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RESUMO

O tamarilho (Solanum betaceum Cav.) € uma espécie arbdrea subtropical de
pequeno porte, pertencente a familia Solanaceae, com interesse agronémico crescente
devido aos seus frutos comestiveis e nutritivos. Diversos protocolos de propagacao in
vitro de tamarilho foram desenvolvidos no Laboratério de Biotecnologia Vegetal do
Centro de Ecologia Funcional da Universidade de Coimbra, e a micropropagacao
através da proliferacdo de meristemas axilares, organogénese e embriogénese
somética teém sido eficientemente utilizada no estabelecimento e multiplicacdo de
varios gendtipos. No entanto, uma procura crescente de plantas de tamarilho requer
uma otimizacdo dos métodos de propagacdo existentes e de sistemas mais eficazes
que permitam a clonagem em larga escala. Os biorreatores sao utilizados para a
producédo clonal de plantas a partir de culturas de células ou tecidos, assegurando

Otimas condi¢Bes de crescimento e grandes rendimentos de produgéo.

Um dos objetivos do presente trabalho foi otimizar a proliferacdo de meristemas
axilares de tamarilho, utilizando biorreatores de imersédo temporaria (SETIS™). Essa
proliferacdo foi testada em meio MS suplementado com duas concentragfes de BA (0,5
e 1,0 mg/L). A fase de imersédo ocorreu por periodos de 3 minutos a cada 3 horas, e 0
alongamento (= 5 cm) foi observado nas duas condi¢gbes testadas. As plantas foram
transferidas do biorreator diretamente para o substrato, uma mistura de terra:perlite
(2:1,v/v). O enraizamento ex vitro foi mais rapido e mais efetivo nas plantas obtidas com
1,0 mg/L de BA, com 92% de sobrevivéncia na fase de aclimatizagdo. Embora seja
necessario testar mais condigdes (por exemplo, periodos de aeracao, diferentes PGRS),
os resultados obtidos até agora confirmam a eficacia desta tecnologia para uma
producdo em escala de tamarilho. Avaliou-se ainda a morfologia e fisiologia das plantas
aclimatizadas e na andlise dos parametros fotossintéticos, as plantas obtidas em
biorreator (com 0,5 mg/L de BA) destacaram-se com valores superiores de taxas de
transpiracdo, contetdo intracelular de CO;, conduténcia estomatica e eficiéncia

intrinseca do uso de agua.

Foram testados também meios de inducdo organogénese. O limbo foliar mostrou
ser o melhor explante para a formacgéo de rebentos axilares comparativamente com os

peciolos, num meio de cultura suplementado com 2,0 mg/L de BA.
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Na proliferacdo de calo embriogénico em meio sélido e liquido, verificaram-se
diferencas significativas nos dois meios, sendo que no meio liquido observou-se maior

proliferacdo de calo, bem como o niumero de embrides e plantulas formados.

PALAVRAS-CHAVE: organogénese, micropropagacao, proliferacdo de rebentos
axilares, SETIS™, tamarilho.
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ABSTRACT

Tamarillo (Solanum betaceum Cav.) is a small subtropical arboreal species
belonging to the Solanaceae family, with increasing agronomic interest due to its
nutritious edible fruits. Several protocols of in vitro propagation of tamarillo were
developed in the laboratory of Plant Biotechnology of the University of Coimbra, and the
micropropagation through the proliferation of axillary meristems, organogenesis and
somatic embryogenesis have been efficiently used in the establishment and
multiplication of several genotypes. However, growing demand for tamarilho plants
requires an optimization of existing propagation methods and scale systems that allow
large-scale cloning. Bioreactors are used for the clonal production of plants from cell
cultures or tissue, ensuring optimum growth conditions and allowing large production

yields.

One of the objectives of this work was to optimize the proliferation of axillary
tamarilho meristems using temporary immersion bioreactors (SETIS™). This
proliferation was tested in MS medium supplemented with 2 different BA concentrations
(0.5 and 1.0 mg/L). The immersion phase occurred for periods of 3 minutes every 3
hours, and shoot elongation (= 5 cm) was observed in the 2 conditions tested. The plants
were transferred from the bioreactor directly to the substrate (a mixture of soil: perlite
2:1). The ex vitro rooting was faster and more effective in the plants obtained with 1.0
mg/L of BA, with 92% of survival in the acclimatization phase. Although more conditions
need to be tested (e.g. aeration periods, different PGRS), the results obtained so far
confirm the effectiveness of this technology for a tamarilho scale production. The
morphology and physiology of acclimatized plants was also evaluated and in the analysis
of photosynthetic parameters, the plants from the bioreactor (with 0.5 mg/L of BA) stood
out with higher values of transpiration rate, intracellular content of CO;, stomatal

conductance and Intrinsic water use efficiency.

Organogenesis induction means were also tested. The leaves showed to be the
best explant for the formation of axillary shoots compared to the petioles, in a culture

medium supplemented with 2 mg/L of BA.
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In the proliferation of embryogenic callus in solid and liquid medium, significant
differences were observed in the two systems, with the liquid medium showing a greater

proliferation of callus, as well as a higher number of embryos and seedlings.

KEYWORDS: axillary shoot proliferation, organogenesis, micropropagation, SETIS™,
tamarillo
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INTRODUCAO

1.1. Consideracg0des gerais

Desde o seu aparecimento, a agricultura foi uma atividade absolutamente
necesséria para a sobrevivéncia humana, sustentando o desenvolvimento das
populacdes através do fornecimento de comida, roupas, aguecimento e emprego para
uma grande parte da populagéo ativa (Federico, 2005).

Contudo ao longo da Histéria da Humanidade apenas uma pequena
percentagem de plantas tem sido usada para alimentacéo, sendo que metade da nossa
alimentacdo deriva de espécies da familia Poaceae (cereais) (Borlaug e Dowswell,
2003). No contexto atual, num cenario de alteragdes climéticas globais, em que ocorre
um aumento continuo da populacao, diversos fatores tém contribuido para o aumento
do numero de pessoas sem acesso a alimentos, salientando a diminuicdo da area de
solos agricolas, causada pela pressao antropogénica ou pela exaustao dos solos (Lopes
et al., 2000). Outro aspeto que limita 0 acesso a uma alimentacgdo equilibrada é a grande
densidade populacional em alguns paises, que ainda utilizam métodos convencionais
na agricultura, o que posteriormente se revela insuficiente para produzir o necessario
para acompanhar o aumento populacional (Canhoto, 2010). Devido a estes fatores,
intensificam-se as preocupacdes relacionadas com as necessidades alimentares da
espécie humana e o facto de os métodos de melhoramento convencionais poderem néo
suportar e ndo responder a este aumento requerido de bens alimentares (Irninger,
2003).

Perante esta realidade, torna-se prioritario apostar e investir em tecnologias que
promovam uma maior eficacia das producdes agricolas, permitindo a criacdo néo sé de
variedades mais produtivas e mais resistentes a fatores bioticos e abiéticos (Canhoto,
2010; Chrispeels e Gepts, 2018), mas também de processos inovadores que contribuam
para 0 aumento dessa mesma eficiéncia. E neste contexto que surge a Biotecnologia
de Plantas, que no sentido mais lato pode ser definida como sendo um conjunto de
tecnologias e ferramentas que permitem modificar ou utilizar organismos para a

obtencéo de novos produtos e pode ser utilizada para potenciar a atividade agricola.
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O trabalho apresentado nesta dissertacdo, surge assim num contexto em que o
refor¢co do setor biotecnologico € apontado como um dos pilares do desenvolvimento
sustentavel, e tendo como principal objetivo desenvolver e implementar sistemas de
propagacdo de plantas de tamarilho numa escala que permita a sua produgdo em
biorreatores vegetais. O desenvolvimento deste tipo de processos consiste numa
estratégia importante para o aumento da capacidade de produgéo de uma planta, cuja
procura pelos produtores nacionais tem vindo a aumentar. Como tal, e partindo da
experiéncia do Laboratdrio de Biotecnologia da Universidade de Coimbra em métodos
de propagacgédo de tamarilho, procurou-se otimizar esses mesmos métodos no sentido
de uma producg&o em maior escala, tendo para isso a importante colaboracdo do Centro

de Biotecnologia de Plantas da Beira Interior (Castelo Branco, Portugal).

1.2. Tamarilho (Solanum betaceum Cav.)

1.2.1. Caracterizacéo, distribuicdo e relevancia econdmica

Solanum betaceum Cav. (sin. Cyphomandra betacea (Cav.) Sendt) é uma
solanacea vulgarmente designada por tamarilho, “tamarillo”, “tree tomato” ou “tomate de
la paz” (Bois, 1927). Esta espécie foi descrita pela primeira vez em 1801 por Cavanilles
(Guimaraes et al., 1996), no entanto a designacao tamarilho surgiu em 1967 na Nova
Zelandia, devido ao aumento da producdo e consumo deste fruto (Morton, 1987) e a
necessidade de dar um nome comercialmente apelativo, que permitisse a distingdo do

tomate vulgar, Solanum lycopersicum, pertencente a mesma familia.

O tamarilho, cultivado maioritariamente em climas subtropicais, é originario da
regido dos Andes, mais especificamente da Bolivia, Chile, Equador e Peru (Dawes e
Pringle, 1983), onde cresce entre 1100 a 2300 m de altitude. Rapidamente espalhou-se
para a india Central e Ocidental, depois para as ilhas atlanticas portuguesas da Madeira
e dos Acores e para o sul da Europa, alcancando a Oceéania no final do século XIX
(Hooker, 1899; Atkinson e Gardner, 1993).
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Atualmente € cultivado em vérias partes do mundo (Fig.1) e em escala comercial
na Califérnia, Equador, Colébmbia, Australia e Nova Zelandia (Dawes e Pringle 1983;
Prohens e Nuez 2001; Correia e Canhoto 2012). A sua cultura é bastante promissora
noutras regidbes do mundo, nomeadamente em paises mediterranicos tais como

Espanha, Italia (Acosta-Quezada et al., 2011) e Portugal (ilha da Madeira).

@
o
g w
&
@
@ Paises de origem &2 Paises produtores

Figura 1- Distribuicdo geografica de S. betaceum. Encontram-se assinalados os paises de origem e
principais produtores.

O tamarilho € uma espécie adaptavel que ndo requer condi¢gdes muito exigentes
de cultura. Em condi¢des de producédo, o seu ciclo produtivo € de cerca de 8 anos,
iniciando-se a producdo no segundo ano de cultura (Meadows, 2002). No entanto
existem algumas limitagbes ao seu cultivo, como a baixa tolerédncia a geada e a
sensibilidade a temperaturas elevadas, a secas prolongadas e a solos inundados,

devido ao seu sistema radicular superficial (Lopes et al., 2000).

Relativamente a morfologia, trata-se de um arbusto subtropical, semi-lenhoso e
de crescimento rapido, que pode atingir os 5 metros de altura (Canhoto et al., 2005). As
folhas sé@o grandes e verdes, alternas, ovadas, pontiagudas no &pice e ligeiramente

pubescentes (Guimaraes et al., 1996; Fig. 2A).
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E uma planta hermafrodita cujas flores surgem de meristemas inflorescenciais
axilares e apresentam uma cor rosa-esbranquicada. A floracdo em Portugal ocorre
desde meados da Primavera até meados do Verdo (Correia et al., 2011; Fig. 2B). A
polinizacdo é geralmente autogdmica, o que pode explicar a reduzida variabilidade
genética encontrada em populagfes naturais desta espécie (Barghchi, 1986). Os frutos
séo lisos, pendentes na planta por um longo pedunculo e caracterizados pela sua forma
oval, com 5-10 cm de comprimento e 3-5 cm de largura (Hooker, 1899; Correia e
Canhoto, 2012), podendo aparecer isolados ou em grupos de 3 a 12 unidades, atingindo
a maturidade entre Outubro e Abril (Fig. 2C). Podem apresentar-se de cor vermelha,
laranja ou amarela, dependendo dos pigmentos que se acomulam na polpa e no
epicarpo. Este é espesso, rigido e tem um sabor desagradavel, por sua vez o0 mesocarpo
€ mais suave e suculento. A polpa (endocarpo) é sumarenta, macia, com um sabor

agridoce e as sementes sao arredondadas (Correia, 2011; Fig. 2D).

Uma arvore tem capacidade de produzir anualmente 15-20 kg de fruto, durante 6-
10 anos (Duarte e Alvarado, 1977). O principal interesse comercial do tamarilho reside
precisamente nos frutos, que podem ser consumidos em fresco, em sumos, compotas
ou outros produtos processados, gragas a sua riqgueza em pectina (Bohs, 1991; Duke e
du Cellier, 1993).

Em algumas zonas do globo esta planta é usada na medicina popular. Por
exemplo, na Jamaica e na Bolivia, utiliza-se no combate das infe¢des do figado, na
Colémbia e no Equador é aplicada no tratamento de inflamac¢des das amigdalas ou
anginas, bem como para combater a gripe (Quiroga, 2008). O tamarilho é também
considerado um fruto com potencialidades estimulantes da atividade cerebral, na cura
de enxaquecas e dores de cabeca, obesidade, hipertensao e rinites (Gatita e Almeida,
2003).

