas estabelecidas a partir de sementes do
fruto hibrido (THJB), foram as linhas THIB2 e THBJ3 as que demonstraram maior
potencial de multiplicacéo in vitro (Tabela 2).

Explantes foliares das linhas TvA e THJB foram submetidos a condi¢des de
inducdo de embriogénese somatica, sem sucesso relativamente a formacdo de calo
embriogénico ou embrifes somaticos. Para todas as linhas, apenas se verificou a
formagdo de calo friavel, aparentemente sem capacidade embriogénica (Tabela 2; Fig. 5
b).

Tabela 2- Capacidade de multiplicacdo e inducdo de embriogénese somatica das linhas
de tamarilho estabelecidas in vitro.

e Inducdo de embriogénese
Multiplicagéo ¢ soméatica g
Linha N° d_e _re_bentos E;ge/ [?gigtgz N° de N° de exE)Iantes com
inicial T explantes formacéo de calo
multiplicacdo
TvM1 17 21/ 24% L L
TvM2 24 51/ 113% . .

VT 5 10/100% . .

TVA 23 69 / 200% 22 22
THJIB1 6 10/ 67% 29 29
THJB2 12 241 100% 28 25
THJB3 5 18/ 260% 29 27
THJIB4 6 17 1 55% 29 23
THJIB5 5 7140% 31 28
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Figura 5- a) Explantes acabados de serem repicados. b) Explantes com 3 semanas de
cultura. c) Calo resultante de inducdo de ES a partir de explantes foliares.

3.2. Proliferacdo de calo embriogénico, maturacéo e germinacéo de

embrides somaticos

Para as linhas de calo embriogénico em manutencdo (CE_TvA, CE_TvM1-2009
e CE_TvM2-2014), averiguou-se a 0 sucesso na maturacdo de embrides somaticos a
partir do registo do nimero de massas de calo que apresentaram formagéo de embrides
quando transferidas para meio TM (Fig. 6), bem como 0 sucesso na germinacéo dos
embrides somaticos obtidos. A linha de calo embriogénico mais recentemente
estabelecida (CE_TvM2-2014) foi a Unica que apresentou formacdo de embrides na

totalidade de explantes (Tabela 3).
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Relativamente ao desenvolvimento destes embrides em plantas, apenas a linha
CE_TvM2-2014 apresenta uma percentagem de sucesso de 19% de sucesso (4 plantas),

ndo se tendo verificado desenvolvimento de embrides nas restantes linhas.

Tabela 3- Numero de explantes com sucesso no desenvolvimento de embriGes
somaticos e plantas.

N° de explantes N° de explantes  N° de explantes com

Linha inicial com formacéo de embrides
embrides germinados
CE_TvM2-2009 7 34 0
CE_TvA 75 8 0
CE_TvM2-2014 20 21 4

Figura 6 - Calo com formacdo de embrides. A seta evidencia um
embrido. A barra corresponde a 1 cm.
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3.3. Germinagdo in vitro e aclimatizagédo das plantulas

Nos ensaios de germinag&o das novas linhas foi registado o nimero de sementes
que germinaram in vitro e 0 numero de plantas que com sucesso foram aclimatizadas
(Fig. 7) (Tabela 4). As percentagens de germinacdo nas sementes inoculadas em tubos

foram superiores a 90% em todas as linhas exceto na TvS2 (70%). N&o se verificaram

quaisquer contaminacoes.

B

e JPBA ‘ » o o e ® ® o O
Figura 7 - a) Plantas ap6s 2 semanas de aclimatizacdo. b) Plantas apds 4 semanas de
aclimatizacéo.

Na aclimatizacdo destacou-se a linha TaJB em que todas as plantas provenientes
de uma germinacdo bem sucedida foram aclimatizadas com sucesso. As linhas TvS1 e
TvS4 apresentaram menor sucesso na aclimatizagdo das plantulas, comparativamente as
restantes.

As médias da biomassa, do racio do comprimento parte aérea/raiz e racio
comprimento/largura da folha foram registadas no final da aclimatizacdo e comparadas
entre si para as diferentes linhas estabelecidas (Fig. 8). Relativamente ao parametro de
biomassa total (Fig. 8a) e racio do comprimento da parte aérea/raiz (Fig. 8b) ndo foram
detetadas diferencas significativas entre as linhas, apesar de se observar maiores valores
de biomassa para as linhas TaJB e TvS3. A linha TaJB, de tamarilho amarelo, foi aquela
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que apresentou tambem valores de racio comprimento da parte aérea/raiz superiores. De
todas as linhas testadas, a TvS4, com origem em sementes de um fruto produzido na
Colbmbia, foi a que apresentou valores de biomassa total e racio comprimento da parte
aérea/raiz tendencialmente mais baixos, bem como valores do racio do

comprimento/largura das folhas significativamente mais baixos (Fig. 8c).

