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Propagacao /n vitro dos porta-enxertos de amendoeira (GF677), de pistaceira
(UCB-1) e de aveleira (Dundee)

Resumo

Os frutos secos possuem um valor nutricional, vitaminico e energético elevados, integrando-se na
alimentacdo humana como frutos naturais crus (oleaginosas de frutos secos) e como fruto de
processamento industrial (adicdo de sal e acucar). Para além da area alimentar sdo ainda
utilizados em outras areas, como na medicina e na cosmética. Mas a crescente procura por frutos
secos levou a escassez de plantas de qualidade para producao. A propagacao /n vitro de porta-
enxertos de fruteiras foi considerado o método mais rapido e eficaz na producao de espécies como
amendoeiras, aveleiras e, mais recentemente, pistaceiras, pelo que devera ser uma via para
satisfazer as necessidades/ exigéncias do mercado atual. Neste contexto, foi objetivo desta
dissertacdo o melhoramento de protocolos de micropropagacao de porta-enxertos de amendoeira
(GF677), pistaceira (UCB-1) e aveleira (Dundee) a partir de rebentos apicais, em particular para
as fases de estabelecimento e de multiplicacao /n vitro, tendo-se testado varios clones de cada
espécie e diferentes meios de cultura.

Os trés porta-enxertos foram estabelecidos /n7 vifro com sucesso havendo diferencas dependentes
da espécie, mas também do clone. O porta-enxerto da aveleira (Dundee) foi o que apresentou
maior % de sobrevivéncia (51 %), sendo o clone | o que respondeu melhor (84%). O porta-enxerto
de amendoeira (GF677) teve % de sobrevivéncia intermédia (27 %), apresentando os clones GF |l
e GF IV, em meios com composi¢cdes hormonais distintas, os valores mais elevados (50 %). O
porta-enxerto de pistaceira (UCB-1) apresentou % mais baixas de sobrevivéncia (23,01 %), contudo,
obteve-se bastante sucesso com o clone | (41 %).

Na fase de multiplicacao, para além da % de sobrevivéncia calculou-se a % de rebentacdo dos
explantes. Também nesta fase se detetou grande variacao na % sobrevivéncia entre as espécies e
entre clones. O porta-enxerto Dundee apresentou maior % de sobrevivéncia (82 %), do qual se
destacou o clone Il (100 %). O porta-enxerto de pistaceira obteve uma % intermédia (73 %),
evidenciando-se o clone IV valor de 100 %. E o porta-enxerto de amendoeira apresentou % mais
baixas de sobrevivéncias (41 %), contudo o clone o IV foi 0 que respondeu melhor (69,44 %).
Todos os clones das trés espécies atingiram uma rebentacdo de 100 %, exceto o clone Il de UCB-
1 (50 %). Constatando-se que os melhores resultados ocorreram com a utilizacao dos meios de
cultura 2, 3, 4 e 5 para os clones de GF677. O meio de cultura 3 para os clones de UCB-1. E os
meios de cultura 2 e 3 para os clones de Dundee.

De modo a testar-se outro tipo de explantes menos comuns na micropropagacao mas mais
abundantes ao longo do ano, realizou-se ainda um ensaio preliminar de inducao de organogénese
indireta a partir de explantes foliares. Embora com diferencas entre clones, foi nos porta-enxertos
UCB-1 e Dundee onde se obteve maior formacao de calli.

Os trabalhos desenvolvidos tiveram resultados bastante promissores, tendo-se obtido material de
qualidade para posteriores fases da micropropagacao a partir dos 3 porta-enxertos. Mais estudos
terdo de ser agora realizados no sentido de otimizar os meios de cultura para multiplicacdo e
estabelecimento de cada espécie e clone, bem como no delineamento de protocolos de
enraizamento e aclimatizacao ex vitro.

Palavras-chave: Corylus avellana L., cultura in vitro, Pistacia vera L., porta-enxertos, Prunus aulcis.



In vitro propagation of almond (GF677), pistachio tree (UCB-1) and hazelnut
(Dundee) rootstocks

Abstract

Dry fruits have a high nutritional, vitamin and energy value, being integrated in human food as raw
natural fruit (dry fruits oilseeds) and as a fruit from industrial processing (added salt and sugar).
In addition to food, dry fruits have an important role in human health, for therapeutic/medicinal
and cosmetics purposes. But the growing demand for dry fruits has led to a shortage of quality
plants for production. /n vitro propagation of fruit rootstocks has been considered the fastest and
most effective method for producing species such as almond, hazelnut and more recently pistachio,
and should therefore be a way to meet the needs/ requirements of today's market.

In this context, the objective of this dissertation was to improve the almond (GF677), pistachio
(UCB-1) and hazel (Dundee) rootstock micropropagation protocols from apical shoots, in particular
for the /n vitroestablishment and multiplication stages, having tested several clones of each species
and different culture media.

The three rootstocks were successfully established /n vifro with differences depending on species
but also on clone. The hazelnut rootstock (Dundee) had the highest survival rate (51 %), witch clone
| responded best (84 %). Aimond rootstock (GF677) had intermediate survival % (27 %), with clones
GF Il and GF IV having the highest values (50 %) in media with different hormonal compositions.
The pistachio rootstock (UCB-1) had lower % survival (23.01 %), however, it was quite successful
with clone | (41 %).

In the multiplication phase, in addition to the % survival, the explant burst % was calculated. Also
at this stage large variation in % survival among species and between clones was detected. The
Dundee rootstock had the highest survival rate (82 %), of which clone Il stood out (100 %). The
pistachio rootstock obtained an intermediate % (73 %), with a clone IV value of 100 %. And the
almond rootstock had the lowest % survival (41 %), however the clone IV was the one that responded
best (69.44 %).

All clones of the three species reached 100% burst, except UCB-1 clone Il (50%). The best results
were found using culture media 2, 3, 4 and 5 for GF677 clones. Culture medium 3 for UCB-1
clones. And culture media 2 and 3 for the Dundee clones.

In order to test other types of explants less common in micropropagation but more abundant
throughout the year, a preliminary indirect organogenesis induction test was performed from leaf
explants. Although with differences between clones, it was in the rootstocks UCB-1 and Dundee
where the highest ca/liformation was obtained.

The developed work had very promising results, having obtained quality material for later
micropropagation phases from the 3 rootstocks. Further studies will now have to be done to
optimize the culture media for multiplication of each species and clone, as well as in the design of
rooting and acclimatization protocols ex wiro.

Keywords: Corylus avellana L., in vitro cultures, Pistacia vera L., Prunus dulcis, rootstock.
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Capitulo 1 —-Enquadramento do trabalho em contexto de

empresa, objetivos e organizacao

1.1.  Apresentacao da empresa Deifil Green Technology

O trabalho com o titulo “Propagacéo /n vitro dos porta-enxertos de amendoeira (GF677), de
pistaceira (UCB-1) e de aveleira (Dundee)” realizou-se na empresa Deifil (Figura 1), durante um
periodo de 9 meses de estagio, no ambito da dissertacdo a desenvolver durante o segundo ano
do Mestrado em Biologia Molecular, Biotecnologia e Bioempreendedorismo em Plantas, da Escola
de Ciéncias da Universidade do Minho.

A empresa alicercada na Povoa de Lanhoso desde 2010, aplica a biotecnologia vegetal e dedica-
se a propagacao /n vitro de plantas ornamentais, florestais, aromaticas e medicinais, em grande
escala, das quais os sistemas de reproducéo sexual nao sao eficazes ou suficientes para responder
a procura do mercado atual. Em termos de instalacdes compreende um laboratério de propagacao
in vitro e uma estufa de aclimatizacao e tem uma capacidade de producao anual superior a 1
milhao de plantulas.

A Deifil trabalha em colaboracao com centros de 1&DT no desenvolvimento e criacdo de novos
produtos. Pela exceléncia do trabalho desenvolvido, foi nomeada vencedora do prémio “Jovens
Empreendedores”, no concurso SPINUM em 2011 e reconhecida na 9% edicdo do concurso
Poliempreende com o 1° prémio regional, atribuido pelo Instituto Politécnico de Braganca, e 2°

prémio a nivel nacional, em 2012.

I I ProaucCao Ge
plantas in vitro

greeﬂ blO[eChﬂOLOQU a biotecnologia ao servico da agricultura

Figura 1: Logotipo da empresa Deifil [1]



1.2. Enquadramento e objetivos da dissertacao

A propagacao /in vitro de porta-enxertos de espécies de propagacao vegetativa revelou ser uma
ferramenta importante e reconhecida para a reproducdo rapida de plantas, permitindo obter
individuos de genotipo selecionado em bom estado fitossanitario, ainda que existam algumas
limitacdes ao seu emprego, como os elevados custos de producdo e a dificil obtencdo de um
grande numero de plantas, dependendo das espécies.

Assim, o presente trabalho teve como objetivo principal a continuacao da otimizacao de protocolos
de producéao /n vitro, para producao em larga escala, do porta-enxerto da amendoeira, clones |, Il
lll, IV eV, realizados anteriormente por Lopes em 2017 [2] e por Rodrigues em 2018 [3] (ver
anexo |l Figura B2), do porta-enxerto da pistaceira clones |, II, lll, IV e V, efetuados por Rodrigues
em 2018 [3], bem como o estudo de um novo porta-enxerto de aveleira, clones |, Il e Ill.

No decurso do estagio, procedeu-se adicionalmente a realizacdo de estabelecimentos /n7 vifro em
diferentes épocas do ano, a avaliacao da producao e exsudacao de compostos fenolicos dos clones
de UCB-1 e adicionalmente, ao estabelecimento de segmentos foliares de UCB-1 e de Dundee no
sentido da producao de callus caulogénico, a avaliacdo das composicdes de meios de cultura e a
selecionar o melhor clone de cada uma das trés espécies ao longo das varias fases do processo
de micropropagacdo. Sobre o UCB-1 e Dundee, ainda nao existe bibliografia descrita relativa a
inducao da organogénese indireta a partir de explantes foliares, tornando-se assim um desafio na

realizacao desta investigacao.

1.3. Estrutura da dissertacao

A dissertacao encontra-se dividida em 8 capitulos fundamentais. O primeiro capitulo consiste numa
breve apresentacdo da empresa onde decorreu o estagio conducente a realizacdo do tema
proposto, um enquadramento geral da dissertacdo, assim como dos principais objetivos e
estrutura da mesma.

No segundo capitulo sao apresentados os fundamentos tedricos mais relevantes que suportam
cientifica e tecnicamente o trabalho, onde s@o descritos conceitos como a micropropagacao de
plantas. Sao ainda abordadas as caracteristicas dos porta-excertos das trés espécies em estudo,
assim como a importancia da composicao dos meios de cultura utilizados. No terceiro capitulo

encontra-se a descricao dos materiais bioldgicos utilizados e as metodologias adotados. O quarto



capitulo consiste na apresentacao e discussao dos principais resultados obtidos ao longo de todo
o0 periodo de estagio. O capitulo cinco apresenta as principais conclusdes do trabalho desenvolvido
e perspetivas futuras. O sexto capitulo inclui todos os trabalhos paralelos desenvolvidos ao longo
do estagio curricular na empresa Deifil. No capitulo sete, encontram-se as referéncias bibliograficas
utilizadas e citadas. No oitavo e Ultimo capitulo estao disponibilizados os anexos preparados no

desenvolvimento da dissertacao.



Capitulo 2 - Introducao

2.1. A amendoeira: taxonomia, origem, condicoes culturais e importancia

A amendoeira, Prunus dulcis (Mill.) D. A. Webb. (Tabela 1), ¢ uma espécie oriunda de zonas aridas
e montanhosas da Asia Central, que possui atualmente uma grande importancia econdmica na
zona da Bacia Mediterranica até a Europa Central e na América do Norte [4], [5]. Em Portugal, as
principais regides produtoras desta cultura sdo Tras-os-Montes e Alto Douro, Algarve e Beira Litoral
[6]. Na Tabela 1 encontra-se a classificacdo taxondmica desta espécie, organizada em grupos
maiores e em grupos menores, que englobam a sua identificacdo, descricdo, nomenclatura e

classificacao hierarquica.

Tabela 1: Classificacao taxonomica da amendoeira: arvore, flor e fruto [7].

Reino Plantae

Diviséo Spermatophyta

Classe Magnoliopsida
Ordem Rosales
Familia Rosaceae
Género Prunus

Espécie Prunus dulcis (Mill.) D. A. Webb.

Esta espécie adapta-se com facilidade a climas temperados, com invernos suaves e humidos e
com verdes secos e quentes [4]. Tem preferéncia por solos muito permeaveis, ligeiramente
arenosos e profundos [5], sendo que solos muito compactos e himidos sao-lhe prejudiciais, pelo
facto de ser sensivel a asfixia radicular [5], [8], [9]. O pH mais adequado para esta cultura situa-
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se na gama 7-8,5. A amendoeira ¢ uma arvore de folha caduca e esta espécie lenhosa nédo é
propagada por estaca [10].

O fruto da amendoeira contém a améndoa que conhecemos e pode ser consumida em fresco,
com casca ou sem casca (miolo de améndoa natural) ou apos transformacao (farinha de améndoa)

[11].