O fruto do tamarilho possui um contetdo relativamente elevado de proteina (1,5-
2 g/100 g de peso fresco), vitaminas (B6, C, E e provitamina A) e minerais, 0 que o torna
um recurso alimentar valioso em termos nutricionais (Holland et al., 1992). Para além
disto, o teor em hidratos de carbono é bastante reduzido (7,7 g/100 g), assim como o
seu valor caldrico (cerca de 28 cal/100 g) (McCane e Widdowson, 1992). Também tém
sido estudados os componentes bioativos presentes, que apresentam propriedades
antioxidantes terapéuticas e preventivas importantes, (Hurtado et al., 2009; Osorio et
al., 2012; Hassan et al., 2013), o que enriquece e torna este fruto uma fonte de alimento

gue merece uma melhor exploragéo.
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Figura 2- Solanum betaceum Cav. (A) Arvore adulta de tamarilho;
(B) Flores em diferentes estados de desenvolvimento; (C) Frutos maduros;
(D) Interior de um fruto maduro, com a polpa e as sementes visiveis.

1.3. Propagacao e culturain vitro

A propagacao dos cultivares de tamarilho é tradicionalmente feita por sementes,
estacas ou enxertia (Prohens e Nuez, 2001). Todavia, estes métodos tradicionais de
melhoramento, nomeadamente a propagacéo através de sementes, ndo é adequada
guando se pretende manter as caracteristicas genéticas ao longo das geracdes (Pringle
e Murray, 1991; Canhoto et al., 2005). Para que tal se verifique, séo usados os métodos
de propagacao assexual, como a estacaria. No entando, os problemas fitossanitarios, a
suscetibilidade ao mildio, nematoides e alguns virus (Mossop, 1977), assim como o
efeito das baixas temperaturas (inferiores a 10 °C) séo preocupacgdes da produgdo em

larga escala, através destas técnicas de propagacao vegetativa convencionais.

Assim, a clonagem in vitro e a transformacao genética surgem como ferramentas
biotecnoldgicas extremamente Uteis para o melhoramento de plantas como o tamarilho
(Correia e Canhoto, 2012).
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A propagacdo in vitro apresenta-se como um dos métodos com maior potencial e
0 que providencia uma producdo rapida de plantas, geneticamente uniformes com
excelente qualidade fitossanitaria (Aslam et al., 2011). As culturas estabelecidas
apresentam maior vigor, rendimentos mais elevados (Gahakwa et al., 2013) e uma
qualidade fitossanitéria superior, face a propagacao convencional (Canhoto, 2010).

As metodologias de micropropagacao possiveis de utilizar na multiplicacdo do
tamarilho séo divididas em trés tipos diferentes, de acordo com o material inicial e com
a resposta obtida: proliferacdo de meristemas axilares (Cohen e Elliot, 1979; Barghchi,
1998; Obando et al., 1992), organogénese em explantes do limbo (Obando et al., 1992)
e a inducdo da embriogénese somética (ES) (Lopes et al., 2000; Canhoto et al., 2005;
Correia et al., 2009, 2011; Correia e Canhoto, 2018) que foi descrita pela primeira vez

nos finais dos anos 80 (Guimaraes et al., 1988).

1.3.1. Proliferacdo de meristemas

A cultura de meristemas caulinares isolados ou inseridos em apices ou segmentos
nodais é o tipo mais simples de micropropaga¢do, uma vez que ndo se baseia na
indugdo de novos meristemas, mas sim no desenvolvimento dos j& existentes no
explante (Jha e Ghosh, 2005; George, 2008; Canhoto, 2010).

Muitos dos meristemas caulinares (axilares) encontram-se em estado dormente
nas plantas, mas em contacto com um meio adequado e livres da acgé&o inibitoria do
meristema apical do caule, esse estado de dorméncia é quebrado e o seu
desenvolvimento é promovido, formando-se um rebento caulinar com novos fitbmeros,
gue podem ser novamente cultivados e utilizados em novos ciclos de multiplicagéo
(Canhoto, 2010).

Para além da multiplicacdo em larga escala, a propagacao de meristemas pode
ser usada com outras finalidades, como estudos fundamentais do funcionamento do
meristema, a conservacdo de germoplasma, a obtencdo de plantas livres de virus a
partir de material vegetal contaminado e microenxertia, ou seja, enxertia executada in

vitro, € outra das aplicacdes desta metodologia (Canhoto, 2010).
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A micropropagacdo através da proliferacdo de meristemas compreende
geralmente as fases de multiplicacdo, alongamento e enraizamento e aclimatizagao
ex-vitro. A técnica inicia-se com a cultura in vitro do explante, num meio de cultura
adequado, normalmente na presenca de uma citocinina, que promove o
desenvolvimento de um novo rebento. Como referido anteriormente, o rebento originado
desenvolve gemas ao longo do seu eixo, 0 que permite novos ciclos de multiplicacdo
(Murali et al., 2007). As plantas obtidas sdo geneticamente iguais a planta dadora dos
explantes, a menos que ocorra algum tipo de variacdo somaclonal (Grattapaglia e
Machado, 1990; George, 2008; Canhoto, 2010).

O sucesso da técnica pode ser afetado por diversas variaveis, como o genétipo e
estado de maturagcdo (Murashige,1974), condi¢Oes fitossanitarias e nutricionais da
planta mée, a selecdo e colheita dos explantes e sua posterior desinfecao e isolamento
em condi¢des asséticas, a composi¢cao do meio de cultura e a manipulacdo das culturas
(Grattapaglia e Machado, 1990; George, 2008; Canhoto, 2010).

1.3.2. Embriogénese somatica

Tém sido publicados varios trabalhos sobre ES, nomeadamente por
investigadores do laboratério de Biotecnologia Vegetal da Universidade de Coimbra
(Correia et al., 2009, 2011, 2012, 2019; Canhoto et al., 1999, 2005, 2006). Nestes
trabalhos sdo abordados, ndo apenas as metodologias envolvidas na inducdo e
desenvolvimento de embrides somaticos, mas também diversos aspetos dos
mecanismos citolégicos e moleculares envolvidos na formagéo e desenvolvimento dos
mesmos, confirmando-se o potencial da ES em tamarilho, enquanto processo
morfogénico com importantes aplicacdes, tanto para clonagem e transformacao
genética de plantas como para a compreensao da formacgédo e desenvolvimento dos
embrides (Guimarées et al. 1988, 1996; Lopes et al. 2000; Canhoto et al. 2005; Correia
et al. 2009, 2011, 2012a; Correia e Canhoto, 2012; Correia e Canhoto, 2018; Correia et
al., 2019).
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A embriogénese somatica € uma forma de reproducdo assexuada que consiste
numa mudanca no programa de desenvolvimento das células sométicas, que faz com
gue estas embarquem numa nova via de desenvolvimento, resultando na formagéo de
estruturas semelhantes aos embrides zigoticos, sem ocorrer fusdo de gametas
(Jiménez, 2001; Fehér et al., 2003; Karami et al., 2009). E um processo a partir do qual
células somaticas, sob determinadas condi¢bes, sofrem uma reestruturacao
(desdiferenciacdo) e reprogramacdo (ou rediferenciacdo), formando células
embriogénicas com capacidade de gerar embrides e consequentemente originar novas

plantas (Jiménez, 2001; Rose et al., 2010; Loyola-Vargas, 2016).

Sao varios os explantes de tamarilho que tém a capacidade para iniciar culturas
embriogénicas, como embrides zigoticos, folhas jovens, hipocoétilos e cotilédones. Uma
das limitagfes da ES, que é referida frequentemente na literatura, é a recalcitrancia do
material adulto, em particular de espécies lenhosas, condicionando assim a clonagem
de plantas selecionadas (Thorpe e Stasolla, 2001). Uma alternativa a clonagem de
tamarilho adulto por ES é o estabelecimento prévio de plantas in vitro, através da
inducdo de embriogénese em segmentos do limbo provenientes de plantas
estabelecidas (Correia et al., 2011; Correia e Canhoto, 2018).

A inducdo da ES é alcangcada com um meio de cultura rico em auxinas e
suplementado com niveis de sacarose elevados (9%), o que contribui significativamente
para o aumento da formagédo de embrides somaticos, aumentando a eficiéncia da ES
até aos 85% (Canhoto et al., 2005).

No tamarilho, a formacdo de embrides somaticos pode seguir duas vias distintas,
dependendo do tipo de auxina utilizada — &cido 1-naftilacético (NAA), 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) ou &acido 4-amino-3,5,6-tricloro-2-piridinecarboxilico
(picloram). Desta forma, na presenca de NAA os embrides zigéticos diferenciam-se em
embribes somaticos apos a formacdo de um calo reduzido — processo “one step”. Por
outro lado, quando sdo usadas outras auxinas, como o 2,4-D ou o picloram, os embrides
zigoéticos ou os segmentos do limbo jovens produzem um tecido embriogénico possivel
de ser mantido por subculturas sucessivas no mesmo meio contendo auxinas —
processo “two step”. Depois de serem transferidas para um meio desprovido de auxinas,
as massas pro-embriogénicas desenvolvem-se em embrides e posteriormente em

plantulas (Guimaraes et al., 1996).
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Em tamarilno o protocolo mais frequentemente utilizado é o processo em “two-
step”, com formacdo de um tecido embriogénico com capacidade de manutencao e
proliferacdo em cultura, que oferece um enorme potencial e uma alternativa eficiente
para a propagacao in vitro do material vegetal em larga escala, assim como a
possibilidade de ser usado como fonte de linhas celulares para ensaios ou para a
transformacédo genética de plantas (Correia et al., 2019).

1.3.3. Organogénese

A organogénese é o processo de diferenciacdo através do qual 6rgaos da planta,
como raizes, rebentos caulinares ou flores sado formados a partir de explantes, onde
ocorreu a formagéo de meristemas adventicios. Quer isto dizer que os 6rgaos formados
resultam de novos meristemas e ndo de meristemas ja existentes no explante (Schwarz
et al., 2004; Tallon et al., 2013).

Em tamarilho é possivel regenerar plantas recorrendo ao processo de inducao de
organogénese em diferentes tipos de explantes, como hipocétilos, cotilédones, raizes e

embrides zigoéticos maduros (Guimarées et al., 1996; Santos, 2012).

Existem dois tipos de organogénese que podem levar a formagéo de plantas: a
organogénese direta e a organogénese indireta. Na organogénese direta ndo ocorre
formacgao de calo (Flick et al., 1983; D’Amato et al., 1991; Jha e Ghosh et al., 2005).
Nesta situacao, é possivel regenerar plantulas inteiras a partir de tecidos vegetais, sem
passar por um estagio de desdiferenciacao, ou seja, calos e/ou formacao de embrides
somaticos (Hussain et al. 2012), mantendo assim a estabilidade genémica das plantas
regeneradas. A organogénese indireta caracteriza-se essencialmente pela formagéo de
calo numa fase inicial e posterior regeneracéo das gemas caulinares, que se diferenciam
em rebentos (Flick et al., 1983; Jha e Ghosh et al., 2005; Chawla, 2009).

A repicagem do calo para um novo meio de cultura promove a indugéo de rebentos
caulinares, que posteriormente sdo isolados e cultivados num meio de enraizamento
(D’Amato, 1991), sendo necessaria a aplicagao de fitohormonas para a ocorréncia do
processo (Chawla, 2009). A composicdo do meio de cultura influencia a inducéo de
organogénese e as interacdes existentes entre os diferentes reguladores de
crescimento sdo determinantes para a formacéo dos érgaos (George, 2008; Dixon e
Gonzales, 2003).
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Os meios de cultura para a inducdo da organogénese tém sido alvo de estudo.
Faye et al. (2015) verificaram que as respostas das variaveis avaliadas mudaram com
base no tipo e concentracdo de reguladores de crescimento, usando diferentes
fitorreguladores na organogénese conduzida in vitro. Estudos conduzidos por Apraez et
al., (2012) realizaram-se com o intuito de obter plantas de tamarilho por organogénese
induzida em calos. Nos tratamento foi utilizado meio MS (controlo) e verificou-se a
formacdo de raizes, caules, folhas e uma maior percentagem (1,66%) de plantas
regeneradas com MS suplementado com 2,4-D a 5 uM. Também Mascarenhas (2018)
relacionou varios tipos de explantes com meios de cultura e verificou que o né
cotiledonar, submetido a concentragéo de 12,50 uM de BA, era o melhor explante, com
regeneracdo de rebentos via organogénese direta, e o limbo mostrou ser o explante

mais eficiente para a organogénese indireta, em concentracdes de 4,44 uM de BA.

Esta técnica exibe um elevado potencial para propagagédo em larga escala, visto
que podem ser formados centenas de rebentos a partir de um Unico explante.
Teoricamente o limite de rebentos formados € o numero de células no explante, no

entanto a verdade € que nem todas as células sao induzidas (Canhoto, 2010).