Tabela 4- Registo dos parametros de germinacdo e aclimatizacéo.

Germinacao Aclimatizacao
Plantas com
. N° de explantes N° de Plantulas colocadas aclimatizadas
Linha sementes . com sucesso / %
(sementes) ) a aclimatizar
germinadas plantas
aclimatizadas
TvJB 30 30 16 14/ 88%
TalB 30 28 17 17/ 100%
TvS1 30 27 13 8162%
TvS2 30 21 14 12/ 86%
TvS3 30 28 22 19/86%
TvS4 40 38 17 10/59%
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a) Biomassa total b) Réacio Comprimento parte Aéreal/Raiz

41 2.0 7
3 1.51
o 2 -|— 1.0 T
1 0.5
0- 0.0
TvJB TalB TvSl TvsS2 TvS3 TvS4 TvJB TaJB TvSl TvS2 Tvs3 Tvs4

C) Racio Comp/Larg Folha

2.0
1.5 b
1.0 4

0.5

0.0~
TvJB TalJB TvS1l TvS2 TvS3 TvS4

Figura 8- Parametros de desenvolvimento das plantas aclimatizadas. a) Biomassa; b)

Récio do comprimento da parte aérea/raiz; ¢) Racio comprimento/largura das folhas.

3.4. Resposta fisiologica de plantas micropropagadas sobre stresse

hidrico

A avaliacdo dos niveis de stresse hidrico de plantas aclimatizadas das linhas TvM2
(linha diploide, 2n) (Fig. 9a) e TvT (linha tetraploide, 4n) (Fig. 9b) foi realizada pela
medicdo de diversos parametros cujos resultados passam a ser descritos nas seccoes
seguintes.
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Figura 9 — Plantas representativas dos diferentes grupos em estudo no ensaio de
stresse hidrico. a) Plantas diploides (esg. com rega, dir. em stresse). b) Plantas
tetraploides (esg. com rega, dir. em stresse).

3.4.1. Parametros de crescimento e estado hidrico

Para os parametros de crescimento das plantas usadas no ensaio de stresse foram
calculadas as médias da biomassa (Fig. 10a), do racio do comprimento aérea/raiz (Fig.
10b), do comprimento da raiz (Fig. 10c) e do comprimento da parte aérea (Fig. 10d).
N&o se encontram diferencas significativas no que diz respeito a maioria destes
parametros, sendo que apenas as médias registadas para o comprimento da parte aérea
se observaram significativamente diferentes, com as plantas dipléides mais altas que as
tetrapldides, particularmente no grupo com rega (Fig. 10d). De registar também o facto
de as plantas tetrapldides apresentarem uma tendéncia de menor biomassa para as
plantas do grupo em stresse comparativamente as plantas do grupo com rega, o0 que nao
se verifica para as plantas diploides (Fig. 10a). O teor relativo de &4gua (TRA) e o
potencial hidrico também foram analisados. Para ambos os pardmetros o grupo de
plantas diploides em stresse (DS) distingue-se significativamente do grupo com rega
(DR), apresentando valores mais baixos de teor relativo em &agua (Fig. 10e) e mais
negativos de potencial hidrico (Fig. 10f). Diferencas essas também significativas
quando comparadas com as plantas tetrapldides submetidas ao mesmo tratamento,
particularmente no que diz respeito ao potencial hidrico (Fig. 10f).
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Figura 10 — Parametros de crescimento e estado hidrico de plantas 2n e 4n sujeitas a
stresse hidrico e em plantas controlo. a) Biomassa das plantas tetrapléides e diploides
em condicbes de rega e stresse. b) R&cio do comprimento parte aérea/raiz. c)

Comprimento da raiz. d) Comprimento parte aérea. €) Teor relativo em &gua (TRA). f)

Na andalise dos pigmentos fotossintéticos ndo se verificaram diferencas

significativas nos niveis de pigmentos entre as plantas de diferentes ploidias nem nas
plantas em diferentes tratamentos. O pigmento mais abundante é a clorofila a seguindo-

se 0s carotenoides e o pigmento com menor presenca e a clorofila b (Fig. 11).
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Observou-se uma tendéncia de diminuicdo dos niveis de todos os pigmentos para as
plantas tetraploides em stresse (TS) quando comparadas com o grupo de plantas
tetrapldides com rega (TR).