Figura 2: Améndoa em varios estados. A- Améndoa com casca; B-Améndoa sem casca: C-Farinha de améndoa com
pele; D-Farinha de améndoa sem pele [11] e [12].

Este fruto seco é sobretudo utilizado na alimentacdo humana, razéo pela qual a sua
implementacao comercial no mercado tem vindo a aumentar gradualmente [13], [14]. A colheita
dos frutos realiza-se de duas formas e em duas épocas, a saber: a colheita em verde, no més de
julho, e a colheita em seco, nos meses finais do verao e em outubro [5], [15].

Para além dos fins alimentares e culinarios e o0 uso dos 6leos essenciais e da producéo de licores,
a amendoeira tem também aplicacdes para fins terapéuticos, na industria da cosmética e como
arvore ornamental. Chen e colaboradores (2006) referem que as améndoas apresentam acdo anti-
inflamatoria e sdo uma fonte de fitonutrientes importantes, incluindo acidos fendlicos e polifendis

[16], [17].



2.2. A pistaceira: taxonomia, origem, condicdes culturais e importancia

A pistaceira, Pistacia vera L. (Tabela 2), tem a sua origem no Centro-Oeste da Asia [18] e [72].
Cresce naturalmente em zonas onde o verdo ¢ longo, quente e seco e o inverno moderadamente
frio [73], caracteristicas que definem os climas mediterranicos tipicos da Grécia, Italia e Espanha
[74]. Nos Estados Unidos, foi introduzida em meados do século XIX, na Califérnia, no Texas e em
outros estados do Sul.

Relativamente a Portugal, a implementacéo de pomares de pistaceira é recente, estando ainda os
produtores a colherem os primeiros frutos e a analisarem o comportamento agrondmico das
arvores, nas diferentes regides em que foram implementadas. Assim, procurou-se informacao
bibliogréafica da sua implementacdo noutros paises, como ¢ o caso de Espanha, em que o
desenvolvimento desta espécie resultou num acentuado crescimento da sua producédo e consumo
[10]. Assim como apresentado na Tabela 1, é possivel observar-se também na Tabela 2 uma

organizacao da espécie da pistaceira, em diversos grupos, atavés da sua classificacdo taxonémica.

Tabela 2: Classificacao taxonomica da pistaceira: arvore, flor e fruto [19].

Reino Plantae

Divisao Tracheophyta

Classe Magnoliopsida
Ordem Sapindales
Familia Anacardiaceae
Género Pistacia
Espécie Pistacia vera L.

Para o sucesso desta cultura sdo necessarias condicdes de frio, durante o repouso vegetativo, e

de calor, durante o desenvolvimento vegetativo e reprodutivo, assim como reduzidos valores de
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humidade relativa (inferior a 50%), ao longo do ciclo da cultura e na altura das colheitas que
corresponde a época de primavera-verao [20].

Relativamente aos solos das zonas de origem desta cultura, sdo normalmente calcarios com pH
entre valores de 7,5 e 8,5. Esta espécie desenvolve-se bem tanto em solos acidos como basicos-
calcarios (calcario ndo inferior a 10%) e também em solos pedregosos e de reduzida fertilidade,
como em solos profundos (0,3 - 1,5 m). Esta espécie de folha caduca cresce muito lentamente e
possui uma longevidade elevada. A sua casca é lenhosa e de coloracédo castanha [20].

Os pistacios sdo frutos de elevado valor comercial, ricos em nutrientes (proteinas), compostos
fendlicos, vitaminas, antioxidantes e minerais, essenciais para o bem-estar humano [21].

A semelhanca do que se verifica para a améndoa, também o consumo do pistacio tem vindo a

aumentar nas ultimas décadas [22].

2.3.  Aaveleira: taxonomia, origem, condicoes culturais e importancia

A aveleira, Corylus avellana L. (Tabela 3), é uma espécie originaria da Europa e Asia Ocidental,
sendo cultivada ha mais de 5000 anos. Esta espécie tem um grande interesse cultural e comercial,
cultivada essencialmente pelos seus frutos [23], [24]. E uma espécie mondica, e a sua polinizacdo
acontece durante o inverno, sob baixas temperaturas e chuvas [75], [76], [77] e [78].

Esta distribuida em zonas montanhosas do Norte Peninsular Ibérico, desde a Galiza, Serra da
Estrela, sistemas Ibérico e Central e Pirenéus. Necessita de humidade atmosférica, por isso habita
nas zonas temperadas da Europa com bosques humidos e sombrios, margens de cursos de agua,
planicies e montanhas até 1500-1800 m de altitude e possui uma grande resisténcia ao frio [25].
Da mesma forma que foram retratadas as Tabelas 1 e 2, na Tabela 3 é mencionado a classificacédo

da amendoeira, por grupos que abrangem a sua categorizacao hierarquica.



Tabela 3: Classificacao taxondmica da aveleira: arvore, flor e fruto [25], [26].

Reino Plantae

Divisao Spermatophyta
Classe Magnoliopsida
Ordem Fagales

Familia Betulaceae
Género Corylus

Espécie Conylus avellana L.

Embora seja uma espécie sensivel a salinidade, tanto do solo, como da agua, esta espécie de
folha caduca, adapta-se bem a quase todos os tipos de solo, desde que sejam frescos e ricos em
nutrientes. As condicdes 6timas sao solos profundos, de natureza franco a franco-argilosos, com
um pH entre 6 a 8. A humidade elevada ¢ bem tolerada pela cultura favorecendo o seu
desenvolvimento [24], [27], [28].

Este arbusto ou pequena arvore embora apresente um enraizamento superficial, pode atingir 8 m
de altura. Os seus numerosos troncos crescem relativamente retos desde a base, formando uma
copa pouco densa e irregular.

A avela (a parte comestivel do fruto da aveleira, a semente) é rica em proteinas, hidratos de
carbono complexos, fibra dietética, potassio, ferro, calcio e vitaminas, compostos estes de
significativo papel na nossa dieta [45]. Pode ser consumida em fresco ou em docarias e ha
evidéncias de que a ingestdo de 2 a 3 avelas por dia, baixa o nivel de colesterol no sangue [25].
As folhas da aveleira terdo sido utilizadas na medicina popular pelas suas propriedades de
estimulacdo da circulacdo sanguinea e, atualmente, sdo aproveitadas em infusdes como
antipiréticas e depurativas, sendo também aplicadas externamente em compressas, como

cicatrizante [25].



Para além dos fins referidos, a arvore pode ser utilizada ornamentalmente e o seu fruto contém
um oleo essencial que é aproveitado em tintas e cosméticos [29]. A casca da aveleira é também

empregue na producdo de biomassa para energia [30], [31].

2.4. Porta-enxertos: propagacao de espécies lenhosas e funcao fitossanitaria

A multiplicacao e propagacao das plantas pode acontecer por via seminal (reproducédo sexuada),
através de sementes, e por via vegetativa (reproducdo assexuada) através de, por exemplo:
estacaria, amontoa (mergulhia no solo), enxertia e cultura /n vitro (explicado mais a frente em 2.5).
Os porta-enxertos obtidos por via seminal apresentam uma enorme variabilidade genética devido
a segregacao cromossomica, fatores que conduzem, consequentemente, ao estabelecimento de
pomares heterogéneos. No entanto, apresentam como inconveniente a dificil uniformizacao das
praticas culturais como a colheita, a poda e os tratamentos fitossanitarios. Desta forma, a obtencao
de variedades autoenraizadas (por diferenciacao de raizes adventicias) ou de porta-enxertos clonais
é de extrema importancia [32].

A estacaria permite obter plantas geneticamente iguais a planta-méae, ou seja, conservando as
caracteristicas genéticas da planta que |lhes deu origem. Esta técnica de producdo de plantas é
considerada como um complemento a multiplicacao seminal, pois promove 0 aumento da
producao de plantas selecionadas de qualidade genética superior [90].

A mergulhia ¢ uma forma de multiplicacao vegetativa pelo qual um ramo da planta é colocado a
enraizar quando ainda se encontra ainda ligado a planta-mae. Este método apresenta uma elevada
percentagem de enraizamento, no entanto, possui um baixo rendimento comercial [90].

No caso da enxertia, temos o porta-enxerto, também designado vulgarmente de “cavalo”, que é a
parte basal da planta que fica em contacto com o solo, sobre a qual se enxerta a variedade
produtora, o enxerto ou “cavaleiro”. O porta-enxerto tem uma grande influéncia na expressao de
numerosas caracteristicas da variedade enxertada, mas também no desenvolvimento e salde da
planta desenvolvida, tais como: a arquitetura e tamanho da copa, a floracao, a produtividade e
qualidade dos frutos, a ancoragem, a absorcao de agua e nutrientes minerais e o transporte de
fotoassimilados e de hormonas ao longo da planta [3], [20], [33] e [34]. Uma das principais
dificuldades inerente a utilizacdo de porta-enxertos & a possibilidade de existéncia de

incompatibilidade, viral ou genética, com a variedade enxertada [35], contudo, é ainda a técnica



mais utilizada na propagacdo de culturas de arvores frutiferas, nomeadamente, na amendoeira,
pistaceira e aveleira.

Os aspetos mais determinantes a considerar na escolha dos porta-enxertos estdo relacionados
com as caracteristicas agronomicas, das quais se destacam: a fenologia, a compatibilidade, a
facilidade da poda, a produtividade, a alternancia de producao, a resisténcia a pragas e agentes
patogénicos [3] e [34]. Os problemas fitossanitarios existentes em cada espécie de planta podem
ser resolvidos através da utilizacao dos porta-enxertos mais resistentes.

Os porta-enxertos podem ser francos ou hibridos (resultam do cruzamento de plantas de espécies
do mesmo género), de interesse agrondmico, ao nivel do vigor, aptiddo para a propagacao
vegetativa, resisténcia a solos com défice hidrico, alto teor em calcario e asfixia radicular [35].
Existem diversos porta-enxertos disponiveis para as diferentes espécies de plantas, no entanto, no
ambito desta investigacao, os porta-enxertos hibridos eleitos foram: 0 GF677 para a amendoeira,

0 UCB-1 para a pistaceira e o Dundee para a aveleira.

2.4.1. Porta-enxerto de amendoeira: GF677

Segundo o CNCFS (Centro Nacional de Competéncias dos Frutos Secos), “o uso de porta-enxertos
de amendoeira tem evoluido ao longo dos anos, passando dos porta-enxertos obtidos a partir de
sementes, para porta-enxertos obtidos através de propagacao vegetativa, assegurando-se, assim,
uma maior homogeneidade das plantas e dos pomares” [10].

Alguns porta-enxertos de amendoeira com mais sucesso comercial sao hibridos que resultam do
cruzamento entre pessegueiro e amendoeira (Prunus persica x Prunus dulcis), nomeadamente o
GF557 e 0 GF677 [10].

O porta-enxerto hibrido GF677 foi produzido por Bernhard, em Franca, no ano de 1940. Assim
como o outro hibrido (GF557), ambos continham as melhores caracteristicas agronomicas para a
sua utilizacado como porta-enxertos. Contudo, como GF557 era mais sensivel a asfixia radicular
(excesso de agua no solo ocorrendo assim dano as plantas), o GF677 passou a ser 0 porta-enxerto
mais utilizado devido a sua maior resisténcia as principais doencas e pela melhor aptidao na
enxertia de pessegueiros e amendoeiras [36].

A amendoeira ¢ suscetivel a varias doencas, nomeadamente algumas causadas por fungos, sendo
0s principais agentes e doencas as seguintes: Foséllinia necatrixe Armillaria mellea, que provocam
a podridao da raiz; Verticillium dahlia Kleb., que origina clorose foliar e necroses; Stigmina

carpophila que causa a doenca crivado, com pequenas perfuracdes na folha; Gloesporum
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amygdalinum que provoca a antracnose, em que os frutos ficam com manchas alaranjadas;
Fusiccocum amygdali que causa o cancro fusicoco; e Fusicladium carpophilum, em que o ramo
da arvore murcha e acaba por morrer [5] e [79].

Relativamente as doencas virais desta cultura, as mais importantes sao originadas pelos virus PDV
(Prunus Dwarf Virus), que provoca o nanismo nas plantas; ApMV (Apple Mosaic Virus) ou virus do
mosaico fluido, em que as folhas apresentam pontos amarelos brilhantes que se espalham ao
longo de todas as folhas dos rebentos [37]; e o virus CLSV (Chlorotic Leaf Spot Virus) que se
manifesta com cancros em caules e ramos, causando também clorose nas folhas e
incompatibilidade em certas combinacoes de enxertos e porta-enxertos [5].

A principal doenca bacteriana da amendoeira é causada pela espécie Pseudomonas syringae
caracterizando-se pela necrose dos rebentos jovens e das folhas jovens.

As principais pragas que afetam a amendoeira sdo provocadas por insetos, nomeadamente,
Anarsia lineatella Zell., que faz com que os rebentos fiqguem secos e cortados com exsudacoes
gomosas; Grapholita molesta Busk., que leva a secura dos rebentos e dos frutos; Monosteira
unicostata (ou percevejo da amendoeira), que causa coloracdo amarelada nas folhas; Zeuzera
pyrina (de nome vulgar, broca) que origina galerias nos troncos, provocando 0s maiores prejuizos
em pomares. Por Ultimo, temos os acaros, sendo as principais espécies Panonychus ulmi (apesar
que acaro ¢ vulgarmente designado por aranhico vermelho) e Tetranychus urticae (ou aranhico
amarelo) que provocam a secura das folhas e a sua queda antecipada [5] e [83].