1.4. Biorreatores de propagacéo de plantas

Novos sistemas de micropropagacdo tém sido desenvolvidos na perspetiva de
obter melhorias no processo de produgéo vegetal in vitro, potencializando os beneficios
da micropropagacao e mitigando algumas das suas dificuldades, tornando esta técnica
mais simples e menos dispendiosa (Lorenzo et al., 1998; O’Neill et al., 2015). De acordo
com Silva (2006), a micropropagacdo de plantas apresenta um elevado custo de
producao, o que torna as plantas produzidas nestes sistemas caras e de dificil aquisi¢cdo
pelos produtores rurais. Estes custos de producéo estéo relacionados com a méao-de-

obra, que chega a ser 40% ou 60% dos custos de producéao (Cid et al., 2002).

Uma das maneiras de reduzir os custos de producao é recorrer a métodos que
permitam aumentar a escala de propagacao, recorrendo, por exemplo a biorreatores.
(Penchel et al., 2007; Teixeira, 2011).
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Os biorreatores sao utilizados na micropropagacéo clonal em massa de cultura de
células, tecidos, sementes ou 6rgdos vegetais (Teixeira, 2002) e promovem condi¢des
otimas de crescimento em meio liquido nutritivo, tendo como propoésito fundamental,
facilitar o trabalho rotineiro e melhorar as condicdes ambientais e assépticas para as
culturas, produzindo-as em grandes quantidades. Segundo Ziv et al. (2003), atecnologia
proporcionada por este sistema de cultivo oferece uma maior rapidez no processo de
producdo de plantas e eficiéncia em relacdo aos demais métodos. Paralelamente, h&
uma reduc¢do nos custos do processo, cuja funcao basica € promover condi¢des 6timas

de crescimento através da regulagéo de fatores quimicos e, ou, fisicos.

A primeira aplicacdo de biorreatores para propagacao de plantas foi realizada por
Takayama e Misawa (1981) na propagacéo de begodnia a partir de segmentos nodais
estabelecidos in vitro, de forma similar aos cultivos convencionais. Apds este primeiro
trabalho, foram adaptados procedimentos para diversas espécies vegetais (Noriega e
Soéndhal, 1993).

A utilizacdo de biorreatores na propagacao em larga escala tem sido relatada com
sucesso em varias espécies, como Musa acuminata (bananeira, Alvard et al., 1993),
Saccharum officinarum (cana-de-acucar, Lorenzo et al., 1998), Phalaenopsis (orquidea,
Paek et al.,, 2001), Persea americana (abacateiro, Escalona et al., 1999), Bactris
gasipaes (pupunha, Steinmacher et al., 2011), eucalipto (Oliveira et al., 2011), Fragaria
(morangueiro, Hanhineva et al., 2005), Cedrela odorata (cedro-cheiroso, Pena-Ramirez
et al.,, 2010) e Cymbopogon citratos (capim-liméo, Qiala et al., 2006), apresentando
taxas de multiplicacdo superiores quando comparada com a micropropagagao
convencional, a partir destes sistemas de imersao temporaria (Feuser et al., 2003; Rech
Filho et al., 2009; Steinmacher et al., 2011).

S&o dois os tipos de biorreatores que tém sido utilizados na micropropagacao de
plantas: 1) os biorreatores de imersao permanente ou continua, que proporcionam o
contacto permanente do material vegetal com o meio de cultura, sdo mais complexos
em relacdo a sua montagem e funcionamento, menos versateis quanto ao seu uso e de
dificil manipulacdo durante as fases de producdo; 2) e os de imersdo temporéria cujo
contacto do meio com os explantes é temporério e pode ser controlado de acordo com

as necessidades da cultura (Teixeira, 2002).
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1.4.1. Biorreatores de imersao temporaria

O sistema de cultura em biorreatores de imersdo temporéaria tem apresentado
diversas otimizacfes, que se traduzem em melhores condi¢des de cultivo e eficiéncia
para diversas espécies vegetais, o que lhes permite serem utilizados com sucesso para
a multiplicacao rapida de rebentos. Este método, proposto inicialmente por Alvard et al.
(1993) utiliza um recipiente que contém a cultura em proliferac@o, que recebe o meio
nutritivo liquido num sistema de bombeamento temporario, e outro recipiente onde se
encontra o meio de cultura. Consiste num novo conceito da utilizacdo de meio liquido

para a micropropagacao, ocorrendo um aumento substancial na taxa proliferativa.

A sua eficiéncia esta associada a uma melhor nutricdo das culturas através do
meio de cultura liquido, melhor oxigenagdo, e melhoramento da qualidade dos
propagulos, além da possibilidade da automatizacdo dos sistemas de propagagdo com
um custo relativamente baixo (Murch et al., 2004). Este sistema é caracterizado também
pela menor ocorréncia de hiper-hidricidade (vitrificagdo), muito comum nas culturas em
meio liquido (Ziv, 2003).

Outro aspeto a salientar € que a troca de meio nas diferentes fases de cultivo ndo
exige manuseamento dos explantes, como acontece no sistema convencional. Apenas
0 recipiente que contém o meio de cultura é substituido, em camara de fluxo, sem que
aconteca qualquer manuseamento das plantas que se encontram no outro recipiente
(Paek et al., 2001). Este sistema é caracterizado por apresentar maior facilidade de uso
em comparagao com outros sistemas, além de possibilitar um maior periodo de cultivo
(Alvard et al., 1993; Etienne e Berthouly, 2002).

O biorreator SETIS™ ¢é um conceito melhorado do BIT. Este sistema vem
solucionar e resolver as desvantagens e problemas dos outros sistemas existentes. E
facil de manusear, compacto, seguro e oferece uma utilizagdo maxima da superficie. A
Fig. 3ilustra o procedimento e operacéo do SETIS™. Neste sistema existe um recipiente
do meio de cultura e um da cultura que estao interligados. A fase 1 é a fase estacionaria,
em que todo o meio estd localizado no recipiente inferior. A fase 2 consiste na
transferéncia do meio para o recipiente superior, correspondente a cultura, fornecendo
ar comprimido para o recipiente inferior. Apés a cultura ter estado em contacto com o
meio nutritivo por um periodo de tempo estipulado, o meio retorna para o recipiente

inferior pela forca da gravidade, esta é a fase 3. A Ultima fase é a fase de ventilagé&o,
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gque tem como objetivo a renovacéo da composicéo do ar, o ar comprimido é fornecido

para o recipiente de cultura (Vervit, 2019).

A renovagédo da atmosfera do recipiente de cultivo possibilita a remoc¢éo dos gases
libertados pelas plantas, os quais podem ter efeito inibidor no crescimento; além disto,

a renovacao do CO, do recipiente pode proporcionar um incremento no nivel de

fotossintese in vitro, desde que a luminosidade seja adequada. A constante renovagao
do ar durante o periodo de transferéncia do meio, pode eliminar os possiveis gases
prejudiciais produzidos pelo metabolismo das plantas que normalmente se acumulam

na fase gasosa dos sistemas (Perez Ponce,1998).

Os biorreatores utilizam meio de cultura liquido que permite a renovagéo do ar e
de nutrientes durante o cultivo, que resulta num maior crescimento e multiplicagdo
guando comparado com o meio solido. Essas condigbes podem permitir um crescimento
otimo das células vegetais, mediante uma regulacdo precisa dos fatores ambientais e

um fornecimento continuo de agua, nutrientes e oxigénio (Perez Ponce,1998).

= Ar comprimido

--------- > Direcéo do fluxo do meio de crescimento e do ar

Figura 3- Esquema ilustrativo de um biorreator do tipo SETIS™ (Vervit 2019). Fase 1:
Estacionaria; Fase 2: Fase de imersdo; Fase 3: Fim da imerséo; Fase 4: Fase de ventilagdo
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1.5. Objetivos do trabalho

O tamarilho é uma espécie cujo interesse econémico e biotecnolégico tem vindo
a crescer significativamente nos ultimos anos. As particularidades nutritivas dos seus
frutos sdo uma caracteristica apelativa para a producdo desta planta como espécie

fruticola.

O presente trabalho foi elaborado no d&mbito de uma das linhas de investigacao
que tem vindo a ser desenvolvida no laboratério de Biotecnologia Vegetal do Centro de
Ecologia Funcional da Universidade de Coimbra, relacionada com estratégias para a
producdo em larga escala do tamarilho. Os resultados até agora obtidos demonstraram
o0 interesse desta espécie e que a clonagem a partir de explantes juvenis é facil de obter
mediante diferentes técnicas de cultura in vitro como a proliferacéo de rebentos axilares,
organogénese e embriogénese somatica. Um dos objetivos principais € desenvolver e
fornecer sistemas de propagacdo de plantas de tamarilho, numa escala que permita a
sua producdo em biorreatores vegetais, sendo esta uma estratégia para aumentar a

capacidade de producao desta planta.

Deste modo, o trabalho de investigacdo desenvolvido teve como objetivo testar
diversos meios de cultura para a multiplicagdo e consequente producéo de tamarilho

em biorreatores de imersdo temporaria, associados a diferentes tempos de imersao.

Tém sido testados protocolos alternativos de propagacao e a organogénese € um
método de micropropagacdo com elevado potencial e que tem sido aplicado com
sucesso em inumeras espécies. Ensaios preliminares realizados em tamarilho
mostraram que alguns explantes de tamarilho tém a capacidade de formar meristemas
adventicios e consequentemente dar origem a novas plantas. Assim, outro objetivo foi
testar diferentes condi¢cdes de cultura com vista a indugdo de organogénese em
segmentos do limbo e peciolos. Este protocolo podera ulteriormente vir a ser testado
em biorreatores. Com 0 mesmo objetivo, 0 comportamento de calo embriogénico em
proliferacdo no meio solido e liquido, assim como a consequente formacao de embrifes

e plantulas também foi avaliado.
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Com o objetivo de verificar a qualidade das plantas produzidas in vitro, a
performance das plantas aclimatizadas provenientes de organogénese, embriogénese
somética e dos biorreatores de imerséo temporéria foi avaliada, apds o enraizamento,
através da observacédo de parametros morfolégicos e fisiologicos.
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2.1. Material Vegetal

Na realizacdo deste trabalho foi utilizado material vegetal previamente
estabelecido in vitro, nomeadamente plantas de tamarilho vermelho, estabelecidas
originalmente a partir da germinacdo de sementes e multiplicadas através da

proliferacdo de meristemas axilares, como diferentes linhas clonais.

Para a inducdo de organogénese em tamarilho, utilizaram-se seccfes de folhas
jovens e peciolos como explante, que tiveram origem em plantulas de tamarilho de
diferentes cultivares mantidos in vitro em meio MS (Murashige e Skoog, 1962) com 30
g/L de sacarose e 7 g/L de agar até se obter o tamanho de folhas ideal (1 — 1,5 cm de

comprimento).

Com o intuito de testar a proliferagéo de calo embriogénico (CE) em meio liquido
e 0 seu comportamento comparativamente com a proliferagdo em meio soélido, utilizou-
se uma linha pré-estabelecida de calo embriogénico (TSM 10). Esta linha foi induzida a
partir de folhas jovens de plantas estabelecidas in vitro em 2015, por via seminal, e
multiplicadas em meio MS com 30 g/L de sacarose e 0,2 mg/L de BA. Para a inducéo
de CE, os explantes do limbo foram fragmentados em porgfes de pequenas dimensdes
(3 @10 mm) e o conjunto das pequenas secc¢des correspondentes a um quarto da folha
colocados num tubo de ensaio em meio de indugéo e proliferagdo, composto por meio
MS com 90 g/L de sacarose, 5,0 mg/L de picloram e gelificado com 2,5 g/L de Phytagel
(Sigma). As culturas foram incubadas em estufa a 24+1 °C, no escuro, durante pelo
menos 12 semanas, até se conseguir isolar e subcultivar o CE. Este calo foi subcultivado
mensalmente em meio de inducéo e proliferacdo com a mesma composi¢cado do meio de

inducéo.
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2.2. Métodos

2.2.1. Germinagédo de sementes in vitro

Para o estabelecimento de clones de plantas de tamarilho vermelho de origem
seminal, foram isoladas as sementes de frutos maduros. Na desinfecdo superficial das
sementes estas foram submetidas a uma lavagem com 4gua e 2/3 gotas de tween 20
durante 5 min, seguindo-se uma passagem em etanol a 70% (v/v) de 30 a 60 seg. As
sementes foram depois desinfetadas numa solucéo de hipoclorito de calcio a 5% (p/v),
com agitacdo, durante 10 min., seguindo-se 3 lavagens com agua esterilizada. Depois
da desinfecdo as sementes foram inoculadas em tubos de ensaio (15 x 2,2 cm) com 13
ml de meio base MS, com 30 g/l de sacarose e 0,7% (p/v) de agar, sem reguladores de

crescimento.

A germinagdo ocorreu no escuro durante 2 semanas e apos esse periodo foram
transferidas para meio MS suplementado com 0,2 mg/L de BA e colocadas a luz, onde

permaneceram cerca de 3 semanas.

2.2.2. Micropropagacdo de 4apices meristematicos e segmentos

nodais

ApG6s a germinacgao, seguiu-se a micropropagacao através da cultura sucessiva
de 4pices meristematicos e segmentos nodais (1,5 cm) em tubos de ensaio, com meio
de proliferagdo de rebentos: meio MS suplementado com 0,2 mg/l de BA e 30 g/l de
sacarose. Foi adicionado ao meio 0,7 % (p/v) de agar e o pH foi ajustado para 5,6 - 5,8,

antes da autoclavagem a 121 °C, durante 20 minutos.