Concentragcdo de Pigmentos

0.015 7
Dipléide - Cl a

Dipléide - Cl b
Dipléide - Car
Tetraploide - Cl a
Tetraploide - Cl b

H
agagay § '

'mol ml

Tetrapldéide - Car

l
Rega Stresse

Figura 11- Concentracbes dos pigmentos clorofila a (Verde), clorofila b (azul) e
carotenoides (vermelho) nas plantas diploides (preenchimento cheio) e plantas
tetrapldides (preenchimento pontuado), nos tratamentos de rega e stresse.

3.4.3. Trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a

Relativamente aos parametros relativos as trocas gasosas efetuadas pelas plantas
foram analisadas as médias de assimilacdo de CO, (A), a taxa de transpiragdo (E), a
intrinsic water use efficiency (WUEiI), a condutancia estomatica (gs) e o contetdo
intracelular de CO> (ci).

Para o parametro A (Fig. 12a) observou-se uma diferenca significativa na
assimilacdo de CO; entre plantas em stresse (menor assimilagdo) e plantas com rega.
Também se observou que as plantas tetrapldides se distinguiram significativamente das
dipléides no grupo com rega, apresentando um valor superior de assimilacdo de COa.

No parametro E (Fig. 12b) os resultados foram correlacionaveis com o
observado para A. As taxas de transpiracdo foram significativamente superiores em
plantas dos grupos com rega, havendo no entanto dentro destes diferencas significativas
entre plantas dipldides e tetraploides, estas ultimas apresentaram maiores taxas de

transpiragéo.
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Sendo WUEi (Fig. 12c) o racio dos dois parametros previamente descritos, 0s
resultados do mesmo foram de encontro ao ja descrito. Verificaram-se diferencas
significativas entre 0 grupo em rega e em stresse, tendo as plantas do grupo com rega
apresentado maior WUEI do que as do grupo de stresse. Ainda que as diferencas nédo
sejam significativas, no grupo de stresse, entre as plantas diploides e tetrapldides,
observa-se uma tendéncia que atribui maior eficiéncia no uso da agua a estas Gltimas.

Relativamente a gs (Fig. 12d) constatou-se uma diferenga significativa entre os
grupos com rega e 0s expostos a stresse. A condutancia estomatica foi superior no grupo
exposto ao tratamento de rega. Ainda que ndo se tenham verificado diferencas
significativas entre as plantas do grupo com rega, observou-se a tendéncia para as
plantas tetraploides apresentarem uma maior condutancia estomatica.

Nos resultados referentes a ci (Fig. 12e), também se verificou diferencas
significativas entre os grupos de rega e em stresse. Este ultimo apresentou um maior
conteido de COz intracelular.

Na avaliagdo da fluorescéncia da clorofila a (Fig. 12f), verificou-se uma
diferenca significativa entre os grupos com rega e em stresse. Os grupos com rega
apresentaram maior valor de fluorescéncia e embora ndo significativa existe uma

diferenga que atribui maior valor de fluorescéncia as plantas tetrapl6ides do mesmo.
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Figura 12 — Par@metros fotossintéticos registados em plantas 2n e 4n sujeitas a stresse
hidrico e em plantas controlo. a) Assimilacdo de CO2 (A). b) Taxa de transpiracédo (E).
c) Intrinsic water use efficiency (WUEI). d) Condutancia estomatica (gs). ) Contetdo

de CO: intracelular (ci). f) Fluorescéncia da clorofila a (PSII).
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3.4.4. Quantificacdo de agucares soluveis, amido, prolina e MDA

Nos resultados referentes as quantificacdes de acucares soluveis, amido, prolina
e MDA, apenas se verificaram diferengas significativamente distintivas nos valores de
prolina (Fig. 13c). Na quantificacdo de acucares sollveis verificou-se uma tendéncia
para que as plantas tetraploides contenham menor quantidade de agucares soluveis nos
dois tratamentos (TS e TR). Observou-se também um ligeiro aumento no contetdo em
acucares sollveis nas plantas tetraploides em stresse, quando comparadas com as
tetrapldides com rega (Fig. 13a). Ja a quantidade de amido foi muito semelhante em
tetraploides e dipldides com rega. Verificou-se um aumento consideravel, ainda que ndo
significativo, nos niveis de amido das plantas em rega paras as plantas em stresse. No
grupo de stresse também se observou que as plantas tetrapldides apresentaram valores
mais altos de amido em relagdo as diploides (Fig. 13b).