GF677 é de dificil propagacao vegetativa através de estacas lenhosas ou semilenhosas, aspeto
gue limita a sua ampla difusado. Por este motivo, é propagado sobretudo através de cultura /n vitro.
Contudo, o desenvolvimento de protocolos otimizados para a micropropagacao de algumas

espécies, como o caso da Prunus spp., é ainda um desafio [38], [39].

2.4.2. Porta-enxerto de pistaceira: UCB- 1

Em Portugal, no ano de 1986, a Estacdo Agrondmica Nacional iniciou os estudos desta espécie
com a introducao de duas espécies do género Pistacia. P. terebinthus L. e P. lentiscus [76]. A
primeira é utilizada frequentemente como porta-enxerto de P. vera, espécie que se encontra nas
regides de Tras-os-Montes, Baixo Alentejo e nas zonas montanhosas das Beiras, enquanto que ~.
lentiscus se localiza em charnecas, matos, florestas e sebes do Centro e Sul de Portugal [81].

A verticilose, causada por Verticillium dahliae Kleb., foi a Unica doenca causada por um fungo do

solo em arvores de P. verae, segundo Michailides (2005) [82], a maior ameaca para esta cultura.
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A doenca continua a ser um problema para as plantacées mais antigas, onde P. af/antica é utilizada
como porta-enxerto. O desenvolvimento dos porta-enxertos UCB-1 e Pioneer Gold (ou PGI), que
sao hibridos com maior tolerancia a esta doenca, reduziu significativamente a infecdo causada por
aquele fungo, na maioria dos pomares de pistaceiras. No entanto, estes porta-enxertos tém a
desvantagem de nao serem resistentes ao frio, podendo ser afetados por temperaturas inferiores
a-8ou-10 °C.

UCB-1 (P. intergerrima x P. atlantica) é convencionalmente propagado a partir de sementes, tem
como vantagem de ser o porta-enxerto mais tolerante a verticilose e diferencia-se por promover
uma elevada percentagem de frutos durante os primeiros anos de producdo e por obter os
melhores resultados de produtividade acumulada até ao 13° ano, seguido de PGI, PGll e ~.

atlantica.

2.4.3. Porta-enxerto de aveleira: Dundee

A aveleira propaga-se habitualmente por via vegetativa, por mergulhia, 0 que permite a obtencao
de plantas geneticamente iguais a planta mae [31] e [80]. O ramo é geralmente colocado numa
vala com 20 a 25 cm e coberto com solo (amontoa), deixando 2 a 3 gomos a superficie. Com esta
técnica é possivel a obtencao de plantas entre 26.000 a 66.800 por hectare [31], [40] e [41].

A enxertia nao é utilizada comercialmente pelo fato de a aveleira se tratar de uma espécie que
apresenta um crescimento arbustivo com varios caules e rebentos. A utilizacdo de cultivares ou
outras espécies de Corylus com baixa tendéncia para a emissao de rebentos foi estudada por
Rovira e colaboradores (2013) [42] que obtiveram bons resultados com a enxertia da cultivar
Negret-N9 em porta-enxertos das cultivares Dundee, o que permite reduzir os custos com a
eliminacao de rebentos das arvores e facilitar, assim, a colheita mecanica.

Existem varios agentes patogénicos que afetam a aveleira nos paises mediterranicos e em
Portugal. Segundo Agusti (2010) [28] e Gil e colaboradores (2015) [43], podem destacar-se 0s
fungos Cyfospora corylicola Sacc., Cryptosporiopsis coryli Peck., Phyllactinia guttata Wallr., e
Armillaria mellea Vahl., as bactérias Xanthomonas arboricola pv. e Pseudomonas avellanae € o
virus do mosaico fluido ApMV (Apple Mosaic Virus).

Cytospora corylicola ataca principalmente pomares velhos ou fragilizados, em ambientes adversos,
como por exemplo, com caréncias hidricas, técnicas culturais desequilibradas, etc.
Cryptosporiopsis coryli provoca nas plantas uma cor acastanhada nas bracteas dos amentilhos,

gomos escurecidos, folhas com necroses entre nervuras e ramos mortos. Phyllactinia guttata
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provoca manchas brancas na face inferior das folhas, das quais se formam pontuacdes
avermelhadas, negras e achatadas no centro. Armillaria mellea causa o escurecimento dos tecidos
externos da raiz e podridao, conduzindo a um enfraguecimento geral da planta e, posteriormente,
a sua morte.

Bactérias do tipo Xanthomonas arboricola pv. levam ao desenvolvimento de cancros escuros e
necroses, tanto nas folhas como nos gomos. Estes gomos acabam por ndo evoluir, secando, com
posterior queda precoce. Pseudomonas avellanae faz com que as inflorescéncias masculinas
figuem murchas durante o inverno e nas inflorescéncias femininas provoca um atraso no
desenvolvimento dos gomos, ocasionado necroses [31].

Na década de 70, investigadores da Universidade de Corvallis em Oregon (EUA) iniciaram um
programa de melhoramento genético em que selecionaram sementes de polinizacao livre de
Corylus colurna, de onde resultaram os porta-enxertos Dundee e Newberg [87]. Estes autores
observaram que o uso destes porta-enxertos conduzia a um maior vigor e uma maior producao
das plantas, sem emissao de rebentos na base do caule [44].

As boas caracteristicas de crescimento e resisténcia do porta-enxerto Dundee sao fatores que
sublinham a importancia da utilizacao deste porta-enxerto e que levaram a sua selecao para estudo

no presente trabalho de dissertacéao.

2.5.  Cultura /n vitro de células, tecidos, érgaos e plantas

A cultura /n vitro de tecidos vegetais (para abreviar) consiste na cultura de estruturas vegetais -
desde células a plantas inteiras - em condicdes artificiais, através da manipulacdo do seu
crescimento, diferenciacao e desenvolvimento em meios de cultura especificos.

A cultura /n vitro de tecidos vegetais transformou-se numa poderosa ferramenta da qual fazem
parte um conjunto diversificado de técnicas e com aplicacdo em diversos dominios da biologia

vegetal, nomeadamente em:
e Farmacologia - na producdo de compostos de origem vegetal e de importancia a nivel industrial;
e (Genética - no melhoramento de plantas através da obtencéo de hibridos pela fusao de protoplastos
e na regeneracao de plantas transformadas com DNA exogeno;
e Fitopatologia - pela recuperacao de clones indemnes e na preservacao do germoplasma;

e Hortifloricultura - possibilitando uma rapida multiplicacdo clonal de variedades selecionadas [79].
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A partir da cultura /n vifro de explantes (inoculo ou fragmento vegetal usado para iniciar o
estabelecimento da cultura) obtidos de uma planta-mae selecionada é possivel produzir milhares
de plantas (clones) [32], sendo por isso adequada para a propagacdo vegetativa de plantas,
também designada por micropropagacao.
Existem trés processos distintos de obtencédo de rebentos e/ou plantas a partir do explante:

e arebentacdo axilar obtida pelo desenvolvimento de meristemas axilares endogenos;

e a rebentacdo adventicia obtida por organogénese direta ou indireta, a partir de meristemas

adventicios, ou seja, formados de novo;

e aembriogénese somatica direta ou indireta, também adventicia [45].
Na rebentacao axilar, ocorre o desenvolvimento de novos rebentos a partir de meristemas axilares
pré-existentes, que podem originar ramos [32].
Na organogénese direta, ocorre a formacao de rebentos e/ou raizes adventicias através da
inoculacao de explantes como fragmentos, folhas, peciolos, entrends de caules, caules ou raizes,
sem passar por uma fase de callus estrutura amorfa constituida por células indiferenciadas [46].
No caso da organogénese indireta ha uma fase inicial de desdiferenciacao celular e producao de
callus e, s6 depois, entao, se diferenciam os meristemas e, a partir deles, se desenvolvem os
respetivos 6rgaos. A calogénese é um processo importante e vantajoso para obter plantas
indiretamente, pois o callus contém células ou um grupo de células que possuem centros ativos
de divisao celular, que em condicdes apropriadas, sao induzidos a se especializar na producao de
orgaos.
Na embriogénese somatica, direta ou indireta, diferenciam-se embrides somaticos a partir de
células somaticas, que posteriormente se desenvolvem até a formacao de uma planta [47].
A capacidade de regeneracao de plantas a partir do explante depende da sua maturidade e estadio
fisiologico e, de um modo geral, sdo os tecidos jovens e em crescimento ativo os mais utilizados
como fonte de explantes devido a sua maior tendéncia de proliferacao [47]. A idade, o estado
fisiologico e fitossanitario da planta-mae e do explante inicial sdo também fatores de extrema
importancia no sucesso da micropropagacao, sendo que as plantas mais jovens e saudaveis tém
uma melhor resposta do que as plantas mais velhas e com contaminacdes [32].
A micropropagacao define-se como a propagacao fiel de um genétipo selecionado por técnicas da
cultura /n vifro de tecidos vegetais. Geralmente, encontra-se associada com a producao em grande
escala a precos competitivos, uma das principais vantagens da clonagem de plantas [48]. Segundo
a literatura, a cultura /n wvifro, movimenta milhares de milhdes de dolares em todo o mundo,
nomeadamente, em paises como Alemanha, Holanda, Inglaterra, india e Estados Unidos da
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Ameérica. Estas técnicas e método de producdo e plantas tém aumentado os mercados e
promovido a criacdo de novos laboratorios, empregos, tecnologias e patentes. Além disso, tém
fortalecido novos paradigmas através do uso da biologia molecular, com o intuito da obtencéo de
plantas mais resistentes a pragas e stresses abioticos, plantas aromaticas e medicinais e até de

interesse ornamental [49].

2.5.1. Composicao dos meios de cultura

As plantas sdo seres fotoautotréficos que utilizam a energia luminosa para produzir compostos
organicos, como a glucose, a partir de diéxido de carbono e agua [2] e [50]. E é a partir dos
fotoassimilados produzidos, fonte de carbono e energia celular, e dos nutrientes inorganicos
captados do solo, que as plantas produzem todas as moléculas de que sao feitas e mantém a
organizacao estrutural que as carateriza.

O crescimento e a morfogénese /n vitro sdo igualmente influenciados pela luz, seja pela
intensidade, seja pela qualidade ou tipo de espetro de emissao, ou pelas condicdes de fotoperiodo
(numero de horas de luz face ao numero de horas de escuro). Estes processos sdo também
influenciados pela temperatura, usando-se valores geralmente em torno dos 25 °C, com um
intervalo entre 20 °C e 27 °C [2] e [B1].

Como a maior parte dos explantes usados € incapaz de sintetizar as substancias organicas
(hidratos de carbono, vitaminas, aminoacidos, reguladores de crescimento) que sao fundamentais
para o seu crescimento e desenvolvimento, sédo preparados meios de cultura apropriados para
cada explante/genotipo/espécie vegetal. Os meios de cultura utilizados possuem na sua
constituicdo os compostos organicos de que o0s explantes necessitam, para além dos compostos
inorganicos (micronutrientes) que sado, normalmente, captados do solo a partir do sistema
radicular das plantas [52] e [53].

Para além destes componentes o meio de cultura tem de apresentar um pH especifico,
compreendido geralmente entre 5,6 e 5,8, que permita ao mesmo tempo a correta absorcao dos
nutrientes pelos tecidos vegetais [45] e a solidificacdo do agar, o agente gelificante mais
vulgarmente usado para preparacdo de meios solidos ou semi-sélidos.

Existe uma grande diversidade de meios de cultura que foram sendo adaptados e desenvolvidos
para cada espécie vegetal e para os diferentes o6rgdos da mesma planta [2]. Os meios mais

comummente usados sao: Knudson (Knudson, 1946), MS (Murashige & Skoog, 1962), B5

15



(Gamborg et al., 1968), SH (Schenk & Hildebrandt, 1972), TK (Tabachnik & Kester, 1977), WPM
(Lloyd & McCown, 1981), DKW (Driver & Kuniyuki, 1984) e Rugini (Rugini, 1984).

De entre todos os meios de cultura, o meio MS & talvez 0 mais comum por ser um meio rico em
minerais (principalmente azoto, potassio, boro e magnésio) e por permitir uma favoravel resposta

das plantas [45].

2.5.2. Reguladores de crescimento vegetal

Os reguladores de crescimento vegetal, ou hormonas vegetais, sdo moléculas que se encontram
presentes nas plantas, e que em concentracées muito baixas sao capazes de regular o crescimento
celular, processos de morfogénese e desenvolvimento e, consequentemente, condicionam a
resposta dos explantes e das estruturas produzidas a partir destes, ao longo das diferentes fases
do processo da cultura /i vitro [51] e [53].

Existem trés principais classes de hormonas vegetais que sdo utilizadas em cultura /n vitro:
auxinas, citocininas e giberelinas.