Todas as culturas estabelecidas foram subcultivadas mensalmente em meio de
cultura fresco, com a mesma composicdo do meio de proliferacdo de rebentos e
mantidos numa camara de crescimento a 24+1 °C, sob um fotoperiodo de 16h de luz

(15-20 ymol m2 st) e 8h escuro.
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Os rebentos obtidos apds proliferacdo foram transferidas para caixas Microbox
Combiness (97 x 120 mm, com filtro XXL), com cerca de 80 ml de meio MS contendo
30 g/l de sacarose e sem reguladores de crescimento. Mantiveram-se nas condi¢cdes
anteriormente referidas durante 4-6 semanas, até apresentarem um sistema radicular
bem desenvolvido e um porte que permitia a sua passagem para substrato (cerca de 6
cm de comprimento e folhas desenvolvidas) e aclimatizagéo (Fig. 6A).

Ap0s enraizamento dos rebentos, as plantas foram transferidas para vasos de 200
ml e posteriormente para vasos maiores de 1 L, contendo substrato constituido por uma
mistura de terra:perlite (2:1,v/v) e aclimatizadas em cémara climatica, com uma
intensidade luminosa de 15-20 pymol 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, até

serem transferidas para uma estufa de exterior.

2.2.3. Inducédo de organogénese

Para a inducao de organogénese, utilizaram-se como explantes o limbo e peciolos
de plantas jovens de tamarilho vermelho, micropropagadas em meio de multiplicagédo
(meio MS com 30 g/l de sacarose e 0,2 mg/l de BA), sendo que os diversos meios de
inducdo foram testados em placas multiwell (12 pocos) com utilizagéo de 4 explantes

por condigé&o.

As plantulas com cerca de 4-5 semanas em meio de multiplicacdo e 6-7 cm de
altura foram retiradas do tubo de ensaio e colocadas numa caixa de Petri para
dissecgdo. A zona apical (1 — 2 cm) foi removida e cultivada em novo meio de
multiplicac&do, com o objetivo de manter o stock de plantulas. As plantulas de tamarilho
foram mantidas em meio MS e repicadas a cada 8 semanas, de forma a garantir sempre

a disponibilidade de plantas com cerca de 4 semanas.
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O procedimento a seguir consistiu na excisdo das folhas da parte apical da
plantula e ap6s remogédo da nervura central, com o auxilio de um cortador de discos,
efetuou-se o corte dos discos com diametro de 0,5 cm. De seguida, foram colocados
nos pocos da placa multiwell, com a parte abaxial para baixo e os peciolos foram
cortados ao meio e ambos foram colocados em contacto com o meio de inducéo de
organogénese (CB1 a CB12 — Tab. 1) com 30 g/l de sacarose, de acordo com o
esquema de desenho experimental apresentado na figura 6B.

Neste trabalho, para todos os ensaios utilizou-se como meio base o meio MS
(Duchefa Biochimie). A este meio foram adicionadas diferentes concentracdes e
combinacdes de reguladores de crescimento (Tab. 1). Os reguladores de crescimento
utilizados para os ensaios de organogénese foram: 6-Benzilaminopurina (BA), acido 1-

naftilacético (NAA) e metatopolina (mT).

Os diferentes meios foram preparados a partir de solu¢des stock do meio MS
mantidas a -20 °C. As restantes solucdes, como as solugcfes stock dos diferentes

reguladores de crescimento foram conservadas & mesma temperatura.

As placas e 0s meios correspondentes a cada poco da placa multiwell foram
devidamente identificados, com o respetivo meio de inducéo e a data da cultura e
colocados ao escuro durante 3 semanas e posteriormente transferidos para uma estufa
sob temperatura de 24 °C, intensidade luminosa de 15 — 20 ymol m?2 s PAR e um

fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas de escuro.

Ao fim de 8 semanas de cultura avaliou-se o efeito das combina¢c8es hormonais e
registaram-se os parametros: formacgéo ou ndo de calo, inducéo de gemas e nimero de

rebentos formados.
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Tabela 1- Composi¢cdo dos meios de cultura utilizados na fase de inducdo do processo de

regeneracao de plantas por organogénese.

MEIO

CB1
CB2
CB3
CB4
CB5
CB6
CB7
CB8
CB9

CB10
CB11
CB12

COMPOSICAO
MS + 1,0 mg/L BA
MS + 2,0 mg/L BA
MS + 3,0 mg/L BA
MS + 1,0 mg/L BA + 2,0 mg/L mT
MS + 2,0 mg/L BA + 1,0 mg/L mT
MS + 1,0 mg/L BA + 0,25 mg/L NAA
MS + 2,0 mg/L BA + 0,25 mg/L NAA
MS + 1,0 mg/L mT + 0,25 mg/L NAA
MS + 2,0 mg/L mT + 0,25 mg/L NAA
MS + 1,0 mg/L mT
MS + 2,0 mg/L mT
MS + 3,0 mg/L mT

2.2.3.1. Alongamento de rebentos e enraizamento

Ap6s 8 semanas de inducdo, os explantes que responderam com a formacao de

rebentos adventicios foram transferidos para um novo meio, constituido por uma

concentragdo mais baixa da citocinina BA (0,2 mg/L), de forma a promover o

alongamento dos rebentos. Esse alongamento foi testado em meio sélido e em meio

liqguido com a composicao referida. Ao fim de 4 semanas em meio de alongamento, 0s

rebentos, com 6 cm, foram isolados e transferidos para meio de enraizamento, onde

permaneceram 4 semanas. As plantas obtidas foram aclimatizadas conforme descrito

na seccao 2.2.2.
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2.2.4. Proliferacéo de calo embriogénico em sistemas de imersao

permanente

Foi mantido calo embriogénico previamente induzido em tubos de ensaio (15 x 2,2
cm) com cerca de 13 ml de meio de inducao de ES (meio MS suplementado com 9% de
sacarose e 5 mg/L de Picloram e gelificado com 2,5 g/L de Phytagel) numa camara a

2511 °C e no escuro em subculturas mensais em meio fresco e nas mesmas condi¢des.

Com o intuito de avaliar o potencial de proliferacdo do calo embriogénico em
sistemas de imersdo permanente (i.e. em meio liquido), foram transferidas massas de
calo (40 mg) para frascos (meio de indugéo gelificado) e para Erlenmeyers com 20 ml
de meio de inducéo liquido, em agitacdo (Fig. 6C). Ao fim de 3 (t3) e 6 (t6) semanas foi
registada a massa (m) de calo para as duas condi¢cbes e avaliado o incremento de

proliferacdo através da formula: Incremento ts= mts — mto e Incremento ts= mts — mts.

Amostras de calo provenientes de proliferacdo em meio gelificado e em meio
liguido foram transferidas para meio de desenvolvimento — meio TM (meio base MS com
4% p/v de sacarose, sem reguladores de crescimento) e incubadas nas mesmas
condi¢cbes de 25+1 °C, no escuro, durante 4 semanas. Os explantes que apresentaram
formacdo de embrides foram selecionados, de seguida procedeu-se ao registo no
namero de embriées formados e estes foram transferidos para novos tubos (15 x 2,2
cm) com meio de germinagdo — meio TG (meio base MS com 2,5% p/v de sacarose,
sem reguladores do crescimento) de acordo com o esquema da figura 4, e colocados
em estufa sob um fotoperiodo de 16 h luz/8 h escuro a 24+1 °C. Ap6s o surgimento de
plantulas, houve contabilizacdo das mesmas e a partir do momento em que a raiz estava

bem desenvolvida, as plantulas foram aclimatizadas.

26| Pdgina



MATERIAL E METODOS

Calo embriogénico

3 e 6 semanas
Pesagem do calo

Meio TM

ApOs 4 semanas
Meio TG

Formagdo de plantulas

Meio sélido (Controlo) Meio liquido

Figura 4- Processo de proliferacdo de CE em meio sélido e liquido, formacao de embrides e plantulas
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2.2.5. Proliferacéo de rebentos em biorreator de imerséo temporéria

Para os ensaios de proliferacdo em sistema de imersdo temporaria foi utilizado
material vegetal previamente estabelecido em cultura, nomeadamente linhas de clones
de plantas de tamarilho vermelho de origem seminal, que se encontravam em tubos de
ensaio com meio de proliferagdo de rebentos, meio MS suplementado com 0,2 mg/L de
BA e 30 g/L de sacarose e mantidos em camara de crescimento a 24 £ 1 °C, sob um
fotoperiodo de 16h de luz (15-20 umol m2 s?) e 8h escuro.

Com o intuito de identificar o melhor meio para a multiplicacdo de rebentos de
tamarilho em sistema de imersdo temporaria, testaram-se 9 meios, com combinacdes
hormonais, e de tempos de imersao e arejamento diferentes (Tab. 2). Os biorreatores A
e B correspondem a meios de cultura com concentragfes de 0,5 e 1,0 mg/L de BA,

respetivamente.

O desempenho e o comportamento dos explantes foi avaliado em biorreator de
imersdo temporaria (BIT) da marca SETIS™, utilizando 30 explantes por tratamento e
um volume de 1 L de meio de cultura por recipiente, autoclavado a 120 °C durante 20
minutos, diretamente dentro dos recipientes. Os tubos, os filtros e o recipiente de cultura
foram também previamente autoclavados. Apds a secagem do material e arrefecimento

do meio de cultura procedeu-se a montagem do sistema (Fig. 5A).

As plantulas utilizadas foram retiradas do meio gelificado e em condi¢es
asséticas realizou-se o corte das folhas, do tecido oxidado e da parte apical da planta
com a ajuda de pinga e bisturi, cujo tamanho dos explantes variou entre 2-4 cm.
Posteriormente, os segmentos foram transferidos para a parte superior do BIT. Apés
introdug&o nos biorreatores, o material vegetal foi acondicionado em sala de cultura a
24 £ 2 °C, fotoperiodo de 14 h e irradidncia PAR média de 20 pmol m-s: (Fig. 5B).

Ao fim de 4 semanas, apés o alongamento e multiplicacdo dos rebentos, estes
foram transferidos diretamente para substrato, constituido por uma mistura de
terra:perlite (2:1,v/v), para enraizarem. Ap6s o desenvolvimento radicular, os rebentos

foram aclimatizados. As taxas de aclimatizacdo (TA) das plantas resultantes foram

N° plantas aclimatizadas

calculadas de acordo com a seguinte férmula: TA= x 100 .

N° total de plantas
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Tabela 2 - Composi¢éo dos meios de cultura e condi¢gfes de imersao utilizados na multiplicagdo de rebentos
de tamarilho no sistema de imersdo temporaria.

TIPO DE MEIO CONDICOES DE IMERSAO

MEIO MS + CITOCININA

0,5 mg/L BA- Biorreator A 3’/ 3h sem aeracao
1,0 mg/L BA — Biorreator B 3’/ 3h sem aeragao
0,5 mg/L mT 3’/ 6h + 60"/ 6h de aeracao
0,5 mg/L Zea 3’/ 6h + 60/ 6h de aeragao
0,5 mg/L TDZ 3’/ 6h + 60"/ 6h de aeracao
MEIO MS + CITOCININA + AUXINA
1,0 mg/L BA + 0,1 NAA 3’/ 3h sem aeracao
0,5 mg/L mT + 0,05 mg/L NAA 3’/ 6h + 60"/ 6h de aeracao
0,5 mg/L Zea + 0,05 mg/L NAA 3’/ 6h + 60"/ 6h de aeragao
5 mg/L TDZ + 0,05 mg/L NAA 3’/ 6h + 60"/ 6h de aeragao

e e B

Figura 5- Biorreator de imersdo temporaria. (A) Componentes do SETIS™; (B) Biorreatores com o
material vegetal acondicionado em sala de cultura.

29| Pagina



MATERIAL E METODOS

(A)Multiplicagdo de meristemas axilares
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Tamarilho Fitémero numa fase inicial alongamento
vermelho
(B) Organogénese
Peciolos
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Tamarilho
vermelho Placas multiwell Rebentos

(C) Embriogénese somatica

Tecido embriogénico
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Subculturas Calo com embridGes Plantulas

Calo embriogénico somaticos

Figura 6- Métodos de micropropagacdo de tamarilho: (A) Proliferacdo de meristemas axilares; (B) Organogénese;
(C) Embriogénese somatica.
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2.2.6. Avaliacado de parametros morfolégicos e biomassa das plantas

aclimatizadas

Ap6s 6 semanas de aclimatizacdo, as plantas de cada tratamento foram
transferidas para a estufa e medida a altura e quantificada a biomassa de 3 exemplares
por tratamento. Para o registo da biomassa a parte aérea e radicular foram separadas
e secas a uma temperatura de 40 °C durante 15 dias, altura em que o peso seco foi

determinado.