As plantas dipldides em stresse (DS) foram as que apresentaram maior
quantidade de prolina quando comparadas com todas as restantes dos grupos de stresse
e rega. Verificou-se uma ligeira subida, ainda que ndo significativa, nos niveis de
prolina dos tetrapl6ides com rega para os tetrapldides em stresse.

Apurou-se relativamente aos valores de MDA que estes sdo muito semelhantes
entre as plantas com rega. Os valores aumentaram ligeiramente nos dois grupos de
plantas (D e T) do tratamento com rega para as condi¢cBes de stresse. No grupo de
stresse verificou-se uma ligeira diferenca entre as dipldides e tetrapldides, estas Gltimas
apresentam um conteudo em MDA ligeiramente superior (Fig. 13d).
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Figura 13 — Analise de alguns metabolitos em plantas 2n e 4n sujeitas a stresse hidrico e

em plantas controlo. a) Acucares soltveis. b) Amido. ¢) Quantificacdo de prolina. d)
Quantificacdo de MDA
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4. Discussao

4.1. Multiplicagdo de tamarilho in vitro

A micropropagacdo de plantas € um conjunto de técnicas que tém vindo a ser
cada vez mais aplicadas com sucesso a clonagem de um vasto nimero de espécies
através da aplicacdo da cultura de meristemas, organogénese ou embriogénese somatica
(Rathore et al., 2004; Read e Bavougian, 2013; Harshal e Gautam, 2014). No entanto,
as plantas lenhosas sdo geralmente consideradas mais dificeis de propagar através destas
técnicas (Rathore et al., 2004). Para além disso, a cultura de tecidos de plantas lenhosas
apresenta alguns problemas relacionados com as particularidades do seu
desenvolvimento, o que é particularmente relevante quando se pretende estabelecer in
vitro clones selecionados pelas suas caracteristicas de interesse e que ja nao se
encontram na fase juvenil do desenvolvimento (Bonga e von Aderkas, 2000). Uma
outra dificuldade associada as lenhosas € o facto de os explantes apropriados para
cultura in vitro por vezes estarem apenas disponiveis em determinadas alturas do ano, a
ndo ser que os clones selecionados sejam propagados em estufa, normalmente através
de técnicas de macropropagacdo como a estacaria ou enxertia (Acquaah, 2012). Como
forma de ultrapassar estas dificuldades, opta-se frequentemente pelo estabelecimento a
partir de sementes com origem na planta de interesse para futura aplicacdo das técnicas
de propagacdo aos geno6tipos que se revelam de interesse (Canhoto, 2010).

Com vista ao estabelecimento de um conjunto de gendtipos de interesse de
tamarilho, neste trabalho seguiram-se diferentes abordagens, que passaram pelo
estabelecimento de linhas provenientes de hibridagdes e pela avaliacdo da capacidade de
micropropagacdo de gendétipos previamente estabelecidos. Os resultados obtidos
demonstram uma maior taxa de multiplicacdo das plantas das linhas TvA e THIB3
(200% e 260%, respetivamente) face as restantes linhas. Varios autores tém referido que
0 gendtipo dos explantes é um dos fatores que mais condiciona a capacidade de
propagacdo in vitro (Correia e Canhoto, 2012). No tamarilho esta situagdo foi

confirmada neste ensaio, mas também em trabalhos prévios em que se verificou uma
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variacdo nas taxas de proliferacdo de meristemas em funcdo do gendtipo utilizado
(Correia et al., 2011).

No ensaio de germinagdo de sementes de véarias proveniéncias constatou-se que
o0 procedimento usado foi adequado, tendo-se obtido altas taxas de germinacgédo
(superiores a 70%) em todas as linhas. Na analise morfoldgica das plantulas obtidas
observou-se apenas alguma variagdo na linha TvM4 (com origem na Coldmbia) que se
diferenciou das restantes pela menor dimensdo da sua parte aérea. Estes resultados néo
sdo surpreendentes uma vez que € conhecido que o tamarilho € uma espécie que
apresenta autofecundacdo (Morton, 1987; Lewis e Considine, 1999) reduzindo assim a
variabilidade genética, mesmo em plantas obtidas por sementes. No entanto, esta
avaliacdo foi realizada num estado ainda precoce, sendo natural que surjam diferencas
em fases mais adiantadas do desenvolvimento, nomeadamente na altura da frutificacdo
e, mais concretamente nas plantas obtidas a partir de sementes resultantes de

hibridagoes.