Relativamente as auxinas, a hormona vegetal natural mais abundante e de maior relevancia
fisioldgica é o acido indol-3-acético (IAA). Contudo, a auxina mais comummente utilizada para o
enraizamento de estacas e micro-estacas é o acido indol-3-butirico (IBA) [51] e [84] e ¢ utilizada
na fase de estabelecimento e na fase de multiplicacdo da micropropagacao. Dentro do grupo das
auxinas sintéticas encontram-se o acido 1-naftalenoacético (NAA), entre outras [53] e [54].

A citocinina é determinante na promocédo do desenvolvimento de novos rebentos e de gomos
axilares, na fase de estabelecimento e de multiplicacdo /n vitro. E geralmente adicionada numa
concentracao superior a das auxinas na fase de multiplicacao de rebentos [48] e [53]. Uma das
citocininas sintéticas mais frequentes em micropropagacao, é a 6-benzilaminopurina (BAP), mais
econdmica do que a citocinina natural zeatina. Esta hormona induz taxas mais elevadas de
proliferacao de rebentos [38] e [51].

Conjuntamente, citocininas e auxinas permitem a formacdo de uma massa de células
indiferenciadas denominada de callus (e, a partir destes, suspensoes celulares), estimulando a
divisdo e a expansdo celulares, e também regulam processos morfogénicos promovendo a
diferenciacao e crescimento de orgaos [38] e [51].

A adicdo de giberelinas ao meio de cultura pode ser util para o alongamento de entrends de
rebentos, sobretudo na fase de estabelecimento e na fase de multiplicacdo de cultura /n vitro, o

que facilita a separacdo dos nos e obtencao de mais segmentos nodais, amplificando a taxa de
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multiplicacéo (este conceito sera aprofundado mais adiante). Estdo envolvidas no alongamento de
folhas e dos entrenés de caules, devido a ativacdo do meristema intercalar. Elevadas
concentracdes de acido giberélico (GAs) podem ainda induzir o crescimento de callus, a formacao
de rebentos adventicios e promover o crescimento de ca/lus em combinacdo com auxina e baixas

concentracdes de citocinina [51] e [56].

2.5.3. Micropropagacao de plantas

Quando o objetivo da cultura /n vitro é a producao de plantas, ou seja, a multiplicacdo vegetativa
de plantas, o processo é simplesmente designado por micropropagacao [79].

Existem varias abordagens possiveis de micropropagacao, mas atualmente, a abordagem, mais
recente (Figura 3), refere-se numa divisdo em quatro fases principais: selecdo e preparacio da
planta-mée, estabelecimento do explante /n7 vitro (iniciacdo assética), multiplicacdo de rebentos,

enraizamento e aclimatizacao das plantas ex vitro [48].

Fase O - Preparacéo da planta-mae

Fase 1 - Iniciacdo assética ou estabelecimento
Fase 2 - Multiplicacédo

Fase 3 - Enraizamento

Fase 4 - Aclimatizacao

Figura 3: Descricdo das principais fases do processo de micropropagacao [48].

Na fase 0, procede-se a selecdo da planta-mae com as melhores caracteristicas e a preparacao
da mesma, por vezes com pré-tratamentos antiflngicos para reduzir a carga microbiana,
promovendo assim um crescimento mais vigoroso e um maior sucesso da cultura /n vitro pelo
controlo das contaminacdes. A escolha do explante e a sua iniciacdo em cultura asséptica sao
aspetos da maior importancia no estabelecimento de um protocolo de cultura /n viro [32] e [51].
Na fase 1, ocorre o estabelecimento da cultura /7 vifro. Comeca-se por recolher o material vegetal

e proceder a sua desinfecdo, essencial para eliminar microrganismos (fungos e bactérias)
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presentes. Depois procede-se a inoculacao dos explantes no meio de cultura, meios esses terao a
composicao adequada de cada tipo de cultura, sendo depois mantidos em condicoes de
temperatura, luz, humidade relativa propicios para o desenvolvimento da cultura.

Na fase 2, de multiplicacdo, ocorre a diferenciacédo, desenvolvimento e proliferacdo dos 6rgaos e
estruturas capazes de originar plantas completas, sendo elas geralmente rebentos axilares ou
adventicios, embrides somaticos, 6rgdos em miniatura como micro tubérculos. Os rebentos
caulinares produzidos nesta fase sdo considerados como propagulos, pois podem ser propagados,
ou multiplicados, para aumentar o seu nimero em sucessivas subculturas a cada 2 a 8 semanas,
constituindo, portanto, fonte de novos explantes caulinares. O objetivo desta fase &, entdo, produzir
novos propagulos de plantas que, quando separados da cultura, sdo capazes de dar origem a
plantas completas e iniciar novos ciclos de micropropagacao [55] e [b1]. A obtencao de elevadas
taxas de multiplicacdo depende de varios fatores, endégenos e exdgenos, tais como: genotipo,
composicao mineral e vitaminica do meio de cultura, fonte de carbono, niveis e tipo de reguladores
de crescimento, agente gelificante, luz e temperatura [32].

A fase 3 corresponde a fase de enraizamento e é a Ultima fase realizada em laboratério em
condicOes estritamente controladas. Frequentemente, no enraizamento, utilizam-se as auxinas
para induzir o alongamento dos rebentos e formacao de raizes.

Por ultimo, temos a fase 4, a aclimatizacdo, que ¢ a ultima fase do processo e ocorre ex vitfro
(condicdes de campo ou de estufa). Consiste num processo de adaptacao gradual das plantas
produzidas /n vitro as condicdes climaticas e ambientais naturais e a sua transicao da condicao
heterotrofica para a autotréfica [2].

O processo de micropropagacao tem muitas vantagens e aplicacdes, mas a sua implementacao
nem sempre é facil, podendo deparar-nos com inumeros problemas e limitacdes. Em baixo

encontram-se enumeradas as principais vantagens e limitacbes da micropropagacao:

e Vantagens:
v Possibilita a producdo de clones de alguns tipos de plantas que, de outro modo, sdo
morosas e dificeis (ou mesmo impossiveis) de se propagarem vegetativamente (por
exemplo, no combate a extincdo de espécies vegetais) [51];
v" Providencia grande quantidade de material vegetal de qualidade (sem doencas) [57] e
[58];
v" Possibilita a producdo de plantas geneticamente idénticas e de crescimento mais

acelerado [59];
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Com a desinfecao é possivel proteger as plantas de contaminacdes de bactérias e fungos
(51];

Permite ajustar os fatores que influenciam a regeneracao vegetativa, como os niveis de
nutrientes, reguladores de crescimento, luz e temperatura [51];

Permite a manutencao do genoétipo (uniformidade) e da qualidade fitossanitaria (assepsia)
do material vegetal [57];

Permite a obtencdo de varias plantas, a partir de um Unico explante inicial [57], [51] e
[571;

Requer reduzido espaco de tempo e espago fisico [57], [51] e [57];

E independente do efeito de sazonalidade (as condicdes fisicas sdo rigorosamente
controladas) [52], [59] e [60];

Os custos associados s@o geralmente menores [51].

e Limitacdes:

v
v

A propagacdo massiva nao é ainda aplicavel a todas as espécies vegetais [48];

Os clones podem n&o ter um crescimento uniforme e, em vez disso, podem ter diferentes
taxas de crescimento e maturacao /in vitro [48];

Existe maior dificuldade na obtencao de raizes do que rebentos [48];

Por vezes, a elevada variacdo de condicdes entre clones e mesmo entre plantas do
mesmo clone, torna dificil encontrar o meio adequado [61];

A regeneracdo pode nao ser possivel, especialmente em espécies lenhosas e arvores
adultas [48];

Custos com a mé&o de obra (70% do custo de uma planta micropropagada) [48];
Elevado investimento inicial em instalaces e desenvolvimento de protocolos diferentes

para as diferentes culturas de espécies [88].

Com o crescente aumento de procura por espécies produtoras de frutos secos de elevada

qualidade genética e fitossanitaria, associado aos problemas na multiplicacao e de suscetibilidade

a pragas e agentes patogénicos de algumas espécies, a micropropagacdo de porta-enxertos

resistentes e de boas carateristica produtivas revelou-se como sendo uma das melhores

estratégias para responder as solicitacdes do mercado [86].
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2.6. Inducao de organogénese indireta a partir de explantes foliares

Foram utilizados explantes foliares de pistaceira e de aveleira com o intuito de avaliar a capacidade
de desdiferenciacao e de ocorréncia de organogénese indireta (rebentos adventicios).

Para uma melhor compreensao de todo o processo envolvido desde a inoculacao dos explantes
foliares destas variedades de porta-enxertos inoculados nos meios de cultura, até a formacao de
uma nova planta, encontra-se representado um esquema ilustrativo sobre processo de

embriogénese somatica /n vitro. (Figura 4).

Doadora de explantes

Segmento foliar ou Diferenciagao do
meristema apical tecido em calos
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Figura 4: Esquema do processo de embriogénese somatica /n vitro, através de segmentos foliares [62]: A-fase O
onde ocorre a preparacao e selecdo da planta-mae; B- fase 1 em que se faz o estabelecimento dos segmentos
foliares; C- fase 2, de multiplicacdo onde ocorreu o desenvolvimento de embrides somaticos, a partir de segmentos
foliares.

De acordo com a Figura 4 acima descrita, estas sao as etapas de desenvolvimento que os
segmentos foliares dos clones de pistaceira e de aveleira poderao manifestar, ao longo do tempo,
com do processo de desdiferenciacdo das folhas (células diferenciadas) e posterior
desenvolvimento de callus [91] e [92].

A embriogénese somatica constitui um método eficaz de propagacao, principalmente quando o
material vegetal disponivel para o estabelecimento /n7 vitro é escasso. Por este motivo, este método

foi utilizado no ambito da propagacao destas espécies.
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Capitulo 3 — Materiais e Métodos

3.1. Espacos laboratoriais e procedimentos basicos

Para cada uma das fases da micropropagacdo e aclimatizacao de plantas — do campo ao cliente,
existem diferentes espacos funcionais, bem como diferentes condicdes de assepsia, que sdo
fundamentais para a prevencdo da entrada e proliferacdo de agentes contaminantes. Estas
condicdes sdo importantes na cultura /n vitro pelo facto de evitarem a contaminacdo das culturas
vegetais e do material esterilizado que é utilizado nas camaras de fluxo laminar assépticas,
garantindo, deste modo, que se produzam e fornecam plantas de elevada qualidade fisiologica e
sanitaria [59].

Para que estes resultados sejam possiveis, primeiramente, na antecamara do laboratorio da Deifil,
e seguindo os procedimentos protocolares de boas praticas da empresa, faz-se a troca de calcado
do exterior por um especifico para uso em laboratério (socas de laboratorio), coloca-se uma touca
na cabeca e veste-se uma bata, seguindo-se a lavagem das maos. Assim, estao reunidas as
condicOes necessarias para a entrada no laboratorio de biotecnologia vegetal. Este espaco é
composto por uma sala de preparacao de meios de cultura, duas salas de lavagens, uma sala de
manipulacao de plantas e duas de crescimento das plantas.

Na sala de preparacdo de meios de cultura temos presentes os materiais € equipamentos
laboratoriais necessarios para a elaboracdo dos meios a utilizar para as diversas espécies de
plantas existentes na empresa.

A sala de lavagens é o espaco onde se procede a lavagem do material laboratorial, onde ocorre a
desinfecao do material vegetal que vem de condicbes ambientais naturais (ex vifro) e onde se
encontra a placa de aquecimento para cozimento, por exemplo, do agar, dos meios de cultura,
etc. Efetua-se aqui, ainda, a desinfecao e esterilizacao dos frascos e outros utensilios no autoclave
(Uniclave 88) utilizando-se programas de esterilizacdo de 121 °C, 1,2 bar durante 20 minutos.
Seguidamente, temos a sala de manipulag¢ao de plantas, onde se encontram as camaras de fluxo
laminar horizontal (Telstar®, modelo BH-100). Antes de cada utilizacdo estas sdo sujeitas a
radiacdo UV durante 20 minutos e, posteriormente, toda a bancada de trabalho é desinfetada com
etanol a 70% (v/v). Nestas camaras estd ainda instalado um esterilizador por infravermelhos
(Seleta®, modelo Sterilbio) que atinge uma temperatura de 900 °C, no qual se colocam, sempre
gue necessario, as pincas e os bisturis, para um manuseamento seguro das plantas.
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As culturas sdo depois colocadas e mantidas nas salas de crescimento, a uma temperatura de 25
°C + 1 °C, com um fotoperiodo de 16 horas e uma intensidade luminosa de cerca de 40 umol m
2 51 fornecida por lampadas fluorescentes (MASTER TL-D Super 80, 36W/865, Philips®).

Na estufa existe um pavilhdo principal composto por uma area interior e uma exterior. A primeira
¢ constituida por uma zona de armazenamento de substratos, vasos, tabuleiros e material de
estufa, onde se realiza a transferéncia das plantas propagadas /7 vitro para a fase de aclimatizacao
ex vitro. Ao lado temos a zona de aclimatizacdo, designada carinhosamente de “bercario”, a zona
de crescimento das plantas ou “zona de engorda” que é composta por 3 naves. Na area exterior
ou zona de “endurecimento das plantas” as plantas estdo expostas ao ar livre, para uma melhor

preparacao ao ambiente externo, sendo, finalmente, por ultimo, entregues ao cliente.