2.2.7. Avaliacdo da resposta fisiologica das plantas aclimatizadas

2.2.7.1. Avaliagao das trocas gasosas e fluorescéncia da

clorofila a

A taxa de assimilacdo de CO; (A, umol CO, m2 s), a condutancia estomaética (gs,
mol H,O m2 s?), a taxa de transpiracéo (E, mmol H.O m? s™) e o conteldo intercelular
de CO; (Ci, ppm) foram medidos em 3 réplicas por tratamento, usando um analisador
de gases por infravermelho portatil (LCpro-SD, ADC BioScientific Ltd., UK), equipado
com camara de folha. Foi também calculado o parametro de intrinsic Water Use

Efficiency (WUEI), assim como o racio entre A e E.

Para averiguar a intensidade da luz de saturacgéo, curvas A/PPFD (photosynthetic
photon flux density; curvas de luz de resposta da assimilacdo de CO,) foram efetuadas
com os seguintes PPFDs: 2000, 1500, 1000, 750, 500, 250, 100, 50 e 0 ymol m? s,
Depois de analisar a relacdo A/PPFD, medi¢cdes pontuais a intensidade da luz de
saturagéo foram efetuadas a 500 pymol m? s. As seguintes condi¢cdes foram mantidas
constantes dentro da camara: fluxo de ar (200 mol s?), temperatura (25 °C), CO;

atmosférico e a concentracao em H,O.
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Para a determinacido da fluorescéncia da clorofila a em “estado estacionario”
utilizou-se um fluorébmetro portétil (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 quantico da fotoquimica
do fotossistema Il [pPSII; equivalente a (F'm —F)/F’m)]. As folhas foram depois mantidas
no escuro durante cerca de 20 minutos para obter a fluorescéncia minima (F0), a
fluorescéncia méxima (Fm), fluorescéncia variavel (Fv; equivalente a Fm-F0), o
rendimento quantico da fotoquimica do PSII (Fv/Fm) e a extingao ndo-fotoquimica [Non-

photochemical quenching, NPQ; equivalente a (Fm/F’'m)™].

2.2.8. Andlise estatistica

A andlise estatistica das amostras foi feita através do programa GraphPad Prism
6 tendo-se realizado uma ANOVA de duas vias em 10 réplicas por tratamento,
comparando a proliferacdo de CE em meio soélido e liquido ao longo do tempo.

Na avaliacdo dos parametros morfolégicos e fisiolégicos das plantas aclimatizadas

utilizou-se o teste de Tukey com 3 réplicas, comparando os diferentes tratamentos.

Para andlise do nimero de embrides e plantulas formadas de calo proveniente de
meio solido e liquido utilizou-se um teste t, assim como nos ensaios do tamanho médio

dos rebentos, provenientes dos biorreatores de imersao tempordaria.
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3.1. Organogénese

3.1.1. Otimizacéo das condi¢fes de inducéo

O efeito de diferentes meios de cultura na inducdo de organogénese em tamarilho
foi analisado, por observacdes peridédicas do comportamento dos explantes (de duas
em duas semanas), os resultados intermédios e finais foram registados apos 4 e 8
semanas de cultura, respetivamente e estdo apresentados na figura 7 e na tabela 3. Na
figura 8, observam-se os resultados obtidos nos ensaios realizados em multiwell, nos
quais os discos foliares foram colocados em diferentes meios de inducéo (Fig. 8A) e

apos 8 semanas de cultura observou-se a formacgéao de rebentos (Fig. 8B).

A partir da analise dos resultados patentes na tabela 3 verificou-se que, de um
modo geral, houve um maior nimero e tamanho médio de rebentos provenientes de
indugdes no limbo, comparativamente as do peciolo. Verificou-se ainda que o numero e
o tamanho médio dos rebentos formados foi distinto e variou consoante o meio de
indugédo de organogénese aplicado. No meio CB2 (2 mg/l BA) formou-se um maior
namero de rebentos (11 rebentos a partir de 8 explantes do limbo) e um maior nimero
de plantas aclimatizadas com sucesso, originadas a partir desses rebentos. Para além

disso, verificou-se a formagéao de mais do que um rebento por explante.

A partir da observacao do desenvolvimento dos explantes, ao longo do periodo de
inducéo (Fig. 7) verificou-se que, ao fim de 4 semanas de cultura, a formagéo de calo
nos meios CB4 (1,0 mg/l BA + 2,0 mg/L mT) e CB6 (1,0 mg/L BA + 0,25 mg/L NAA) era
visivel e nos meios CB1 (1,0 mg/L BA), CB2 (2,0 mg/L BA),CB3 (3,0 mg/L BA) e CB5
(2,0 mg/L BA + 1,0 mg/L mT) j& se observava o inicio da formacao de gemas. Apés 8
semanas de cultura, os rebentos encontravam-se bem desenvolvidos e em condi¢bes

de serem transferidos para meio de alongamento.
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No que respeita a formacao de rebentos a partir do processo de organogénese,
0s resultados mostraram que nos meios CB2 e CB3 o numero de rebentos formado foi
superior em relacdo aos restantes meios (CB1, CB4, CB5 e CB6). Observou-se ainda
que nos meios CB7, CB8, CB9, CB10, CB11l e CB12 nao ocorreu indugao de

meristemas adventicios.

Para além da formacéo de rebentos, ao fim de 4 semanas verificou-se a formacéo
de raizes adventicias (Fig. 9) ho meio CB6 (1,0 mg/L BA e 0,25 mg/L NAA). Nos meios
em gue se usou apenas a citocinina BA observou-se a formacéo de gemas, visiveis em
todo o explante (Fig.7, meio CB1, CB2 e CB3). No caso da utilizacdo simultanea do BA

com uma auxina, a formacao de gemas também se verificou (Fig. 7, meio CB6).

Na tabela 3 estdo indicados os meios de inducdo (CB1-CB6) onde se observou a
formacao de rebentos axilares. Nos meios CB4 e CB6 houve a formagao de um nimero
reduzido de rebentos (3 e 4 rebentos, respetivamente), comparativamente com 0s
restantes meios. Pela observacéo da figura 7, nesses meios (CB4 e CB6) verificou-se
uma grande formacdo de calo no explante, ao fim de 4 semanas de inducéo,

comportamento este que ndo se observou para 0s outros meios.
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CB1

CB2

CB3

CB4

CB5

CB6

4 Semanas

8 Semanas

Figura 7- Resposta dos segmentos do limbo e peciolos de tamarilho nos diferentes
meios, apos diferentes periodos de cultura - 4 e 8 semanas. As barras correspondem

alcm.
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Tabela 3- Efeito de diferentes meios de cultura na indugdo de organogénese, em do limbo e peciolos de
tamarilho vermelho, apds 8 semanas de cultura. Registo do nimero de plantas aclimatizadas com sucesso,
apos a fase de alongamento e enraizamento.
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Figura 8- Ensaios de organogénese em multiwell, com
meios de indugédo: 1,0, 2,0 e 3,0 mg/L de BA. A) Discos
foliares; B) Resposta organogénica apés 8 semanas de
cultura. As barras correspondem a 1 cm.

L N° rebentos Comprimento médio do rebento
N° explantes inicial Plantas
Tratamento formados (cm) aclimatizadas
Limbo | Peciolos | Limbo Peciolos Limbo Peciolos com sucesso
CB1 8 8 4 2 1,25+0,1 0,87 +£0,3 6
CB2 8 8 11 4 1,58 +0,8 0,62+0,4 15
CB3 8 8 7 4 0,87+£0,5 0,67 £0,6 11
CB4 8 8 1 2 0,98 £0,2 0,89 £ 0,6
CB5 8 8 5 3 1,00£0,1 0,86 £ 0,6
CB6 8 8 2 2 1,35+£0,6 1,10+£0,3 0
3
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AL @ ) @
3
3
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Figura 9- Raizes adventicias formadas no meio CB6. (A) Inicio da
formacéo da raiz (B) Raizes densenvolvidas, ap6s 4 semanas de cultura.
As barras correspondem a 1 cm.

3.1.2. Alongamento e enraizamento dos rebentos e aclimatizacdo das

plantas provenientes de organogénese

Os rebentos obtidos por organogénese, com menos 1 cm de comprimento, foram
transferidos para um meio MS suplementado com 0,2 mg/L de BA, durante 2 — 4
semanas, de forma a estimular o seu alongamento, para um mais eficaz enraizamento.
Todos os rebentos formados com pelo menos 1 cm de comprimento foram isolados do
explante que Ihes deu origem e transferidos diretamente para meio de enraizamento. O
enraizamento desses rebentos foi conseguido cultivando-os em meio MS sem

hormonas.

Os resultados do comportamento dos rebentos, na fase de enraizamento in vitro,
provenientes de diferentes meios de inducéo foi registado ao fim de 4 semanas, em

meio de enraizamento e estdo registados na tabela 4 e na figura 10.

A excecdo dos rebentos provenientes dos meios CB4 e CB6, verificou-se que
todos os rebentos enraizaram com sucesso e sem diferengas significativas para os
parametros de desenvolvimento radicular registados (Tab. 4), entre os 4 tratamentos de
inducao de organogénese. Em todos os tratamentos observou-se a presenca de raizes
secundarias e a auséncia de calo na base nos meios CB1 e CB3 e a presenga de calo

em alguns rebentos dos meios CB2 e CB5.
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O meio CB2 (2 mg/L BA) e CB5 (2,0 mg/L BA + 1,0 mg/L mT) foram os que
apresentaram o tamanho médio dos rebentos superior, em relagdo aos restantes meios
de inducéo (Tab.4).

Com o intuito de avaliar o alongamento em meio liquido, explantes do limbo com
4 semanas de inducdo foram submetidos a condi¢cdes de imersdo permanente, no
entanto sem sucesso relativamente a formacdo de rebentos, tendo-se verificado a
formacdo de umas estruturas nodosas e compactas nos explantes com morfologia
irregular (Fig. 11).

Tabela 4- Registo dos pardmetros de caracterizacdo dos rebentos caulinares provenientes de diferentes
tratamentos na fase de indugéo do processo de organogénese, apés 0 seu enraizamento iN Vitro. Os
valores apresentados correspondem ao valor médio £ SD (n>8).

No ME COMPRIMENTO CALO NA COMPRIMENTO RAizES
° MEDIO DE . . -
TRATAMENTO RAIZES MEDIO DA MAIOR BASE MEDIO DO SECUNDARIAS
RAIZ (CM) (NAO/Siv) REBENTO (CM) (SIM/NAO)
CB1 283+1,1 533+0,5 100% N 1,75+ 0,7 100% S
80% N 7% N
CB2 287+1,7 5,63+1,7 20% S 2,97 +1,3 93% S
CB3 3,13+1,8 5,88+1,3 100% N 2,75+1,9 100% S
cB5 2,63+1,3 7.31+25 1% S 3,00+ 1,0 100% S
1 - 1 L - L 93% N L - L
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CB1 CB2 CB3

CB4 CBS CB6

Figura 10- Enraizamento in vitro de rebentos de tamarilho vermelho provenientes de
diferentes meios de inducéo de organogénese. As barras correspondem a 1 cm.

Figura 11- Explantes do limbo com 4 semanas de
inducdo, em meio de alongamento celular e em
condi¢des de imersédo permanente.
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Na fase de aclimatizacdo (Fig. 12) todas as plantas provenientes de uma
organogénese bem-sucedida foram aclimatizadas com sucesso. As plantas
apresentaram um bom desenvolvimento radicular e da parte aérea, com folhas grandes

e cor verde intensa.

Figura 12- Diferentes estadios de aclimatizacdo das plantas provenientes do processo de organogénese.
(A) Apos 2 semanas; (B) Apds 4 semanas; (C) Apds 6 semanas de aclimatizagéo.

3.2. Proliferacéo de calo embriogénico em sistemas de imerséo

permanente

Nos resultados referentes a proliferacdo de calo embriogénico em imerséo
permanente em meio liquido (Fig. 13) verificaram-se diferengas significativas entre o
crescimento de calo no meio liquido e no controlo em meio solido, sendo que no meio
liquido o incremento foi superior ao fim de 3 e 6 semanas em relagdo ao meio solido.
Houve um visivel crescimento e desenvolvimento do calo embriogénico em meio liquido,
atingindo um incremento de aproximadamente 140 mg, a partir de uma massa inicial de
40 mg. No meio solido houve um ligeiro aumento da massa de calo nas primeiras 3
semanas de cultura, no entanto o mesmo ndo se verificou ao fim de 6 semanas de
cultura. Desta forma, o meio liquido mostrou ser o melhor para a proliferagdo de calo
embriogénico.
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Figura 13- Proliferacao de calo embriogénico em meio sélido e liquido, com o respetivo
incremento em mg, ao fim de 3 e 6 semanas de cultura.

Parte desse calo que esteve em proliferacdo em meio liquido (Fig. 14A) foi
transferido para meio de desenvolvimento (MS com 4% de sacarose, sem auxinas), que
levou & formacédo de embrides (Fig. 14B). O numero de embrifes resultantes de calo
gue esteve em proliferacdo no meio liquido foi significativamente superior, em
comparacgdo com o meio solido (Fig. 15A). Apés a transferéncia dos embrides para meio
de germinagao ocorreu o desenvolvimento de plantulas (Fig. 14C), também em nimero
superior no meio liquido, proporcionalmente ao que ja se verificava na etapa de

desenvolvimento dos embrides, embora néo significativamente (Fig. 15B).