4.2. Proliferacdo de calo embriogénico, maturacdo e germinacao, e

inducdo de embriogénese somatica.

A clonagem de arvores de interesse através de embriogénese somatica possui um
enorme potencial ndo apenas na clonagem em larga escala, mas também em estudos de
biologia fundamental, pois o desenvolvimento do embrido zigotico é dificil de seguir no
interior do 6vulo e do ovario (Correia e Canhoto, 2012). Além disso, a embriogénese
somatica € uma metodologia eficaz para a regeneracdo de plantas a partir de células
geneticamente modificadas, como foi observado no tamarilho (Correia, 2011). Um dos
problemas associados a esta técnica, no caso das plantas lenhosas, é a dificuldade em
clonar plantas selecionadas (von Arnold, 2008; Bonga et al., 2010). Uma forma de
ultrapassar esta dificuldade pode passar pelo estabelecimento de arvores adultas através
da proliferacdo de meristemas e ulterior utilizacdo de explantes (e.g., foliares) de
rebentos ou plantulas para indugdo de embriogénese somatica (Correia et al., 2011;
Martins, 2012). A explicacéo para a reduzida expressao da totipoténcia em explantes de

arvores adultas permanece em grande parte por clarificar havendo, no entanto, autores
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que sugerem que esta reduzida capacidade embriogénica ou organogénica se possa
dever a mecanismos epigenéticos que resultam na inibi¢do do potencial regenerativo de
celulas mais diferenciadas (Litz e Gray, 1995; von Arnold, 2008).

Das linhas de calo embriogénico em proliferacdo (CE_TvA, CE_TvM2-2009 e
CE_TvM2-2014) apenas a linha estabelecida mais recentemente (CE_TvM2-2014)
permitiu o desenvolvimento e subsequente germinacao de embrides somaticos (19%; de
21 explantes com formagdo de embrides, 4 germinaram), destacando-se da linha
homologa estabelecida em 2009 (CE_TvM2-2009) e da linha com origem em material
de arvore adulta (CE_TVA). A perda do potencial embriogénico do calo com origem
mais antiga pode estar relacionada com alteracBes cromossémicas nas células
resultantes de uma exposicdo prolongada as auxinas (Currais et al., 2013), podendo esta
ser a explicacdo para a ndo obtencdo de embrides nas linhas de calo em proliferacdo ha
mais tempo (CE_TvA e CE_TvM2-2009)

No tamarilho, um dos maiores problemas na indugdo de embriogénese somatica
¢ uma ineficaz transicdo do calo proembriogénico para embrido e 0 seu
desenvolvimento, muitas vezes em concomitancia com formacdo de embriGes anormais
e germinacdo precoce. Este problema pode dever-se a uma inadequada maturacdo do
embrido que é uma fase de elevada importancia nas embriogéneses somatica e zigotica
(Correia et al., 2012).

Neste trabalho, para além da ES obtida a partir das linhas calo previamente
estabelecidas, acima descrita, 169 explantes foliares jovens de linhas de tamarilho em
propagacao foram induzidos a sofrer embriogénese somatica. Deste ensaio apenas se
obteve a desdiferenciacdo do material vegetal em calo, ndo se tendo verificado
formacdo de embrides. Ajustes no procedimento, assim como em variaveis na
composicdo do meio podem ser uma forma de descobrir fatores que otimizem este

processo.
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4.3. Avaliacdo da resposta fisiologica de plantas micropropagadas

sobre stresse hidrico

O stresse hidrico, como jéa referido, causa inimeras alteracGes nas plantas, tanto
a nivel fisiologico como bioguimico e molecular dependendo da sua intensidade. Existe
uma fase de aclimatizagéo ao stresse e, eventualmente, com o agravar da intensidade do
mesmo danos funcionais que podem conduzir a alteragdes irreversiveis nos organelos
(Chaves et al., 2003; Bedon et al., 2011). Uma das respostas tipicas ao stresse hidrico é
a paragem do crescimento foliar e o fecho estomatico, sendo este Gltimo apontado como
uma das primeiras respostas. Como consequéncia destas respostas iniciais, as taxas de
transpiracdo (E) e fotossintese sofrem reducbes consideraveis (Bedon et al., 2011) o
que, por sua vez, se reflete na assimilacdo do carbono (A) e na produtividade (Costa e
Silva et al., 2004; Bedon et al., 2011).