3.2.  Selecao e preparacao das plantas-mae

3.2.1. Selecao das plantas-mae

A micropropagacao de cada espécie de plantas inicia-se a partir da planta-mae previamente
selecionada de acordo com os atributos requeridos pelo cliente ou pela industria transformadora
e submetida a ensaios de qualidade e tratamentos de desinfecao com o objetivo de assegurar a
sua qualidade fitossanitaria.

Neste trabalho foram utilizados varios clones de cada uma trés variedades de porta-enxertos:
clones I, Il, lll e IV de GF677, clones I, Il, lll, IV e V de UCB-1 e clones I, Il e Ill de Dundee.

Os clones de GF677 tinham idades compreendidas entre dois a trés anos, os clones de UCB-1

tinham trés anos de idade e os clones de Dundee um ano.

3.2.2. Preparacao das plantas-mae

As plantas-méae sao mantidas em estufa com fotoperiodo natural, a uma temperatura entre 25 e
28 °C, uma humidade relativa acima dos 50%, cobertas com rede de sombreamento a 50% e
regadas através de um sistema gota a gota.

Duas semanas antes da recolha do material vegetal para obtencdo de explantes, as plantas-mae
(Figura 5) sao vaporizadas com antifungico Switch® (1 g/ L). Este pré-tratamento é importante

devido a elevada humidade relativa do ar na estufa.
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Figura 5: Imagens dos porta-enxertos que se encontravam na estufa: A- GF677; B- UCB-1; C- Dundee.

3.3. Recolha e desinfecdo do material vegetal

Para dar inicio a fase de estabelecimento dos explantes /7 vitro séo recolhidos os segmentos
apicais de ramos jovens, com 15 a 20 cm de comprimento e 5 a 6 entrends, dos trés porta-
enxertos de GF677, UCB-1 e Dundee. No caso de ensaios de estabelecimento /n vifro em que se
utilizaram segmentos nodais como explante, as folhas foram removidas com tesoura desinfetada
(etanol a 70% (v/v)) sendo depois os segmentos caulinares apicais desfolhados colocados em
frascos de vidro identificados (Figura 7 C). No caso em que se testaram explantes foliares, foram
recolhidas as folhas para os frascos (Figura 7 D). Todo o material foi depois transportado para o
laboratorio.

O procedimento de recolha de material vegetal realizou-se diversas vezes e em diferentes épocas
do ano, para os diferentes clones estudados, de acordo com a Tabela 4, com o intuito de se avaliar

a melhor época do ano para a realizacdo dos estabelecimentos /7 vitro.
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Tabela 4: Tabela resumo com todos os estabelecimentos realizados no trabalho experimental, dos porta enxertos de
GF677, de UCB-1 e de Dundee, compreendidos entre 0 més de outubro 2018 a maio 2019.

Epoca do ano Porta-enxertos Clones Origem do explante
GF677 I, Iv Ramo jovem (segmento apical)
Outubro UCB-1 I Ramo jovem (segmento apical)
Dundee I Ramo jovem (segmento apical)
GF677 v Ramo jovem (segmento apical)
Marco Dundee 1l Ramo jovem (segmento apical)
Dundee I Folhas de ramos jovens
GF677 [, Il elll Ramo jovem (segmento apical)
UCB-1 LI IVeV | Ramo jovem (segmento apical)
Abril UCB-1 LAL I, VeV Ramo jovem (segmento apical)
Dundee lell Ramo jovem (segmento apical)
Dundee lell Folhas de ramos jovens
UCB-1 LILIL VeV | Ramo jovem (segmento apical)
Maio Dundee [, 1l elll Ramo jovem (segmento apical)
Dundee I, el Folhas de ramos jovens

No laboratorio, o material recolhido foi sujeito a um processo de desinfecao de acordo com o
esquema da Figura 6. Brevemente, o primeiro passo consistiu numa lavagem em agua corrente
em cada frasco e, depois de se descartar esta agua corrente, adicionou-se a solucao de detergente
TWEEN® 20 (0,01 ml/L), mantendo-se por um periodo de 10 minutos, para remocao de
contaminantes superficiais. Apos trés lavagens com agua destilada, adicionou-se a solucao
antifungica Switch® (3 g/L), durante 10 minutos, seguida de novas lavagens (3x) com agua
destilada. Este antifungico sistémico e de superficie é indicado para combater a podridao cinzenta
e carateriza-se pela sua elevada eficacia e persisténcia de acdo. A seguir a este tratamento,
adicionou-se 0 antibacteriano natural, Veg'lys® (10 ul/L), solugcdo a base de extrato de alho, por
5 minutos, terminando-se com nova lavagem com agua destilada. O material vegetal foi
posteriormente transferido para frascos estéreis, seguindo-se uma passagem em etanol a 70 %
(v/v), por apenas 1 minuto, e lavagem com agua destilada. Por fim, procedeu-se a uma ultima
desinfecdo do material vegetal com lixivia comercial (Dia®, 5 % de hipoclorito de sodio), a
diferentes diluicdes consoante o tipo de explantes, durante 20 minutos. Nos frascos com
segmentos caulinares apicais adicionou-se uma diluicdo a 20 % (v/v) e, nos frascos com folhas,
por ser um material vegetal mais sensivel, adicionou-se uma diluicdo a 30 % (v/v). Os frascos
foram depois transferidos para a camara de fluxo asséptica e o material lavado, pelo menos, 4
vezes com agua destilada estéril, sob agitacao para remocéao de residuos de lixivia.
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Lavagem com agua corrente

Lavagem com solucao de detergente TWEEN® 20 em agua destilada (0,01 mi/L)
durante 10 min

Tratamento com solugéo de antiflingico Switch® em agua destilada (3 g/L)
durante 10 min

Tratamento com solucao de antibacteriano Veg'lys® em agua destilada
(10 ul/L) durante 5 min

Transferéncia de material vegetal para frascos estéreis,
passagem por etanol a 70 % (1 min) e lavagem com agua

Desinfecao final com diluicoes de lixivia comercial (Dia®, 5
%), 20 min: segmentos apicais com diluicdoa 20 % e
folhas a 30 %.

Transferéncia para a camara de fluxo asséptica

e lavagem (4x) em agua destilada estéril

Figura 6: Esquema-resumo do processo de desinfecao efetuado no material vegetal obtido a partir dos ramos jovens
colhidos nos porta-enxertos dos clones de amendoeira, pistaceira e aveleira, bem como para a desinfecdo das folhas
dos clones de pistaceira e aveleira.

A Figura 7 mostra algumas imagens ilustrativas do material vegetal de GF677, UCB-1 e Dundee,

em diferentes fases do procedimento de desinfecao realizadas na sala de lavagens.

Figura 7: Imagens ilustrativas das diferentes fases do processo desinfecdo do material vegetal: A- segmentos
caulinares apicais desfolhados de GF677 em solucdo com detergente TWEEN® 20; B- com o antiftingico Switch®;
C- com o antibacteriano Veg'lys®; D- folhas de UCB-1 em solugdo com detergente TWEEN® 20;
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3.4. Estabelecimento de segmentos caulinares nodais /n vitro

Apds a desinfecdo do material vegetal, na cdmara de fluxo laminar, procedeu-se a divisdo dos
segmentos caulinares apicais, de modo a obter segmentos nodais de aproximadamente 1-2 cm.
Estes foram, posteriormente, inoculados em tubos de ensaio (150 x 25 mm), contendo 10 mL de
meio de cultura (um explante por tubo). As culturas sdo depois mantidas na sala de crescimento,
nas condicdes acima descritas, durante 4 a 8 semanas, consoante o seu desenvolvimento.
Os explantes foram inoculados em cinco meios de cultura diferentes, meio 1 (M1), meio 2 (M2),
meio 3 (M3) e meio 5 (M5). Relativamente as composicoes destes 4 meios temos:
e M1 corresponde ao meio MS (Murashige & Skoog, 1962), que inclui macronutrientes,
micronutrientes e vitaminas MS, com adicdo de 0,1 mg/L de BAP;
e M2 é composto por macronutrientes do meio GNH (Meio de Garoosi, Nezami & Haddad,
2010), micronutrientes MS, vitaminas MS, com adicdo de 1 mg/L BAP e 0,01 mg/L IBA;
e M3 é composto por macro GNH e micronutrientes MS, vitaminas MS, com adicdo de 1
mg/L BAP e 0,01 mg/L IBA e com 20 mg/L de GA3.
e M5 corresponde aos macronutrientes, micronutrientes e vitaminas de WPM (Meio Lloyd

& McCown Woody Plant, 1981), com adicdo 2 mg/L BAP (adotado no més de fevereiro
para as culturas GF | e GF IV).

Na Tabela b encontram-se as concentracdes das solucdes sfock de macro e micronutrientes e de
vitaminas dos meios comerciais usadas na preparacao dos varios meios de cultura, bem como as
concentracdes de outros constituintes (mio-inositol, reguladores de crescimento, acido ascérbico,
sacarose e agar). No anexo | na Tabela A2 pode encontrar-se a composicao dos varios meios

comerciais usados (MS, GNH e WPN) e também no anexo lIl.
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Tabela 5: Concentracdes das solucdes stock de nutrientes e vitaminas de meios comerciais e de outros constituintes
usados na preparacao dos meios de cultura utilizados na fase de estabelecimento /7 vitro (M1, M2, M3 e M5).

Concentracao (p/v)

Composicao
Meio 1 Meio 2 Meio 3 Meio 5
Meio MS basal (Macro +
Micro M) 4,33 mg/L - - 4,33
Macronutrientes GNH - 100 mg/L 100 mg/L -
Micronutrientes MS - 10 mg/L 10 mg/L -
Vitaminas MS 1 mg/L 1 mg/L 1 mg/L —
Vitaminas WPM — - - 1mg/L
Mio-inositol (mg/L) 100 100 100 100
BAP (mg/L) 0,1 1 1 2
IBA (mg/L) - 0,01 0,01 -
GAs(mg/L) - - 20 -
Acido ascorbico (g/L) - — — 1
Sacarose (g/L) 25 25 25 25
Agar (g/1) 7 7 7 7

Em anexo |, a Tabela Al evidencia um resumo de todo o material vegetal micropropagado e de
todos os meios de cultura utilizados em cada clone, ao longo dos meses de estagio.

Dada a escassez de material vegetal, nem sempre disponivel nas quantidades necessarias, nao
foi possivel fazer um desenho fatorial completo, testando todos os meios em todos os clones. Na
Tabela 6 pode encontrar-se a informacéo sobre os meios de cultura que foram testados para cada
clone dos porta-enxertos GF677, UCB-1 e Dundee, na fase de estabelecimento. Para efeitos de
facilidade de monitorizacao/avaliacao do trabalho laboratorial, mas também da interpretacéo de
resultados, adotou-se um esquema de cores para diferenciar os meios de cultura, ja patente nesta
Tabela 6. No laboratdrio isto fez-se através do uso de corantes no meio de cultura e para a

representacao dos resultados usar-se-a 0 mesmo codigo de cores nas figuras e tabelas.
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Tabela 6: Meios de cultura testados na fase de estabelecimento in vitro de explantes (segmentos nodais) para os
diferentes clones dos trés porta-enxertos estudados: GF677, UCB-1 e Dundee.

Variedades/Clones = Meios de cultura usados para o estabelecimento de segmentos nodais /n vitro
GF | M3
GF Il M1/M2/M3/M5
GF Il M3
GF IV M1/M2/M3
UCB-1 | M1/M2/M3
UCB-1 II M3
UCB-1 Il M3
UCB-1 IV M3
UCB-1V M3
Dundee | M1/M2/M3
Dundee Il M2/M3
Dundee IlI M2

Na Figura 8 encontram-se imagens representativas de segmentos nodais de GF677, de UCB-1 e

de Dundee, inoculados, individualmente, em M1 no primeiro estabelecimento realizado.

Figura 8: Imagens representativas de segmentos nodais obtidos de ramos apicais selecionados de plantas-mae das
espécies de amendoeira, pistaceira e aveleira, inoculados em meio 1 (M1) para a inducéo de rebentos. Os ramos
foram colhidos durante o més de outubro 2018 (primeiro estabelecimento): A- GF677 clone II; B- GF677 clone IV; C-
UCB-1 clone [; D- Dundee clone .

O objetivo deste teste foi avaliar as diferentes respostas dos segmentos nodais em M1, M2, M3 e

M5, para posteriormente se poder produzir plantas inteiras.
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3.5. Estabelecimento de segmentos foliares /n vitro

Devido a escassez e oscilacao na disponibilidade de material vegetal para se iniciar a
micropropagacao de porta-enxertos das espécies em estudo, essencialmente devido a perda de
culturas por contaminacdes microbianas, decidiu-se testar outro tipo de explante, para além dos
segmentos caulinares nodais, avaliando a sua resposta em termos de capacidade de diferenciacao
e desenvolvimento de rebentos adventicios. Assim, como existiam trés clones de Dundee e cinco
clones de UCB-1 com as folhas bem desenvolvidas na estufa, decidiu utilizar-se essas folhas como
explantes com o objetivo de tentar induzir a proliferacdo de rebentos por organogénese indireta,
ou seja, induzir a desdiferenciacdo celular e formacao de callus e posterior diferenciacdo de
rebentos caulinares e, por ultimo, a formacao da planta inteira. Esta estratégia nao foi aplicada a
GF677 (amendoeira) pois, em estudos anteriores efetuados na empresa, ja se havia verificado que
as respostas dos clones eram muito lentas e, embora produzissem callus, ndo ocorreu
organogénese indireta (resultados ndo publicados).