Devido a problemas técnicos durante a fase de aclimatizacdo, nenhuma das
plantulas obtidas, quer no sistema de proliferagédo de calo em meio liquido quer em meio
sé6lido, sobreviveu, pelo que ndo foi possivel avaliar as taxas de sobrevivéncia apos a

fase de aclimatizagéo.
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Figura 14- Embriogénese somatica. A) Proliferacdo de CE em meio liquido; B) Embrido
resultante da proliferacdo de CE em meio liquido; C) Formag&o de plantulas.
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Sélido Liquido Sélido Liquido

Meio de cultura Meio de cultura

Figura 15- Embriogénese somética. A) Numero de embrides; B) Numero de plantulas formadas a partir de
CE em meio liquido e sélido de prolifera¢do.* indica diferencas significativas nos tratamentos.
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3.3. Proliferacao de rebentos em biorreator de imersao

temporaria

Neste ensaio foram testadas diferentes composi¢cdes do meio de cultura, assim
como condicbes de imersdo (Tab. 2, seccdo 2.2.4, Material e Métodos) para a

proliferacdo de tamarilho em biorreatores de imerséo temporaria.

Para o material em cultura nos biorreatores A e B (meio de culturacom 0,5e 1,0
mg/l de BA, respetivamente) observou-se que, apos 4 semanas de cultura, era visivel o
alongamento acentuado dos segmentos, no entanto ndo se verificou o desenvolvimento
de rebentos axilares (Fig. 16). De salientar ainda, o comportamento de alguns rebentos

provenientes do biorreator B, onde se observou a presenca de raizes (Fig. 16).

O alongamento dos rebentos foi quantificavel, através do registo do seu tamanho
médio, verificando-se diferencas significativas nos dois biorreatores, sendo que no
biorreator A foi de 4,8 + 1,47 cm e no biorreator B de 5,7 £ 1,32 cm (Fig. 17). De qualquer
modo, e ao longo do tempo de cultura dos rebentos em ambos os biorreatores, os
explantes ndo apresentaram sinais de hiperidricidade, mostrando-se vigorosos, alguns

com um tamanho consideravel e a formacao de pelo menos 3 folhas por rebento.

Com o objetivo de se conseguir taxas de multiplicacéo efetivas, foram realizados
mais ensaios com diferentes meios e condi¢des de cultura (Fig. 18). A semelhanca dos
testes anteriores, analisou-se 0 comportamento e o desenvolvimento dos rebentos no
BIT. Ao fim de 3 semanas o desenvolvimento dos rebentos axilares era ja visivel (Fig.
18A e 18B), mantendo-se a sua cor verde original. No entanto, ap6s 4 semanas de
cultura verificou-se uma oxidacao acentuada da totalidade dos explantes e em todos 0s

meios de cultura testados (Fig. 18C).
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Biorreator A Biorreator B
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Figura 16- Segmentos resultantes de biorreator de imersé@o temporaria (A e B), ap6s 4 semanas de
cultura. Nos rebentos do biorreator B observaram-se raizes. As barras correspondem a 1 cm.

Tamanho médio dos rebentos

*

- |

Comprimento (cm)
N
1

T
Biorreator A Biorreator B

Figura 17- Tamanho médio dos segmentos provenientes dos dois

biorreatores (A e B), com composi¢Bes diferentes do meio de
cultura,* indica diferencas significativas nos tratamento. p < 0,05
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Figura 18- Comportamento dos segmentos de tamarilho em biorreator de imerséo temporéaria ao longo do
tempo. (A) 1 semana de cultura; (B) 3 semanas; (C) 4 semanas.

3.3.1. Enraizamento dos rebentos e aclimatizacao das plantas

provenientes dos biorreatores de imersao temporéaria

O enraizamento dos rebentos, provenientes dos biorreatores A e B, foi realizado
ex vitro (Fig. 19) e ao fim de 3 semanas observou-se um desenvolvimento radicular mais
rapido e mais acentuado nas plantas provenientes do Biorreator B (Fig. 19D), cujo meio
de cultura utilizado na fase de proliferacdo continha 1,0 mg/L de BA. Para as plantas do
Biorreator A o0 processo de enraizamento foi realizado exatamente nas mesmas

condi¢des, no entanto a formacao de raizes foi mais tardia (Fig. 19B).

A aclimatizagdo das plantas ocorreu em simultdneo com o0 seu enraizamento,
obtendo-se taxas de 75% de sobrevivéncia das plantas do Biorreator A e 92% para o
biorreator B. As plantas do biorreator A eram notoriamente menos desenvolvidas (Fig.
19A e 19B), em comparacdo com as do biorreator B, que se apresentavam mais
vigorosas e com uma expansao foliar (Fig. 19C) e radicular (Fig. 19D) mais evidentes.
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Figura 19- Aclimatizagdo de plantas de tamarilho provenientes de biorreator de imerséo
temporaria (Bioreator A e B) e desenvolvimento radicular correspondente.
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3.4. Parametros de crescimento e estado fisiolégico das plantas
aclimatizadas provenientes de organogénese e biorreatores de

imersao temporéaria

Ap6s a fase de aclimatizagdo, para avaliar os parametros de crescimento e
desenvolvimento das plantas, foram pesadas as biomassas da parte aérea e radicular
e registada a altura das plantas, obtidas através dos diferentes métodos de propagacao
e também de um grupo de plantas, obtidas através da germinac¢ao de sementes, e que

funcionou como controlo, cuja metodologia esta explicada nos métodos ha seccédo 2.2.1.

Como é visivel na figura 19, as plantas provenientes da germinagédo de sementes
apresentaram uma area foliar maior e raizes mais desenvolvidas. No que diz respeito a
quantificacdo da biomassa da raiz e parte aérea, esse mesmo grupo das plantas
distinguiu-se significativamente das restantes, com valores de peso seco que

ultrapassam os 400 mg (Fig. 21A e B).

Comparando apenas as plantas obtidas através dos diferentes métodos de
propagacao, pode observar-se que as plantas obtidas na condicdo CB1 (1 mg/L BA na
inducdo de organogénese) e do biorreator B (1 mg/L BA) foram as que apresentaram
valores de biomassa mais baixos, o que se confirma pela andlise da figura 20. Foram
também as que apresentaram um maior comprimento (maior alongamento), sendo de
registar uma relacéo inversa entre a biomassa (Fig. 21A e B) e a altura da planta (Fig.
21 C). Estes 2 grupos de plantas apresentaram ainda valores superiores de potencial
hidrico (Fig. 21D).

Relativamente a altura das plantas (Fig. 21C), as médias registadas para o
comprimento da parte aérea das plantas dos varios tratamentos mostraram ser
significativamente diferentes. As plantas provenientes de organogénese do meio de
inducdo CB3 (3,0 mg/L BA na inducdo de organogénese) e as plantas do biorreator A
(0,5 mg/L BA na proliferacéo de rebentos axilares) destacaram-se pelo facto de terem
registado valores inferiores, em simultaneo com valores altos de biomassa, 0 que revela

a maior robustez destas plantas comparativamente aos outros tratamentos.
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O parametro do potencial hidrico (Fig. 21D) é um indicador bastante importante
para a compreensao das relagfes hidricas nas plantas e entre estas e o meio exterior
(solo e atmosfera). O grupo das plantas do biorreator A apresentaram um valor maior
neste parametro, comparativamente com o0s restantes tratamentos, com valores de
— 0,5 MPa, aproximadamente.
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Germinantes

CB1

CB2

CB3

CB5

Biorreator A

Biorreator B

Figura 20- Plantas representativas dos diferentes tratamentos em estudo e raizes
correspondestes, apo6s a fase de aclimatizagao. Destaque da parte aérea e radicular. As barras
correspondem a 1 cm.
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Figura 21- Parametros de crescimento e desenvolvimento e estado hidrico das plantas aclimatizadas.
Letras diferentes representam diferengas significativas, segundo o teste de Tukey (p <0,05).
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Relativamente aos parametros de trocas gasosas efetuadas pelas plantas foi
analisado o conteudo intracelular de CO: (ci), a taxa de transpiragéo (E), a condutancia
estomatica (gs), as médias de assimilagdo de CO; (A) e a intrinsic water use efficiency
(WUEI) (Fig. 22).

Para o parametro ci (Fig. 22A) ndo se observaram diferencas significativas entre
os tratamentos. Em todos eles o contelido intracelular de CO, manteve-se entre os 200

e 0s 300 ppm, com poucas oscilacBes entre os diversos tratamentos.

No parametro E (Fig. 22B) os resultados foram semelhantes ao que se observou
em A (Fig. 22D). As taxas de transpiragdo assim como a assimilagdo de CO, foram
superiores em plantas provenientes do biorreator A.

Relativamente a gs (Fig. 22C) constatou-se que a condutancia estomética foi
superior nas plantas do tratamento do biorreator A, ainda que nao se tenham verificado

diferencas significativas.

Sendo WEUi (Fig. 22E) o racio dos dois parametros previamente descritos, e tal
como era esperado, as plantas do biorreator A apresentaram uma maior eficiéncia no
uso de 4gua, embora nao se tenham verificado diferencas significativas entre as plantas

dos outros tratamentos.

Na avaliagdo da fluorescéncia da clorofila a, também né&o se verificaram diferengas
significativas entre os tratamentos, tendo os valores do rendimento maximo oscilado

entre 0os 0,6 e 0,8.

No rendimento quéantico do fotossistema Il (Fig. 23 A) ndo se observaram
diferencas significativas nos tratamentos, no entanto na eficiéncia fotoquimica do
fotossistema 1l (Fig. 23B) j& se verificaram diferencas significativas, sendo que as
plantas provenientes de organogénese do meio CB1 (1 mg/L BA) apresentaram valores

superiores a semelhanca das germinantes, em comparagédo com 0s outros tratamentos.
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Figura 22- Parametros fotossintéticos registados nas plantas provenientes de organogénese e dos
biorreatores. A) Conteldo intracelular de CO: (ci); B) Taxa de transpiragdo (E); C) Condutancia
estomatica (gs); D) Assimila¢@o de COz2 (A); E) Intrinsic water use effiency.
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Figura 23- Parametros de fluorescéncia da clorofila. A) Rendimento quantico do fotossistema |l
(PSIl); B) Eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il (Fv/Fm). Letras diferentes representam
diferencas significativas, segundo o teste Tukey (p <0,05).
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DISCUSSAO

4.1. Organogénese

4.1.1. Otimizacao das condi¢des de inducgéo

Ao longo dos ensaios realizados, a citocinina BA mostrou desempenhar um papel
fundamental na inducdo de rebentos de tamarilho, uma vez que em todos o0s
tratamentos em que este regulador de crescimento foi utilizado isoladamente, ocorreu a
formacédo de rebentos. Em conjugacdo com a metatopolina (mT, meios CB4 e CB5) e
com o NAA (meio CB6), em concentracdes especificas, também ocorreu a formacao de
rebentos. O mesmo ndo aconteceu quando se utilizou a metatopolina isoladamente ou
em combinagdo com outros reguladores de crescimento. Dos resultados obtidos foi
também possivel observar que os explantes do limbo foliar ttm melhor capacidade de
regeneracgao do que os explantes de peciolos quando cultivados em meio suplementado
com BA.

O efeito do BA na inducgéo da formacéo de rebentos é descrito em varios trabalhos
e foi estudado em diferentes espécies de plantas lenhosas ou ndo e em diversos
explantes (Atkinson e Gardner, 1993; Ntui et al., 2009; Mohamed et al., 2012). Esta tem
sido referida como a citocinina mais utilizada na inducdo de organogénese, aplicada
isoladamente ou em combinagcdo com as auxinas NAA e IBA, estas ultimas numa
concentracdo baixa (Mousavi et al., 2012). No caso da aplicagéo isolada do BA, é
comummente referido que os meristemas adventicios se formam com frequéncia a partir

de estruturas nodulares compactas (Atkinson e Gardner, 1993).

Embora existam varios fatores que possam influenciar a resposta organogénica,
h& muito tempo que se conhece que este tipo de morfogénese é regulado por um
balanco entre auxinas e citocininas (Skoog e Miller, 1957). No entanto, no caso do
tamarilno e nas combinagBes de reguladores de crescimento testadas, apenas se
obtiveram rebentos no meio CB6 (1,0 mg/L BA + 0,25 mg/L NAA).

Nos meios CB4 e CB6 verificou-se um reduzido nimero de rebentos formados, e
uma acentuada formacdo de calos em praticamente todo o explante, comportamento
este que pode justificar a inibicdo da formacao de rebentos, descrito noutras espécies
(Dal Vesco e Guerra, 1999; Mantovani et al., 2001). Esta formacdo de calo na
extremidade dos explantes ja foi discutida e estudada em varias espécies, incluindo o
tamarilho (Atkinson e Gardner, 1993; Guimaraes, 1996; Moyom et al., 2009; Sujatha et
al., 2005).
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A formacdo de raizes no meio CB6, poderd estar associada a presenca de
concentracoes elevadas da auxina NAA no meio de cultura. O papel das auxinas na
cultura de tecidos tem sido descrito como fundamental na organizacdo de meristemas,
promovendo a formacgdo de tecido desorganizado (calo) ou o6rgaos definidos,
geralmente raizes (Gaspar et al., 1996). Na cultura de tecidos, o NAA é muitas vezes
utilizado em conjugacdo com BA para inducdo de organogénese. O seu efeito na
inducdo de rebentos caulinares verifica-se a baixas concentra¢des, uma vez que a
medida que estas vao aumentando, o seu efeito € mais acentuado na formagé&o de calo
(Moyom et al., 2009), o que acaba por inibir a formacédo de rebentos (Mezzetti et al.,
1996; Dal Vesco e Guerra, 1999; Mantovani et al., 2001) e a formacao de raizes.