Uma caracteristica dos poliploides é a sua maior dimensdo, quer em termos
gerais quer ao nivel dos diferentes 6rgdos, como por exemplo flores, frutos, raizes ou
sementes. Esta situacdo resulta do aumento do volume celular das células tetrapldides.
As folhas sdo geralmente mais largas, com uma espessura superior, e caracterizadas por
um aumento na sua massa por unidade de area. (Acquaah, 2007; Song et al., 2012).
Possuem também um aumento no tamanho dos estomas e no numero de cloroplastos por
célula guarda (Dhawan e Lavania, 1996; Acquaah, 2007). Huang et al. (2007),
observaram no trigo que a medida que a ploidia aumentava (de dipldide a tetrapldide ou
hexaploide), a quantidade de agua usada na transpiracao diminuia assim como o periodo
de crescimento e que a WUE e a eficiéncia de uso de nutrientes aumentaram. Neste
trabalho procurou-se comparar tamarilhos dipldides e tetrapldides em condicdes
normais e de stresse de modo a tentar observar algumas diferencas no seu
comportamento.

Assim, verificou-se que as plantas de tamarilho sujeitas a condi¢Ges de stresse
hidrico apresentavam taxas de transpiracdo e de assimilagdo de CO; reduzidas. Ainda
que sem diferencas estatisticamente significativas, observou-se a tendéncia de as plantas
tetraploides apresentarem taxas mais elevadas de ambos os fatores referidos quando
comparadas com as diploides, refletindo-se estes valores no WUEi obtido, um
parametro que mede a eficiéncia do uso da agua.
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A condutancia estomatica (gs) e o contetdo de CO: intracelular também foram
medidos. No caso da gs verificou-se uma descida abrupta das plantas em rega para as do
tratamento de stresse, tendo-se verificado um valor nulo de gs nas diploides (DS) e um
valor muito reduzido nas tetrapléides (TS). E conhecido que o stresse hidrico é um fator
que afeta significativamente a condutancia estomatica (Souza et al., 2004) e esta parece
estar intimamente ligada com os fatores de transpiracéo e assimilacdo de CO: que, face
ao impacto do stresse, apresentaram resultados semelhantes de decréscimo. O
comportamento do tamarilho foi de encontro ao ja observado em Eucalyptus globulus
por Correia et al. (2014) e em Melia azedarach por Dias et al. (2013).

Algumas observacGes mostram que o stresse hidrico afeta negativamente o
contetdo intracelular de CO> (Dias et al., 2014; Dias e Briiggemann, 2010) devido ao
fecho estomatico, que para além de proteger as plantas de perda de agua, também limita
a presenca de CO2 no espagco intracelular das células do mesofilo. Os resultados obtidos
com tamarilho ndo corroboram estas observagdes, pois verificou-se que o ci aumentou
nas plantas em stresse comparativamente as plantas regadas, quer nas dipl6ides quer nas
tetraploides. Esta diferenca poderd estar relacionada com uma tendéncia geral das
plantas em stresse (dipldides e tetrapldides) apresentarem valores indicativos de uma
baixa taxa fotossintética e consequentemente uma maior acumulacdo de CO:

intracelular.

A quantificacdo dos pigmentos clorofila a, clorofila b e carotenoides, e a
comparacao das plantas diploides com as tetrapldides em condicGes de rega e de stresse
ndo apresentou diferengas significativas. Observou-se apenas uma ligeira diminui¢do no
conteldo de pigmentos nas tetraploides quando sujeitas a condicBes de stresse,
engquanto que nas diploides a quantidade de pigmentos aumentou. A diminuicdo da
quantidade de pigmentos nos tetrapléides pode explicar as menores taxas de fotossintese
observadas (Correia et al., 2014, Dias et al., 2014).