Como na Deifil ja se tinham testado segmentos foliares com outras espécies de plantas e se tinha
obtido resultados positivos com os meios M2 e M3, decidiu-se utilizar também estes dois meios
de cultura para UCB-1 (pistacio) e de Dundee (aveleira). Para a cultura de pistacio, experiéncias
preliminares ja tinham sido realizadas na empresa, no entanto, relativamente a cultura da aveleira
nao fora testado ainda este procedimento e também nao existia bibliografia sobre a inducao de
organogénese indireta através de explantes foliares de Dundee, pelo que esta experiéncia mostrou-
se muito pertinente no contexto da investigacao na micropropagacao desta espécie.

Como os resultados com os clones | de UCB-1 testados nédo foram conclusivos (Deifil, resultados
nao publicados), resolveu-se testar novamente explantes foliares de pistacio destes clones e em
outros clones que ainda nao tinham sido avaliados/explorados (I, llI, IV e V).

Na altura da inoculacado das folhas de Dundee, porque havia material suficiente, para além se usar
como meios de cultura o M2 e o M3, decidiu-se também testar mais um meio de cultura, tendo-
se selecionado o M5, que para além de diferencas na suplementacao hormonal contém acido
ascorbico (Tabela 7).

A semelhanca do que se fez para os segmentos nodais, na Tabela 7 encontra-se a informacéo
sobre os meios de cultura que foram testados para cada clone dos porta-enxertos UCB-1 e Dundee,

na fase de estabelecimento.
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Tabela 7: Meios de cultura testados na fase de estabelecimento /7 vifro de explantes (explantes foliares) para os
diferentes clones de UCB-1e Dundee.

Meios de cultura usados para o estabelecimento de

Variedades/Clones segmentos foliares /n vifro

UCB-1 I M3

UCB-11i M3

UucB-1 1l M3

UCB-1 IV M3

UCB-1V M3

Dundee | M3/M5

Dundee Il M3/M5
Dundee lll M2/M5

Para o estabelecimento /n vitro com explantes foliares, em camara de fluxo laminar esterilizada,
cortaram-se pedacos de folha com aproximadamente 1 cm?, de acordo com o indicado na Figura
9, inoculando os diferentes pedacos com a pagina superior (pagina adaxial) voltada para os meios
de cultura, em frascos com uma capacidade volumétrica de 370 mL (11,7 cm de alturae 7,2 cm

de diametro). Sendo em cada um dos frascos inoculados quatro explantes foliares.

Bl B2 B3

Figura 9: Al- Folhas do clone lll de Dundee na camara de fluxo; A2- Cortes laterias longitudinais e transversais apicais
de folha (clone Ill de Dundee); A3- Cortes transversais ao longo do eixo longitudinal formando segmentos foliares
paralelos (clone Il de Dundee); B1- Folhas do clone | de UCB-1 na camara de fluxo; B2- Corte do bordo periférico da
folha (clone | de UCB-1); B3- Cortes transversais ao longo do eixo longitudinal formando segmentos foliares paralelos
(clone | de UCB-1).
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O objetivo deste teste foi avaliar as diferentes respostas dos segmentos foliares em M2, M3 e M5,
concretamente: a ocorréncia de desdiferenciacdo, a formacdo de callus e sua competéncia
morfogénica (nomeadamente caulogénese), para posteriormente se poder produzir plantas

inteiras.

3.6. Multiplicacao de rebentos /in vitro

Na fase de multiplicacdo a maioria dos explantes encontram-se em frascos com capacidade
volumétrica de 370 mL (11,7 cm de altura e 7,2 cm de didmetro). Num mesmo frasco podem
estar um numero maximo de 10 culturas inoculadas, todas pertencentes ao mesmo clone.
Note-se que na primeira repicagem, para a fase de multiplicacdo, optou-se por manter cada
explante individualmente, novamente em tubos de ensaio (150 x 25 mm), por terem um tempo
de cultura /n vitro ainda escasso e também para prevenir, através da observacao direta, a juncao
de explantes com contaminacdes bacterianas endogenas ainda ndo manifestadas com explantes
viaveis (sem a presenca de contaminacdes), ambos no mesmo frasco.

Espera-se que na multiplicacao ocorra a rebentacao dos gomos axilares, a ramificacao do explante,
pelo que a composicao hormonal é muito relevante. Pretende-se ainda diminuir o efeito roseta
promovendo o alongamento dos entrenos dos rebentos, pois ndo sé os jovens caules asseguram,
tal como as folhas, funcdes fotossintéticas e de reserva nutricional [63], como ira permitir obter
segmentos nodais de dimensbes mais adequadas a um novo ciclo de estabelecimento/
multiplicacao. Para este fim, testou-se a adicao de giberelina (GA3).

Prepararam-se, entdo, cinco meios de cultura para a fase de multiplicacdo: meio 0 (MO), meio 2
(M2), meio 3 (M3), meio 4 (M4) e meio 5 (M5). Na Tabela 8, é possivel observar-se as solucdes
stock de cada um dos meios de cultura na fase de multiplicacao, estando ainda disponivel e com
maior detalhe a composicao e concentracao destes meios no anexo |, na Tabela A3.

Embora a composicdo dos meios M2, M3 e M5 tenha ja sido descrita na Tabela 5, incluiu-se
também nesta Tabela 8 (a cinza) para facilidade de comparacdo. Como se pode observar, MO
corresponde a meio MS sem suplementacdo hormonal e M4 corresponde a um novo meio
comercial testado, o meio QL (Quoirin et Lepoivre, 1977), com adicdo de 0,5 mg/L BAP.

No anexo Ill sdo disponibilizada as fichas técnicas do meio QL.
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Tabela 8: Concentracdes das solucdes stock de nutrientes e vitaminas de meios comerciais e de outros constituintes
usados na preparacao dos meios de cultura utilizados na fase de estabelecimento /7 vifro (MO, M2, M3, M4 e M5).

Concentracao (p/v)

Composicao
Meio O Meio 2 Meio 3 Meio 4 Meio 5
Meio MS basal 4,33 mg/L — - - 4,33
Meio QL — 3,56 g/L —
Macronutrientes GNH — 100 mg/L 100 mg/L - -
Micronutrientes MS — 10 mg/L 10 mg/L — —
Vitaminas MS — 1 mg/L 1 mg/L - -
Vitaminas WPM — — — — 1 mg/L
Mio-inositol (mg/L) - 100 100 — 100
BAP (mg/L) - 1 1 0,5 2
IBA (mg/L) - 0,01 0,01 - -
GAs (mg/L) - - 20 - -
Acido ascorbico (g/L) - - - - 1
Sacarose (g/L) 25 25 25 25 25
Agar (g/1) 7 7 7 7 7

Na Figura 10 encontram-se alguns exemplares de segmentos nodais de GF677, UCB-1 e Dundee,
que passaram da fase de estabelecimento para a de multiplicacdo. Todos os rebentos provenientes

do estabelecimento, em M1, foram excisados/repicados, apds b semanas /17 vitro.

*

- | 4

Figura 10: Representacao de imagens dos segmentos nodais e apicais das espécies de amendoeira, aveleira e
pistaceira, que foram depois colocados, novamente em tubos de ensaio para a inducdo de rebentos, durante o més
de novembro, ou seja, com 5 semanas em meio 1: A- GF677 clone Il; B- GF677 clone IV; C- UCB-1 da pistaceira; D-
Clone | de Dundee.
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Mais tarde, na segunda repicagem da fase de multiplicacéo, foram inoculados 2 a 5 explantes
por frasco (dois explantes devido a existéncia de explantes contaminados, que ndo se poderiam
misturar com os explantes viaveis. Foram inoculados cinco explantes pois todos esses explantes
eram viaveis a cultura /n7 vitro e também pela existéncia de uma grande quantidade de meio de
cultura produzido no laboratorio), como se pode verificar na Figura 11, segmentos nodais de

GF677 (ver anexo Il Figura B8 para GF677, B9 para UCB-1 e B10 para Dundee).

Figura 11: Imagens representativas de rebentos de porta-enxertos de GF677, na fase de multiplicacao /n vitro.

Nas Tabelas 9 e 10 sao apresentados todos os meios de cultura utilizados na fase de multiplicacao,

tanto para os segmentos nodais, como para os segmentos foliares.

Tabela 9: Meios de cultura testados na fase de multiplicacdo /n vitro de explantes (segmentos nodais) para os
diferentes clones dos trés porta-enxertos estudados: GF677, UCB-1 e Dundee.

Variedades/ Clones Meios de cultura usados para a multiplicagao
de segmentos nodais /n vitro

GF | /
GF Il M2/M3/M5
GF Il
GF IV M2/M3/

UCB-11 M2/

UCB-11

UCB-1 M2/

UCB-1 IV M2/

UCB-1V M2/

Dundee | M2/

Dundee II M2/

Dundee lll M2/
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Tabela 10: Meios de cultura testados na fase de multiplicacdo /n vitro de explantes (segmentos foliares) para os
diferentes clones dos dois porta-enxertos estudados: UCB-1 e Dundee.

Variedades/Clones Meios de cultura usados para a multiplicacdo de segmentos foliares /in vitro
UCB-1 1|
UCB-1 II
UCB-1 Il
UCB-1 IV
UCB-1V
Dundee | MO
Dundee I MO

Dundee llI MO

3.7. Parametros para avaliacdo do sucesso das fases de estabelecimento e de

multiplicacao

E da maior relevancia avaliar o sucesso das diferentes fases do processo de micropropagacao de
modo a, por um lado, poder alterar-se procedimentos e, por outro, poder prever-se a produtividade
em plantas micropropagadas para cada espécie e clone. Assim, 4 a 8 semanas apods inoculacao
dos explantes, determinou-se a:

e percentagem de contaminacdo na fase de estabelecimento

e percentagem de sobrevivéncia na fase de estabelecimento

e percentagem de rebentacédo na fase de multiplicacao

e taxa de multiplicacao na fase de multiplicacao

e percentagem de sobrevivéncia na fase de multiplicacao
A contaminacéo (%) foi calculada dividindo o numero de explantes contaminados pelo nimero total
de explantes inoculados (equacéo 1).
A sobrevivéncia (%) foi calculada dividindo o numero de explantes nao contaminados e nao secos,
ou seja, viaveis, pelo numero total de explantes inoculados (equacao 2).
A rebentacéo (%) foi calculada dividindo o numero de explantes que desenvolveram rebentos, pelo

numero total de explantes inoculados (equacao 3).
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A taxa de multiplicacdo, que consiste no numero de rebentos obtidos por segmento nodal

inoculado, pelo n° de rebentos totais inoculados (equacao 4).

N¢ explantes contaminados

Percentagem de contaminagdo = X 100 equacao 1

Ne¢ total de explantes inoculados

A . N¢ explantes viaveis
Percentagem de sobrevivénvia = P

100 equacao 2

Ne total de explantes inoculados

~ N¢ explantes com rebentos ~
Percentagem de rebentagdo = P - x 100 equacao 3
N¢ total de explantes inoculados

N¢ de rebentos obtidos

Tax. multiplicagdo = ao 4
axa de mult plicagao Netotal de segmentos inoculados equacao
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Capitulo 4 - Resultados e Discussao

4.1.  Estabelecimento /n vifro de explantes caulinares nodais dos diferentes

porta-enxertos

Realizaram-se diversos estabelecimentos /7 vitro de todos os clones das trés espécies em estudo
para o desenvolvimento de rebentos axilares. Esta pratica, adotada pela empresa Deifil, teve como
objetivo principal a avaliacdo das respostas de cada um dos diferentes clones, de acordo com os
seguintes critérios: a pratica dos estabelecimentos em diferentes épocas do ano, onde foi possivel
constatar-se a altura do ano mais propicia de recolha de cada um os explantes caulinares (clones
gue expressaram com maior sucesso evidenciaram qual foi o0 melhor periodo do ano para serem
estabelecidos); A selecdo dos melhores clones de cada espécie, com a adocdo de hibridos
resistentes e tolerantes a doencas que podem resolver os problemas de solucao das espécies, que
contribuem para a producao de espécies de interesse em boas qualidades sanitarias.

A fase de estabelecimento /n vifro das espécies em estudo foi iniciada inoculando segmentos
caulinares nodais obtidos a partir de ramos jovens de plantas-méae selecionadas e mantidas na
estufa de crescimento da empresa. Apds periodo de tempo adequado em cultura para se poder
avaliar quer o aparecimento de contaminacées microbianas quer a (in)viabilidade de explantes,
procedeu-se a determinacao das percentagens de contaminacao, bem como avaliacao do tipo de
contaminacao (por fungos e/ou bactérias) e das percentagens de sobrevivéncia/viabilidade dos
explantes.