E de salientar que o papel das auxinas e citocininas na cultura de tecidos,
nomeadamente na formagé&o de calo e raizes tem sido alvo de estudo ndo apenas no
tamarilho (Guimaraes et al.,, 1991; 1996) mas também noutras espécies da mesma
familia como a beringela, o tomateiro e na batateira (Esna-Ashari e Villiers,1998; Anjum
e Ali, 2004) associado a diferentes tipos de explantes.

A formacdo de raizes também é um exemplo de organogénese, mas em termos
de micropropagacgédo interessa apenas obter gemas caulinares que, apos sofrerem
alongamento e darem origem a rebentos que possam ser enraizados e formar plantas.
Pode haver formagédo de meristemas adventicios que se desenvolvem em rebentos
caulinares ou formagédo de um calo a partir do qual se diferenciam gemas. Em algumas
espécies a formagdo de nddulos organogénicos, estruturas compactas, de forma
esférica podem multiplicar-se de forma autébnoma e evoluir em rebentos caulinares
(Hussain et al., 2012). No meio CB6, onde se verificou a formacéo de raizes a partir dos
explantes, observou-se a formacao de rebentos, que esta de acordo com a referéncia
mencionada. No entanto, durante a fase de enraizamento os rebentos ndo formaram
raizes adventicias. Tudo indica que a presenca do NAA no meio CB6 de inducao inibiu
0 enraizamento dos rebentos. No meio CB4, houve formacéo de calo e de rebentos, no
entanto também né&o se verificou a formacgéo de raizes, na fase de enraizamento. Por
sua vez, nos ensaios com os meios CB1, CB2, CB3 e CB5 observou-se a formacao de

gemas e o enraizamento realizou-se com sucesso em todas as plantas obtidas.
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Nos ensaios efetuados determinou-se a concentragcdo e o regulador de
crescimento ideal para a formacdo de rebentos. Apos realizar todos os ensaios
referidos, considerou-se que o meio CB2 (2,0 mg/L BA) era o melhor para a inducéo de
organogénese em tamarilho. Este apresentou resultados mais consistentes e um
ndamero e tamanho médio de rebentos superior. Usando a citocinina combinada com o
NAA ou com a mT, a acdo calogénica intensifica-se e a formacao de rebentos diminui.
Adicionalmente, é referido em alguns trabalhos que ao aumentar a concentragcdo de BA
a proliferacéo de calo diminui (Mezzetti et al., 1996).

Relativamente aos restantes meios, os resultados n&o foram positivos na
formacédo de rebentos caulinares, no entanto a ocorréncia de oxidacdo em explantes de
plantas lenhosas é um problema comum (Jaskani et al., 2008). Este comportamento é
por vezes explicado tendo por base o etileno. Assim, verificou-se que ensaios realizados
com compostos que promovem a libertagédo de etileno, de que é exemplo o etefon (acido
2-cloroetanofosfonico) ou com compostos que inibem a producao (cloreto de cobalto)
ou a agao (nitrato de prata) do etileno os processos de organogénese e embriogénese
soméatica sdo afetados (Neves, 2018). Esses estudos tém mostrado que o etileno
promove a formagéo de calos em algumas espécies enquanto a organogénese e a
embriogénese somatica sao inibidas provavelmente devido aos seus efeitos inibitérios
no transporte polar de auxinas (Taiz et al., 2014), sendo esta uma possibilidade que
pode justificar a ndo formacao de rebentos nos restantes meios de cultura. Santana et
al. (2006) relataram os efeitos do etileno sobre explantes de pimenta durante a indugéo
de rebentos. Ambos os estudos evidenciaram a alta sensibilidade da espécie a

acumulacéo de etileno nos recipientes de cultura.

Nos resultados obtidos, os recipientes também pode ter tido influéncia no facto de
ndo se ter verificado a formagéo de rebentos. A oxidacdo presente em alguns dos
explantes nas multiwell pode ser explicada pelo facto de que os tubos permitem a
libertacéo de etileno através das rolhas de algod&o e as multiwell serem seladas e terem
um volume de atmosfera muito reduzido (Neves, 2018), dai 0 aumento da oxidagéo e

consequente inibicdo da formacéo de rebentos axilares
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Os resultados relatados por Niedz e Evens (2011) confirmaram o potencial da mT
na possivel substituicio de BA em cultura de tecidos e, particularmente, na
organogénese in vitro. No entanto os resultados obtidos em tamarilho com mT n&o
parecem confirmar o efeito benéfico da mT. Pesquisas anteriores, realizadas em Citrus
sinensis x Poncirus trifoliata, relataram uma maior taxa de proliferacdo, em meio de
cultura suplementado com 1 mg/L de BA, em compara¢do com a mT (Borddn et al.,
2000; Moreira-Dias et al., 2000).

A acdo dos diferentes reguladores de crescimento no comportamento dos
explantes é condicionada por outros fatores, entre eles, a espécie e o tipo de explante
gque se utilizam. Numa mesma familia de plantas um regulador de crescimento é mais
eficaz num tipo de explante, enquanto que noutra espécie o efeito pode ser oposto. A
regeneragdo de rebentos a partir 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 gendtipo (Guimaraes et al., 1996; Magioli e Mansur,
2005; Moyom et al., 2009; Ntui et al., 2009).

Na avaliacdo do alongamento em meio liquido, onde explantes do limbo com 4
semanas de indugéo foram submetidos a condi¢cdes de imersdo permanente, ndo se
observou a formagé&o de rebentos, apenas se verificou a formagéo de estruturas rigidas
nos explantes e com formas irregulares. Este comportamento pode ser explicado tendo
em conta que a imersao permanente dos explantes pode levar a anoxia das culturas
(Ziv, 2003). Para além disso, ndo existe uma orientagdo gravitica dos explantes no meio
de cultura e isso também pode ser conduzido a inibicdo do desenvolvimento celular e

consequente formacao de rebentos.
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4.2. Proliferacdo de calo embriogénico

A clonagem de plantas de interesse através de embriogénese somatica possui um
enorme potencial ndo apenas na clonagem em larga escala, mas também em estudos

de biologia fundamental (Correia e Canhoto, 2012).

O agar € um agente gelificante para meios de cultura e ja provou ser eficaz na
cultura de células embriogénicas (Correia, 2011). Todavia, em comparagdo com 0 meio
sélido, os meios liquidos sdo mais adequados para uma producdo em larga escala e
adaptaveis para reduzir custos e mao-de-obra (Suarez, 2013). Atualmente, uma cultura
liguida de calos derivada da embriogénese somatica tem um grande potencial de
proliferacdo a um ritmo acelerado (Thorat et al.,, 2017). Este trabalho comprova o
excelente crescimento de calos embriogénicos de tamarilho em meio liquido, com taxas
de proliferacdo superiores, comparativamente com o meio so6lido, que levou
consequentemente ha formagéo de um maior nimero de embrides e posteriormente de
plantulas. Os resultados obtidos por Alves et al.,, 2017 em tamarilho, comprovam a
eficiéncia de culturas de células embriogénicas em suspensédo que foram estabelecidas
a partir de 40 mg de células em 20 mL de meio liquido, o que vai de encontro aos
resultados obtidos neste trabalho. Também nos ensaios realizados por Wang et al,
2019, a proliferacdo de massas embriogénicas de Anthurium andraeanumem em meio
liquido destacou-se apresentando um maior crescimento e na suspensdo de células
vegetais observou-se um longo periodo de crescimento no estagio inicial da

proliferagéo.

O meio liquido como sistema de proliferacéo tem sido usado em muitas espécies,
por exemplo, cacau (Theobroma cacao, Niemenak et al., 2012), café (Coffea arabica,
Ribas et al., 2011), cenoura (Daucus carota, de Vries et al., 1988; Komamine et al.,
2005), tomateiro (Solanum lycopersicum, Blewett et al., 2000; Qin et al., 2003; Wang et
al., 2004), batateira (Solanum tuberosum, Vargas et al. 2005), faia (Fagus sylvatica,
Vieitez et al., 1992) e tamareira (Phoenix dactylifera, Sané et al., 2006). Além disso, a
cultura de suspensao de células embriogénicas oferece a possibilidade de propagacao
clonal em larga escala em biorreatores, e os embrides de suspensdes celulares podem
ser utilizados para armazenamento a longo prazo em bancos de germoplasma (Chawla,
2009).
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4.3. Multiplicagéo de rebentos axilares em biorreator de

imerséo temporaria

A micropropagacao de plantas € um conjunto de técnicas que tém vindo a ser
cada vez mais aplicadas com sucesso na clonagem de um vasto nimero de espécies,
através da aplicacdo da cultura de meristemas, organogénese ou embriogénese
somética (Rathore et al., 2004; Read e Bavougian, 2013). 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 relevante quando se pretende estabelecer in vitro clones
selecionados pelas suas caracteristicas de interesse e que ja ndo se encontram na fase
juvenil do desenvolvimento (von Aderkas e Bonga, 2000). Outro entrave é 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 macropropagacao como a estacaria ou
enxertia (Acquaah, 2012). Como forma de ultrapassar estas dificuldades a propagacao
de plantas de tamarilho em larga escala em biorreatores de imersao temporéria (BIT), €
mais uma das possibilidades de clonagem desta espécie.

Os ensaios realizados em biorreatores de imersao temporaria, cujo meio de
cultura foi suplementado com BA (0,5 e 1 mg/L) foram positivos e promissores. Os
rebentos provenientes do biorreator B (1 mg/L) apresentaram um tamanho médio
superior, em relacdo aos do biorreator A, 0 que sugere um maior alongamento dos
explantes no meio com a concentracao mais alta de BA. Esta citocinina esta diretamente
relacionada com a divisdo celular, favorecendo o desenvolvimento de rebentos axilares
(Andrade et al., 2006). No entanto, nos ensaios realizados, isso ndo se verificou.
Existem reguladores de crescimento, como a cinetina, que tem a capacidade de
aumentar o numero de microtubos das células (Romanov, et al., 2000), o que leva a um
alongamento. O que se verificou nos resultados obtidos foi precisamente um
alongamento acentuado dos rebentos de tamarilho, que pode ter afetado positivamente
0 enraizamento, em que também se observou a formacao de raizes mais desenvolvidas

e longas nos rebentos provenientes do biorreator B (1,0 mg/L BA).
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Os rebentos cultivados na presenca de BA apresentaram caracteristicas
morfolégicas adequadas durante o cultivo em BIT, com folhas verdes, caule espesso e
sem hiperidricidade. Oliveira et al. (2011) obtiveram resultados semelhantes, em que
rebentos de clones de Eucalyptus grandis x E. urophyllacultivadas em meio com baixa
concentracdo de BA também nado apresentaram sintomas de hiperidricidade no cultivo
em biorreator. Em geral, verificou-se uma grande heterogeneidade no crescimento dos
explantes, para um mesmo tratamento, em todos os ensaios. Resultados semelhantes
foram obtidos nos trabalhos de Correia et al. (1995) e Oliveira et al. (2011), ambos
trabalhando com espécies do género Eucalyptus. Essa variagado no crescimento in vitro
dos explantes pode estar relacionada com as caracteristicas morfolégicas inerentes a
cada explante, como didametro do caule bem como as idades cronoldgica, fisiologica e

ontogénica das culturas (Oliveira et al., 2011).

Estes resultados vao ainda de encontro aos obtidos por Nasri et al. (2019), que
concluiram que a incluséo de 1,0 mg/L de BA no meio de cultura resulta no alongamento
acentuado dos rebentos em comparagdo com concentracdes superiores. Nos ensaios
realizados por Jan et al. (2019) com a planta medicinal Saussurea lappa, a concentracao
de BA de 1,0 mg/L foi a que apresentou melhor resposta, no que diz respeito ao
alongamento da parte aérea em comparacao com concentragcdes de 0,2 e 0,5 mg/L.