A analise da fluorescéncia mostrou uma descida significativa na fluorescéncia
tanto nas plantas dipléides como nas tetrapldides quando sujeitas a stresse hidrico, tendo
a descida sido ligeiramente mais acentuada nas plantas diploides. A redugdo do PSII
pode estar em grande parte relacionada com uma diminuicéo da proporcéo de centros de
reacdo do fotossistema II em estado “aberto” devido ao consumo limitado de NADPH

ou & reduzida eficiéncia na captura da energia de excitacdo por parte dos centros de
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reacdo do PSII (Correia et al., 2006), considerando que os valores de clorofila a ndo
desceram significativamente. Em concordancia com outros resultados obtidos, estes
valores confirmam que o stresse hidrico afeta a capacidade fotossintética, levando as
plantas a reduzirem a taxa de fotossintese como resposta a baixa disponibilidade de
agua. (Chaves et al., 2003; Correia et al., 2014; Dias et al., 2014)

Relativamente a quantificacdo da biomassa, ndo se verificaram diferencas
significativas entre as plantas de diferentes ploidias, nem entre os tratamentos. No
entanto, verificou-se uma ligeira diminuicdo de biomassa dos TR para TS, ndo
observavel nos diploides. Este resultado podera refletir uma melhor adaptacdo dos
tetrapldides a situacdo de stresse, com uma adaptacdo mais rapida através da reducédo
das taxas fotossintéticas e consequente diminuicdo da producdo de biomassa,
comparativamente aos dipldides.

Na avaliacdo dos parametros do estado hidrico das plantas testadas verificou-se
0 seu teor relativo em agua (TRA) e o potencial hidrico. Para o parametro TRA apenas
se observaram diferencas significativas no comportamento das plantas diploides em
stresse, quando comparadas a todas as restantes. De facto o seu TRA desceu mais
abruptamente das condicdes de rega para o stresse, do que o observado nas tetrapldides.
No caso do potencial hidrico uma diferenca significativa e expressiva indicou 0 menor
potencial hidrico das plantas DS quando comparadas com todas as dos outros grupos em
analise. Estes dados estdo em concordancia com o ja observado noutros estudos
(Correia et al., 2014) Os dados obtidos com estes dois parametros permitem concluir
que os efeitos da exposi¢do a stresse hidrico foram mais severos nas plantas diploides,
comparativamente as tetraploides, que apresentaram uma maior capacidade de resposta
perante as mesmas condic¢oes.

Com o objetivo de caracterizar possiveis mecanismos responsaveis por uma
melhor resposta das plantas tetrapldides comparativamente as diploides em termos de
stresse hidrico, foram avaliados diversos parametros, nomeadamente os niveis de
acucares soluveis e de amido nas plantas em estudo. No que se refere a quantificacdo
dos agucares soluveis, observou-se um comportamento diferente nas plantas diploides e
nas tetraploides. Nas dipldides apenas se verificou uma descida ligeira no conteido em
acucares solUveis da rega para o stresse, enquanto que nas tetraploides esta discrepancia
de valores foi maior tendo o contetdo em aglcar subido acentuadamente nas plantas sob

stress. Este aumento dos acUcares nas TS pode indicar a acumulagdo destes compostos
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como agentes osmorreguladores, bem como um reduzido consumo de solutos organicos
como medida adaptativa ao stresse (Silva et al., 2010; Rodriguez et al., 2012).

No que diz respeito aos niveis de amido, verificou-se um aumento do teor deste
polissacarideo dos grupos controlo para 0s grupos sujeitos a condi¢des de stresse, tendo-
se verificado um maior incremento para os tetrapldides. O facto de ndo se terem
verificado descidas significativas no conteddo de acUcares sollveis, e mais
particularmente de amido, nas situacdes de stresse, podera significar uma inibigdo da
hidrolise do amido em acuUcares simples em condicGes de stresse (Souza et al., 2004).

A anélise dos niveis de prolina forneceu resultados muito interessantes, com a
ocorréncia de uma subida estatisticamente significativa dos niveis de prolina nas plantas
diploides quando submetidas a stresse hidrico. No caso das tetrapléides esta subida foi
ligeira. A prolina tem um papel central na habilidade de reacdo das plantas ao stresse
abiotico (Pavlik et al., 2010) uma vez que € um aminoacido que atua como mediador no
equilibrio osmotico, protegendo as macromoléculas em periodos de desidratacdo e
atuando também como um protetor do stresse oxidativo, um tipo de stresse
frequentemente associado ao stresse hidrico (Li et al., 2010). Assim, as plantas
diploides em stresse, que apresentam maior quantidade de prolina, parecem possuir uma
maior fragilidade ao stresse hidrico quando comparadas com as tetraploides.