O calculo destes parametros é essencial na avaliacdo do desempenho dos explantes na fase de
estabelecimento, bem como da qualidade fitossanitaria do material vegetal, e permite também
fazer uma apreciacao dos meios de cultura utilizados, com o objetivo de se identificar o(s) meio(s)
mais adequado(s) para cada clone de cada espécie.

Na fase de estabelecimento, foram utilizados quatro meios de cultura diferentes: M1, M2, M3 e

M5 (ver capitulo 3, Tabela 6). De seguida ir-se-a descrever os principais resultados por espécie.
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4.1.1. Prunus dulcis. variedade do porta enxerto GF677

De modo a avaliar o tipo de contaminacdo obtida nos diversos clones do porta enxerto GF677, a
percentagem de contaminacao calculada é dividida em trés grupos principais, que sao os explantes
contaminados por fungos, os contaminados por bactérias e os contaminados por fungos e
bactérias (Figura 12).

Na Figura 12 é apresentada a percentagem de contaminacao obtida com os clones Il e IV de
GF677 inoculados nos meios de cultura M1 e M2, no més de outubro de 2018 com um periodo

de 5 semanas /n vitro, (ver anexo ll, Figuras B1 e Tabela B1).

Meio 1 Meio 2
9,93% 8,31%
4,23%
GF Il 19,97%
= Fungos
5,76% 6,51% Bactérias

Fungos e bactérias
GF IV 22,19% 25,08%

Figura 12: Percentagem de contaminacao obtida para os clones GF Il e GF IV estabelecidos nos meses de outubro
2018 nos meios de cultura M1 e M2.

Ambos os clones apresentaram uma maior contaminacao fungica do que bacteriana em ambos
0s meios analisados. Contudo, o clone GF Il apresentou, de um modo geral, menores percentagens
de contaminacao bacteriana que GF IV. Por outro lado, e contrariamente a GF IV, onde o meio de
cultura nao teve efeito relevante no perfil de contaminacoes, quando explantes GF Il sdo inoculados
em meio M2 a percentagem de contaminacao por bactérias diminuiu quando comparado com M1
(Figura 12). Os valores de contaminacdes por fungos e bactérias simultaneamente manteve-se
mais ou menos semelhante em ambos os clones e meios de cultura.

Em marco foi realizado o estabelecimento dos clones de GF IV para M2 e M3 (ver anexo I, Figuras

B3 e Tabela B2), apresentado na Figura 13.
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Meio 2 Meio 3

0,13% 0,60%

= Fungos
Bactérias

GF IV

Fungos e bactérias

Figura 13: Percentagem de contaminacao obtida para os clones GF IV estabelecidos em marco de 2019 nos meios
de cultura M2 e M3.

Os clones de GF IV em ambos 0s meios de cultura evidenciaram uma maior contaminacao fungica,
seguida de contaminacdo bacteriana (com valores intermédios) e por fim as contaminacdes
derivadas por fungos e bactérias com menores valores percentuais de contaminacao.
Comparando os meios de cultura, a percentagem de contaminacdo por fungos em M2 foi
relativamente superior ao do M3: 77,72 % > 59,70 %. Por outro lado, a contaminacao por bactérias
foi mais elevada em M3 do que em M2 para os clones de GF IV: 39,70 % > 22,15 %.

Os valores de contaminacdes por fungos e bactérias foram semelhantes entre si tanto para os
meios de cultura M2 e M3.

Os valores representados na Figura 14 mostram as percentagens de contaminacao
correspondentes obtidas com os clones GF I, GF Il e GF Il inoculados nos meios de cultura M3 e
também GF Il inoculado em M3 e M5, num novo ensaio de estabelecimento de GF677, realizado

em abril 2019.
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Meio 3

GF

40,82%
30,24%
Meio 5
24,53%
GF Il
= Fungos
23,23% Bactérias
GF Il
67,81% Fungos e bactérias

Figura 14: Percentagem de contaminacao obtida para os clones GF |, Il e lll estabelecidos em abril de 2019 nos
meios de cultura M3 e M5

De acordo com a Figura 14, os clones GF | e GF Il estabelecidos em M3 apresentaram uma
percentagem de contaminacdo causadas por fungos e bactérias simultaneamente muito mais
acentuada do que os valores registados para os clones GF Il e IV (Figura 12), mas também um
perfil de contaminacao inverso, com maior percentagem de contaminacao bacteriana que fungica,
com especial relevo para GF lll. Os clones de GF Il, por seu lado, apresentaram um perfil
consistente com o primeiro ensaio, apenas sem contaminacao por fungos e bactérias
simultaneamente, podendo funcionar como um controlo da fase de amostragem/ data de
estabelecimento. Estes resultados sugerem que os diferentes clones de GF677 apresentavam
contaminacdes endogenas, mas com perfil de tipos de microrganismos distinto.

Em resumo, quando os explantes sdo inoculados em M3, as percentagens de contaminacao
fungica aumentaram GF IIl (8,96 %) < GF | (28,94 %) < GF Il (75,47 %), diminuindo as percentagens

de contaminacao bacteriana no sentido inverso.
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A Figura 15 mostra exemplos representativos de culturas GF || com contaminacdes microbianas.

Figura 15: Imagens representativas de explantes de GF Il contaminados, em fase de estabelecimento, inoculados
em M2: A- Contaminacé&o bacteriana; B- Contaminacdo causada por fungos e bactérias; C- Contaminacéo fungica.

Para o calculo da percentagem de sobrevivéncia, representado na Figura 16, contabilizou-se
apenas o numero total de explantes viaveis finais, excluindo os explantes secos que acabaram por
morrer, juntamente com os contaminados. A Tabela 11, representa o nimero de explantes iniciais
inoculados de GF677, ao longo do periodo de estagio, em M1, M2, M3 e M5 para cada clone, em
simultaneo com o numero de explantes finais que se obteve apds um periodo de tempo que variou
de 4 a 8 semanas.

Na Tabela 11 importa referenciar que foram inoculados em outubro 35 M1 e 35 M2 explantes de
GF Il e 26 M1 e 26 M2 explantes GF IV (ver anexo Il, Figura B1). Em marco 39 M2 e 16 M3
explantes de GF IV (ver anexo Il, Figura B3). Em abril os 82 M3 de GF I, 86 M3 de GF II, 26 M5
de GF Il e 62 M3 de GF Ill (ver anexo II, Figura B4).
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Tabela 11: Numero de explantes iniciais inoculados de cada clone de GF677, nos meios de cultura M1 (cor verde),
M2 (cor azul), M3 (cor laranja) e M5 (cor rosa) e o numero de explantes finais obtidos desses estabelecimentos.

B veio 1 B Meio2 ™ Meio 3 M Meio 5

GF | Inicial Final
82 6
GF Il Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final
35 7 35 8 86 8 26 13
GF 1l Inicial Final
62 6
GF IV Inicial Final Inicial Final Inicial Final
26 8 26+39=65 29 16 8

A partir destes valores, obtemos a Figura 16, que evidencia as percentagens de sobrevivéncia

obtidas para os diversos clones de GF677 nos quatro meios de cultura testados.

% Sobrevivéncia GF677
100,00
80,00 74,36
= Meio 1
60,00 .
50,00 5000 ™ Meio2
= Meio 3
40,00 .
’ 30,77 ® Meio 5
20,00 22,86
20,00
732 I 9,30 9,68
GF I GF 1l GF 1Nl GF IV
Figura 16: Percentagem de sobrevivéncia obtida para os clones |, II, Il e IV de GF677, na fase de estabelecimento,

para os meios M1, M2, M3 e M5.



Globalmente, e embora ndo tenha sido possivel testar todos os meios em todos os clones, pode
contatar-se que a % de sobrevivéncia é dependente do clone, meio de cultura e época do ano.
Uma vez que GF | e GF Ill foram apenas estabelecidos em meio de cultura 3 (M3), n&o foi possivel
avaliar o comportamento destes dois clones relativamente ao meio de cultura, contudo, como
todos os clones foram testados em M3, pode verificar-se claramente um comportamento distinto
entre clones, com GF IV com uma % de sobrevivéncia muito maior (50%) que os restantes clones
gue nao atingiram os 10 % em M3. Por outro lado, dado que com o clone GF Il foram testados os
guatro meios de cultura, este clone foi usado para avaliar o efeito de diferentes meios de cultura
na sobrevivéncia dos explantes na fase de estabelecimento. Assim, e analisando o clone GF I, M3
foi o menos eficaz (9,30 %), os M1 e M2 permitiram valores de sobrevivéncia intermédios e
semelhantes entre si (cerca de 20 %) e o M5 foi claramente o meio mais eficaz, tendo-se obtido
valores muito superiores de sobrevivéncia (50 %) (Figura 16). No caso do M5, a presenca de 2
mg/L de BAP originou a ramificacao e rebentacdo dos explantes de GF II. Ou seja, a existéncia de
concentracdes de GA:e de BAP séo favoraveis para as culturas de amendoeira.

Daqui pode concluir-se que o M5 devera ser 0 mais apropriado para esta fase da micropropagacao,
pelo menos para o clone Il. Os meios M1 e M2 sao considerados também satisfatorios.

Este ensaio permitiu também verificar que os diferentes clones tém capacidades de sobrevivéncia
distintas independente do meio de cultura. Assim, foi possivel observar que o clone GF IV,
inoculado em trés meios (M1, M2 e M3), demonstrou uma % sobrevivéncia globalmente superior
aos restantes, tendo percentagens de sobrevivéncia mais elevadas que os outros clones: em M1
(30,77 % vs 20 %), em M2 com maior valor (74,36 % vs 22,86 %) e em M3 (50 % vs < 10 %),
sendo este ultimo meio 0 mais adequado na fase de estabelecimento deste clone. Tal acontece,
pois, 0 M3 possui uma concentracao de GA: de 20 mg/L e esta giberelina promoveu o crescimento
e alongamento dos clones de GF IV. Na Figura 17 estdo representados os explantes de GF677,

nesta fase de cultura /n vitro.

b X

! i

Figura 17: Imagens representativas de explantes de GF677, na fase de estabelecimento.
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4.1.2. Pistacia vera L.: variedade do porta-enxerto UCB-1

A avaliacdo da % de sobrevivéncia, contaminacdo e avaliacdo do tipo de contaminacdo, foi
igualmente realizada para os clones de UCB-1.

Na Figura 18 encontram-se representados os resultados obtidos relativamente a percentagem de
contaminacdo com explantes do clone | de UCB-1 (UCB-1 I). Os valores que se encontram em
percentagem sdo relativos as culturas inoculadas, na fase de estabelecimento nos meios 1 e 2,

no més de outubro de 2018.

Meio 1 Meio 2

" Fungos
12,40%

Bactérias

UCB-11
Fungos e bactérias

Figura 18: Percentagem de contaminacao existente em UCB-1 clone |, em fase de estabelecimento em outubro de
2018, inoculados nos meios de cultura M1 e M2.

Ao analisar os resultados da Figura 18, o UCB-1 I, no meio de cultura 1 apés 5 semanas do
estabelecimento, obteve-se uma maior percentagem de contaminacao fungica do que bacteriana
em M1 (87,60 %). No geral, tanto em M1 como em M2, a contaminacdo bacteriana apresentou
menores percentagens do que a contaminacao fungica.

Os valores representados tanto em M1 como em M2, mostram que os valores de contaminacoes
por bactérias foram semelhantes entre si.

A contaminacao derivada de fungos e bactérias foi nula de igual modo no meio de cultura 1 como
no meio 2.

Em abril 2019 efetuou-se um novo estabelecimento dos clones de UCB-1. Os valores
representados na Figura 19, indicam a percentagem de contaminacao ocorrida nos clones |, II, Il

IV e Vinoculados em meio M3.
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= Fungos

UcB-11 Bactérias
" Fungos e bactérias
UCB-1 II UCB-1 IV
UCB-1 I UCB-1V
Figura 19: Percentagem de contaminacao existente em UCB-1 clones |, Il, lll, IV e V, em fase de estabelecimento

em abril de 2019, inoculados nos meios de cultura M3.

Apds 6 semanas, com base nos valores evidenciados da Figura 19, da percentagem de
contaminacdo existente identifica-se que s6 no caso do clone Il de UCB-1 se desenrolou uma
percentagem de contaminacado bacteriana (50 %) superior a contaminacao fungica (40,94 %).

A contaminacao por fungos e bactérias, no geral foi semelhante entre todos os clones, exceto para
0 caso do clone IV que teve um valor um pouco inferior e no caso do clone | que obteve 66,7 % de
contaminacao, onde a totalidade dessa contaminacao foi causada por fungos (100 %).

No que diz respeito a contaminacao fungica, os clones Il e IV foram o que apresentaram valores
mais elevados de explantes contaminados.

Resumindo, dos explantes de UCB-1 estabelecidos, as percentagens de contaminacao fungica
aumentaram clone Il (40,94 %) < clone V (54,41 %) < clone Il (70,5 %), diminuindo as
percentagens de contaminacdes bacterianas no sentido inverso.