O enraizamento realizou-se com sucesso sem adi¢cdo de PGRs para os rebentos
provenientes de ambos 0s biorreatores, apenas com a transferéncia dos rebentos de
tamarilho para o substrato. O mesmo ja foi referido para outras espécies de plantas
como a soja (Glycine max), o meloeiro (Colocynthis citrullus), a marula (Sclerocarya
birrea) ou a babchi (Psoralea corylifolia) cujo enraizamento foi conseguido pela simples
passagem dos rebentos do meio de indugdo para um meio sem adi¢éo de reguladores
de crescimento ou diretamente para substrato (Anis e Faisal, 2005; Barwale, et al., 1986;
Ntui, et al., 2009; Moyom, et al., 2011), facto que pudemos confirmar no enraizamento
ex vitro de tamarilho. Isto revela uma vantagem econdmica relativamente a outras
espécies, em que o enraizamento nao é tao simples e econémico, e constitui uma mais-
valia na perspetiva global do processo de micropropagacao da espécie com recurso a
biorreatores. Além disso, 0 enraizamento sem recurso a utilizacdo de auxinas permite
evitar a formacéao de calos e a ulterior diferenciacéo de raizes a partir desses mesmos
calos, situacdo que muitas vezes leva a uma dificil conexao vascular entre o rebento
original e as raizes adventicias que se formam (Canhoto, 2010). As plantas obtidas dos
rebentos do biorreator B apresentaram raizes maiores e mais desenvolvidas, o que

também pode ter contribuido para o maior desenvolvimento da sua parte aérea.
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Relativamente ao comportamento dos segmentos de tamarilho no BIT, em ensaios
com outros reguladores de crescimento e com outros tempos de imersdo e aeracao,
verificou-se que nas primeiras 3 semanas os resultados foram favoraveis, tendo-se
verificado o inicio da multiplicagdo dos rebentos caulinares. Um fator que parece
favorecer o crescimento e a multiplicacdo dos explantes nos biorreatores é a constante
renovacdo do ar durante o periodo de transferéncia do meio (Lemos et al. 2001).
Segundo Debergh (1982) quanto maior a superficie de contacto dos explantes com a
solugdo nutritiva, maior a absor¢cdo dos seus compostos nutricionais e,
consequentemente, maior o crescimento. No entanto, ap6s 4 semanas de cultura, 0s
resultados ndo foram favoraveis, tendo-se verificado uma oxidacao total dos explantes
em todos os biorreatores. A oxidacado pode ocorrer quando, em contacto com o0 meio de
cultura, os explantes excisados produzem metabolitos secundarios, resultando huma
coloracdo acastanhada do tecido levando por vezes a senescéncia (Takamori et al.,
2015). Este comportamento é usualmente observado em situagbes de stresse,
causando alteracBes na fisiologia € no metabolismo celular, que levam a morte celular
(Fehér, 2003). Uma possivel explicacdo para a oxidacdo dos explantes pode estar
relacionada com a intensidade luminosa, uma vez que no biorreator A e B a intensidade
luminosa da camara de crescimento era metade da intensidade da camara onde se
encontravam o0s restantes biorreatores. Os explantes no biorreator A e B

desenvolveram-se normalmente e sem apresentarem oxidagao.
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4.4. Parametros de crescimento e estado hidrico das plantas

aclimatizadas

Relativamente aos parametros da biomassa e comprimento da planta, as plantas
provenientes do BIT, de um modo geral, apresentavam valores superiores em
comparacdo com plantas resultantes do processo de organogénese. As plantas
resultantes da imersdo temporaria tendem a ser mais desenvolvidas quando
comparadas com as de meio sélido, em termos de tamanho dos rebentos e biomassa.
Isso pode estar relacionado com uma absorcdo mais eficiente de nutrientes devido a
grande &rea de contacto com 0 meio, pois 0s nutrientes também podem penetrar pelas
folhas através dos estomas (De Klerk e Ter Brugge, 2011) e, até mesmo pela cuticula,
em folhas de rebentos ou plantulas em crescimento in vitro, permitindo a troca entre o
meio de cultura e os tecidos vegetais (Ferreira et al., 2003). De facto, esta estrutura que
reveste os 0rgaos aéreos tende a ser mais fina nas plantas propagadas in vitro, o que
pode facilitar a entrada de nutrientes e compensar a deficiente organizagao estrutural
gue muitas vezes as folhas de plantas micropropagadas apresentam (Ferreira et al.,
2003). As plantas do género Musa, propagadas em BIT mostraram parametros
morfol6gicos semelhantes aos obtidos por Roels et al. (2005),

O potencial hidrico (yw) foi maior em plantas provenientes do biorreator e menor
em plantas de organogénese do meio de indu¢cdo CB3. As plantas obtidas em meio
sélido tendem a apresentar um potencial hidrico significaticamente mais reduzido,
comparativamente a plantas obtidas por outros métodos mais dinamicos, como 0 meio
liquido (Martins, 2019). A redugdo do potencial hidrico na planta esta intimamente
relacionada com a acumulagdo de solutos organicos, que em conjunto com outros
mecanismos fisiolégicos, como o fecho estomatico e a reducdo da transpiracao,
contribuem para a manutencdo da hidratacdo dos tecidos (Rosa et al., 2009; Sami et
al., 2016).

A frequéncia de rega das plantas foi a mesma para todas as plantas, no entanto
existem necessidades inerentes a cada planta, dependendo por exemplo do
desenvolvimento da parte aérea e da parte radicular. Em condigBes de défice hidrico
ocorrem mudancas nos sistemas de transporte de ides de 4gua através de membranas
em células-guarda que estimulam o fecho dos estomas, o que afeta diretamente as
taxas fotossintéticas e a produtividade das plantas devido aos baixos niveis de CO;

disponiveis (Osakabe et al. 2014).
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De acordo com relatérios anteriores (Castell e Terradas, 1994, Gratani e Varone
2004, Navarro-Garcia et al.,, 2011), a reducdo da conduténcia estomatica (gs)
geralmente ocorre quando existe stresse hidrico na planta. De facto, as plantas
desenvolvem mecanismos para se adaptar as condicdes ambientais desfavoraveis,

reduzindo o consumo de recursos e ajustando o seu crescimento (Osakabe et al. 2014).

No que se refere ao teor intracelular de CO; (ci) ndo se verificaram diferencas
significativas entre os tratamentos. Alguns estudos mostram que o stresse hidrico afeta
negativamente o conteudo 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 CO; no espaco intracelular das células do mesdfilo.
No entanto, todas as plantas foram regadas com a mesma frequéncia e nas mesmas
quantidades e os valores sdo relativamente proximos. Os efeitos da reducdo da
disponibilidade hidrica sobre a taxa fotossintética foram reportados em diversos estudos
(Rahmati et al., 2015; Pazzagli et al.,, 2016; Wang et al., 2016). A redugdo na
fotossintese esta relacionada com o fecho estomatico e a consequente reducéo do fluxo
de CO; para fixacdo (Bosco et al., 2009),

E conhecido que o stresse hidrico € um fator que afeta a condutancia estomatica
(gs) (Souza et al., 2004) e esta parece estar intimamente ligada com a taxa de
transpiracéo (E) e assimilagdo de CO (A). No caso do tamarilho, em plantas sujeitas a
stress hidrico verificou-se uma paragem do crescimento foliar e fecho estomatico
associado a taxas de transpiracdo significativamente inferiores, o que por sua vez se

reflete na assimilacdo de CO; (A) e na produtividade (Braga, 2015).

Nestes parametros destacaram-se as plantas do biorreator A, com valores
ligeiramente superiores, apesar de ndo se terem observado diferencas significativas. As
plantas ao apresentarem taxas de transpiracdo superiores significa que os estomas
estdo abertos e consequentemente leva ao aumento da assimilacéo de CO,. Martins, et
al. (2019) verificaram que plantas de medronheiro desenvolvidas em meio liquido
apresentavam um melhor desempenho em comparagdo com as produzidas em meio

sélido, o que corrobora os resultados obtidos no tamarilho.

Relativamente ao pardmento Intrinsic water use efficiency (WUEI), as plantas
cultivadas no biorreator A apresentaram uma eficiéncia superior. Segundo a bibliografia,
as plantas com estas caracteristicas apresentam uma melhor regulacdo da funcao
estomatica e podem, assim, controlar mais eficazmente a perda de agua no primeiro

periodo de aclimatacao (Hazarika 2003, Perveen et al. 2013).
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A fluorescéncia da clorofila € uma ferramenta importante para avaliar o
desempenho fotossintético e monitorizar a resposta das plantas ao stresse ambiental
(Adams e Demmig-Adams, 2004). De acordo com a bibliografia, o Fv/Fm (eficiéncia
fotoquimica do fotossistema Il) estd tipicamente entre 0,75-0,85 para plantas néo
estressadas (Bolhar-Nordenkampf et al. 1989). Este parametro foi usado com sucesso
para registar e acompanhar a adaptacao das plantas micropropagadas as mudancas de
irradiancia durante a aclimatizagdo ex vitro (van Huylenbroeck et al. 1998, 2000). No
caso do tamarilho, verificou-se que os resultados obtidos ficam aquém do intervalo de
valores definido. Plantas sujeitas ao tratamento CB1 apresentaram valores préximos a
0,6 e todos os outros variaram entre 0 e 0,2, 0 que sugere a possibilidade de stress das
plantas que foram submetidas a este ensaio. A reducéo do PSII pode estar em grande
parte relacionada com uma diminuicdo da propor¢do de centros de reacdo do
fotossistema Il em estado “aberto” devido ao consumo limitado de NADPH ou a reduzida
eficiéncia na captura da energia de excitacdo por parte dos centros de reagdo do PSII
(Correia et al., 2006). Por sua vez, no rendimento quantico do fotossistema Il, ndo se
verificaram diferengas significativas entre os tratamentos, verificando-se um rendimento

superior a 0,6 em todos os tratamentos.

No trabalho realizado, as plantulas obtidas por germinacéo de sementes foram
usadas como controlo na avaliacdo de parametros de desenvolvimento e fisiol6gicos. A
andlise dessas plantas permitiu definir os parametros de desenvolvimento, que as
plantas micropropagadas deveriam apresentar para serem consideradas plantas
fisiologicamente aptas (Pringle e Murray, 1991; Prohens e Nuez, 2001; Canhoto et al.,
2005). Comparados entre si, os parametros registados para os diferentes tratamentos
permitiram tirar concluses, relativamente ao efeito do método de propagacao (desde a
fase de inducdo), ndo s6 no nimero, mas também na qualidade e performance das

plantas obtidas.
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O recurso as técnicas de cultura in vitro tem sido uma das ferramentas mais Uteis
no melhoramento genético dos cultivares e na manutencao de espécies de interesse,

permitindo a sua propagac¢ao em larga escala.

O presente estudo permitiu verificar a possibilidade de regenerar in vitro plantas
de Solanum betaceum por organogénese. Nos ensaios efetuados testou-se o potencial
organogénico de segmentos do limbo e peciolos, 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 dos reguladores de

crescimento é determinante para a resposta morfogenética e capacidade de

regeneracdo dos rebentos.

A partir dos resultados obtidos neste trabalho é possivel verificar que a presenca
de BA no meio de cultura induz a formacé&o de rebentos, o que corrobora os resultados
obtidos por alguns autores e para diferentes espécies. O meio CB2 (2,0 mg/L BA)
mostrou ser o melhor meio de inducdo, uma vez que permitiu obter um numero
consideravel de rebentos e mais do que um rebento por explante. A aclimatagdo das
plantulas obtidas por organogénese foi realizada com sucesso. No entanto, mais
combinacgfes de reguladores de crescimento ainda podem ser testadas, bem como
meios de enraizamento, uma vez que alguns dos rebentos resultantes de organogénese

nao enraizaram.

De realgar ainda a proliferacéo de calo embriogénico de tamarilho em meio liquido,
cujos resultados foram bastante promissores. Obteve-se um maior crescimento
daqueles em meio liquido, bem como um maior niamero de embrides e
consequentemente de plantulas. Este resultado tem todo o interesse uma vez que a
cultura de suspensao de células embriogénicas oferece a possibilidade de propagacéo
clonal em larga escala em biorreatores. Um ensaio promissor que ainda néo foi realizado
em tamarilho, é a formagédo de embrides e consequentemente de plantas em sistema
de imersdo temporaria imersédo temporaria, uma vez que neste trabalho apenas se

testou a proliferagdo em meio liquido do calo embriogénico.
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Os biorreatores de imersao tempordria tém vindo a mostrar resultados bastante
interessantes na propagacéao clonal de um namero cada vez maior de espécies. A sua
eficacia resulta do facto de ocorrer uma maior disponibilidade de nutrientes e uma
melhor oxigenacgéo que se reflete na obtencéo de propagulos de melhor qualidade.

Dos resultados obtidos com o tipo de biorreatores que foi utilizado destaca-se o
comportamento das plantas do biorreator B (1,0 mg/L BA), no que diz respeito ao
alongamento acentuado dos rebentos e aos parametros de biomassa. As plantas
provenientes do BIT, de um modo geral, apresentam valores dos parametros
morfoldgicos e fisioldgicos superiores em comparacdo com plantas resultantes do
processo de organogénese, o que remete para perspetivas positivas na utilizacdo desta
técnica como método de propagacdo em larga escala do tamarilho. Todavia, ainda &
necessario otimizar o processo para gue se possam obter taxas mais elevadas de

multiplicacao.

Como perspetiva futura, a repeticdo do ensaio dos biorreatores com diferentes
meios de cultura e tempos de imerséo seria uma boa aposta, uma vez que a oxidacao
dos explantes ndo permitiu observar o comportamento destes, face as variaveis em
guestdo. Outra sugestdo € a diminuicdo da intensidade luminosa na camara de
crescimento, onde se encontram os biorreatores, com vista a evitar a oxidacdo dos

explantes.
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