Na quantificacdo de MDA, também se verificou uma subida ligeira (ndo
significativa) de valores do grupo de rega para o de stresse, tendo esta subida sido mais
acentuada nas plantas tetraploides. Ensaios realizados por outros autores mostraram um
aumento de MDA associado a peroxidacao lipidica no arroz (Sharma e Dubey, 2007),
na batata (Tabaldi et al., 2009), entre outros, quando expostos a stresse de toxicidade
com aluminio (Silva et al., 2013). A presenca de MDA aparentemente coexiste com a
presenca de varios antioxidantes ndo enzimaticos e enzimaticos, visto que no estudo de
Silva et al. (2013), se verificou que plantas de sensiveis a presenca de Al com o
aumento de MDA também apresentaram aumento de algumas enzimas anti-oxidantes, e
as plantas tolerantes a Al, em contraste, ndo apresentaram aumento em MDA, mas
denotaram um aumento em antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos. Observacoes
semelhantes foram realizadas no milho (Giannakoula et al., 2008). O stresse hidrico
pode também despoletar estas reacoes, tal como observado no eucalipto por Correia et
al. (2014). Estudos mais abrangentes no tamarilho ao nivel da permeabilidade da

membrana celular, e da atividade de enzimas antioxidantes e quantificacdo de
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antioxidantes nao-enzimaticos teriam interesse para percecionar se este se comporta

como outras espécies ja analisadas.

44



5. Conclusodes

A micropropagacao in vitro de tamarilho associada ao estabelecimento de
material adulto com interesse, e a posterior inducdo de embriogénese somatica mostra-
se um conjunto de técnicas com interesse a serem aprimoradas para que O0S
procedimentos se tornem mais eficazes e menos dispendiosos. Neste trabalho, a inducéo
de embriogénese somatica ndo permitiu obter embriGes nem plantas. De calo
embriogénico ja em manutencdo, o calo mais recentemente estabelecido foi o Unico a
originar embrides e plantas. Existem ainda muitas limitacdes associadas a aplicacdo da
ES, como é o caso da recalcitrancia do material adulto quando induzido, a proliferagédo
continua de calo e ainda a presenca frequente de embrides anémalos.

Com o ensaio de germinacdo de sementes de varios frutos constatou-se que o
procedimento usado foi adequado, tendo-se obtido altas taxas de germinacdo em todas
as linhas. Nos ensaios de morfologia observou-se apenas discrepancia na linha TvM4
(com origem na Colémbia) que se diferenciou das restantes pela menor dimensdo da
parte aérea.

A resposta fisioldgica das plantas propagadas sob stresse hidrico mostra-nos que
os exemplares tetrapldides de tamarilho reagem melhor ao stresse imposto. Nos
parametros hidricos, TRA e potencial hidrico os tetrapldides apresentam valores mais
baixos que os diploides sendo este um fator positivo na interpretacdo do estado da
planta.

Nos parametros de taxa de transpiracdo (E), assimilacdo de CO2 (A) e
condutancia estomatica (gs) verificou-se uma descida aquando da comparacéo da rega
com stresse, tendo no entanto os tetrapldides apresentando valores mais altos que os
diploides. Consequentemente, a intrinsic Water Use Efficiency (WUEiI) dos tetrapldides
é superior ao dos diploides.

O contetdo de CO3 intracelular (ci) aumenta do tratamento de rega para o de
stresse. Na fluorescéncia do PSII existiu apenas uma ligeira descida da mesma do
tratamento de rega para o de stresse.

Verifica-se uma subida dos agucares soluveis nos tetrapldides da rega para o
stresse, e uma descida nos diploides, nas mesmas circunstancias. No caso do amido as
plantas tetraploides em stresse apresentaram maior quantidade que as dipldides.
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As quantificacbes de prolina apontam para que os exemplares mais afetados pelo
stresse sejam os dipldides, pela quantidade superior de prolina quantificada nos
mesmos, observando-se que no caso dos tetrapldides o aumento da quantidade de
prolina, na comparacédo de rega para stresse foi mais reduzido.

Na quantificacdo de MDA as diferencas entre tetrapldides e dipldides ndo foram
significativas. Seria interessante estudar o tamarilho nesta perspetiva, utilizando outros
parametros correlacionaveis.

Parece pois poder concluir-se que as plantas tetrapldides, no estado de
desenvolvimento em que foram testadas, apresentam um maior grau de tolerancia ao
stresse hidrico que os correspondentes dipldides. Embora estes resultados sejam
prometedores importa ainda comprovar os dados obtidos em plantas em fase de

producdo, nomeadamente na quantidade e qualidade dos frutos produzidos.
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