Na Figura 20 estdo os resultados de percentagens de contaminacao de UCB-1, inoculados em

finais de maio 2019, estabelecidos em M2 (clone I) e em M3 (clones |, II, lll, IV e V).
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Meio 3 Meio 2

UCB-1 |
UCB-11I
60,0%
=  Fungos
UCB-1 1l
Bactérias
= Fungos e bactérias
UCB-1 IV “
ucB-1v “

Figura 20: Percentagem de contaminacado em UCB-1 clones |, Il, lll, IV e V, em fase de estabelecimento, em maio
de 2019, inoculados nos meios de cultura M2 e M3.
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Apds 4 semanas da primeira inoculacdo de UCB-1, todos os clones estabelecidos demonstraram,
de um modo geral, um maior aumento das percentagens de contaminacdes fungicas do que
bacterianas, com excecéo do clone Il que apresentou o oposto (60 % bactérias > 40 % fungos).
Comparando as percentagens de contaminacado de UCB-1 clone | obtidas em M2 e M3, verificou-
se que foram semelhantes entre si e consistentes com o que ja se havia observado no primeiro
estabelecimento em M1 e M2 para o mesmo clone | (Figura 18), e também com outros clones
(UCB-1 1, IV e V) em M3 no segundo estabelecimento (Figura 19), ou seja, ocorreu uma maior
percentagem de contaminacdo por fungos, seguida de contaminacao por bactérias e por fim a
contaminacdo por fungos e bactérias. Ja os clones IV e V inoculados em M3, e que obtiveram
respetivamente uma contaminacdo de 58,3 % e 35,7 %, verificou-se que a totalidade de
contaminacao foi de origem fungica.

Na Figura 21, estdo dois explantes com contaminacdes microbianas, respetivamente, de UCB-1

clones Il e IV.

Figura 21: Imagens representativas de explantes de UCB-1 clones Il e IV, em estabelecimento: A-Contaminacéo
bacteriana; B-Contaminacéo fungica.

A Tabela 12 demonstra os explantes inoculados em outubro 22 M1 e 21 M2 explantes do clone |
(ver anexo ll, Figura B1). No més de abril, foram inoculados 21 M3 do clone |, 24 M3 do clone I,
44 M3 do clone Ill, 21M3 do clone IV e 35 M3 do clone V (ver anexo Il, Figura B4. Em maio
inoculou-se 41 M2 e 137 M3 do clone I, 5 M3 do clone I, 21 M3 do clone Ill, 12 M3 do clone IV
e 14 M3 do clone V (ver anexo Il, Figura B6).
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Tabela 12: Numero de explantes iniciais inoculados de cada clone de UCB-1, nos meios de cultura M1 (cor verde),
M2 (cor azul) e M3 (cor laranja), bem como o nimero de explantes finais obtidos desses estabelecimentos.

B Meio 1 ™ Meio 2 ™ Meio 3

UCB-1 | Inicial Final Inicial Final Inicial Final
22 9 21+41=63 17 21+137=158 39

UCB-1 I Inicial Final
24+5=29 2

UCB-1 Il Inicial Final
44+21=65 14

UCB-1 IV Inicial Final
21+12=33 5

UCB-1V Inicial Final
35+14=49 12

A partir destes valores, obtemos a Figura 22, que evidencia as percentagens de sobrevivéncia

obtidas para os diversos clones de UCB-1 nos trés meios de cultura testados.

% Sobrevivéncia UCB-1
100,00
80,00
60,00
" Meio 1
40,91
40,00 " Meio 2
27,42 B o
24,68 21,54 24,49 Meio 3
20,00 15;15
6,90 I
0,00 .
UCB-1 | UCB-11I UCB-1 1lI UCB-1 IV UCB-1V
Figura 22: Percentagem de sobrevivéncia obtida para os clones I, II, lll, IV e V de UCB-1, na fase de

estabelecimento, para os meios M1, M2 e M3.
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Ao analisar a Figura 22 constata-se que, tal como para o porta-enxerto GF 677, a % de
sobrevivéncia é dependente do meio,clone e época do ano, e que, de um modo geral, a % de
sobrevivéncia é globalmente menor para UCB-1 (média de 23,01 %) Figura 22, que para GF 677
(média de 30,48 %) Figura 16. Com o clone | de UCB-1, cujos explantes foram testados em M1,
M2 e M3, foi possivel avaliar o efeito destes meios de cultura na sobrevivéncia dos explantes deste
porta-enxerto. Ao contrario de GF677, cujos clones revelaram ter % sobrevivéncia mais elevadas
nos meios M3 (GF Il) e M2 (GF IV) (Figura 16), o UCB-1 (clone I) apresentou a % de sobrevivéncia
mais elevada em M1 (40,91 %), seguido do M2 (27,42) e M3 (24,68 %).

Quanto ao “fator clone”, que se pode avaliar no meio M3 onde foram inoculados explantes dos 5
clones, é possivel verificar que também teve efeito na % sobrevivéncia de UCB-1, embora a
variabilidade entre clones (6,9-24,68 %) seja menos que aquela obtida com GF 677 (7,32-50 %).
O clone Il foi 0 que apresentou % de sobrevivéncia mais baixa (6,90 %), seguido do clone IV com
valores intermédios (15,15 %) e os clones II, lll e V com os valores mais altos (21,5-24,7 %). Estes
resultados mostram, mais uma vez, que também nesta espécie, importa testar-se diferentes clones
e diferentes meios de cultura para melhorar a percentagem e sobrevivéncia dos explantes na fase
de estabelecimento e, assim, aumentar a capacidade de multiplicacéo de plantas da empresa.
Na Figura 23 estdo representados alguns exemplos de explantes de UCB-1, nesta fase de

micropropagacao.
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Figura 23: Imagens representativas de explantes de UCB-1, na fase de estabelecimento.

Comparando o comportamento do clone | inoculado em M2, em alturas diferentes do ano, consta-
Se que ocorreu uma maior contaminacao quando o estabelecimento se realizou em finais de maio
2019 (Figura 20) do que em outubro (Figura 18). Este resultado mostra, claramente, que a época
de recolha de material vegetal é determinante para o sucesso do estabelecimento deste clone,

sendo da maior pertinéncia alargar esta avaliacado a outros clones e a outras datas, tentando
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relacionar a % de contaminacdo e perfil de contaminacdo microbiana com as condicoes
climatéricas na vizinhanca da altura da amostragem.

Em relacédo aos clones Il, lll, IV e V, ocorreu uma diminuicao das percentagens de contaminacoes
total dos explantes estabelecidos de abril a maio 2019 (Figuras 19 e 20), clone Il (100 % vs 52,4
%), clone IV (100 % vs 58,3 %), clone V (91,4 % vs 35,7 %). Verificou-se o oposto no clone Il que
demonstrou uma contaminacdo de 91,6 % em abril 2019, em relacdo ao més de maio (100 %).
Este ultimo clone obteve em ambos os estabelecimentos realizados, uma maior percentagem de
contaminacdo bacteriana do que fungica, mais uma vez a altura do ano do estabelecimento teve

influéncia na % contaminacao.

41.2.1 Percentagem de fenolizacdo de UCB1-1

Durante a cultura /n viro deste porta-enxerto ocorre muitas vezes exsudacao, em particular de
compostos fendlicos [85], a partir da zona de corte dos explantes para o0 meio. Este fendmeno,
comum em cultura /n vitro especialmente de espécies lenhosas e semi-lenhosas, pode conduzir a
oxidacao dos explantes, originando uma baixa percentagem de rebentacao e, portanto, reduzida
taxa de multiplicacao.

Pelo facto de se observar, recorrentemente, que nos clones do porta-enxerto de UCB-1 ocorria um
acastanhamento dos meios de cultura nesta fase de estabelecimento, significando que esta
espécie lenhosa produz exsudados fendlicos, foi determinar-se, entdo, a percentagem de culturas
com fenolizacao, tendo-se testado os meios M1 e M2. Para tal, estabeleceu-se uma escala semi-
quantitativa de 3 niveis - 0, 1 e 2 - traduzindo estes um aumento do nivel/grau de
fenolizacao/acastanhamento do meio, ou seja, um aumento na libertacdo destes compostos, tal

como abaixo descrito e ilustrado na Figura 24.
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e Nivel O (sem libertacao de fendis) o meio de cultura mantem a cor original (incolor), ou seja, ndo

ocorre libertacdo de compostos fenolicos por parte dos explantes.

e Nivel 1 (com libertacdo reduzida/moderada de fendis), ocorre um pouco de libertacao fenolica,

ficando o meio de cultura com uma coloracao bege/acastanhado claro.

e Nivel 2 (com elevada libertacdo de fendis), o meio de cultura evidencia uma alta concentracédo de

fendis, com coloracdo castanha escura.

PAE

Figura 24: Representacao de imagens exemplificativas dos 3 niveis de fenolizacdo em culturas UCB-1 inoculadas em

meio M2: A- Em fases iniciais do estabelecimento; B- Antes da primeira repicagem.

Na Tabela 13, estao apresentados o nimero total de explantes de UCB-1, pertencentes ao clone

[, envolvidos neste ensaio que demonstraram os trés niveis de fenolizacdo (n° réplicas/ meio de

cultura testados).

Tabela 13: Representacdo dos trés niveis de fenolizacdo de UCB-1 clone |, inoculados em meio 1 e meio 2.

UCB-1 clone |

Nivel O (Zero)

Meio |

3

6

5

14

Meio Il

2

5

10

17

Como seria de esperar, e consistente com resultados anteriores obtidos na empresa (nao

divulgados), a maior parte dos explantes de pistaceira UCB-1 (clone I) apresentaram libertacao de

compostos fenolicos (Figura 25).
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% Libertacao compostos fendlicos de UCB-1

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

Meio 2 21% 43%

Nivel O (Zero) Nivel 1 (Médio) m Nivel 2 (Muito)

Figura 25: Percentagem de niveis de fenolizacdo de culturas de UCB-1 inoculadas nos meios de cultura M1 e M2,
na fase de estabelecimento. Podem observar-se as percentagens obtidas para os 3 niveis de fenolizacao: Nivel O
(sem libertacao): Nivel 1 (baixa libertacao): Nivel 2 (grande libertagéo).

De acordo com a Figura 25, constatou-se de que o meio 1 apresentou mais explantes com
fenolizacdo do que o meio 2 (valores do nivel 1 somados com os valores do nivel 2): 88 % > 79 %
e também demonstrou uma maior percentagem de nivel 2 do que o meio de cultura 2: (59 % >
36 %).

Para combater a elevada oxidacdo/fenolizacdo verificada e minimizar perdas na fase de
estabelecimento deste porta-enxerto, procedeu-se mais tarde, no més de novembro (inicio da fase
de multiplicacdo onde ocorre a primeira repicagem), a um tratamento dos mesmos explantes
estudados, com um agente antioxidante, o acido ascorbico (AA), descrito como inibidor da
libertacao dos compostos fendlicos [2]. De facto, este tratamento ja tinha sido utilizado na empresa
Deifil, com culturas do porta-enxerto de Vlach, hibrido de Paradox de nogueira (o termo Paradox
aplica-se a qualquer planta hibrida que resulte do cruzamento entre a nogueira comum, Juglans
regia, e a nogueira negra americana como por exemplo Juglans nigra) [86], que também
apresentavam uma grande exsudacao de compostos fendlicos, pelo que se decidiu entao testar o
uso do AA nas culturas de pistacio. Assim, os explantes mais afetados foram sujeitos a um
tratamento em solucado de AA (1 g/L), durante alguns segundos (Figura 26), durante a repicagem.
Existem outras estratégias de prevencao de oxidacao ocorrida por exsudacdo dos explantes de

diversas culturas de plantas, como, por exemplo, a adicdo ao meio de cultura de agentes quelantes
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como o carvao ativado e/ou a adicdo de outros agentes antioxidantes como o acido citrico [45] e

[85].

Figura 26: Explantes de pistacio, variedade UCB-1 (clone | antes de se iniciar a fase de multiplicacao, a serem
imergidos em solucdo de acido ascérbico (1 g/L) em caixas multipogos.

Ja na fase de multiplicacdo foi entdo possivel observar-se que apds o tratamento efetuado com a
adicao de acido ascorbico, os explantes ndo libertaram mais compostos quimicos (fendis). Este
facto encontra-se demonstrado na Figura 27, em que os explantes com cerca de duas semanas

apresentam-se no nivel 0, ou seja, ndo ocorreu libertacdo de fenois.

Figura 27: Imagens representativas de explantes de UCB-1 clone |, na fase de multiplicacéo, apds 2 semanas de
inoculacao, sem a presenca de libertacdo de compostos fendlicos.

A partir destes resultados, sempre que se realizaram novos estabelecimentos, todos os clones de
UCB-1 foram submetidos a tratamento com acido ascérbico (1 g/L) previamente a inoculacao. A
eficacia da estratégia implementada foi considerada muito importante tendo sido incluida nos

protocolos de producéo da cultura do pistacio por micropropagacao.
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4.1.3. Corylus avellana .. variedade do porta-enxerto Dundee

Para os clones do porta-enxerto Dundee foram também analisadas as percentagens de
contaminacao (Figuras 28, 29 e 30) e de sobrevivéncia (Figura 32).

A seguir, encontra-se presente a percentagem de contaminacao ocorrida em outubro, do clone |
de Dundee, durante o estabelecimento da propagacao /n vitro (Figura 28).

Meio 1
= Fungos

Dundee | 40,00% Bactérias

Fungos e bactérias

Figura 28: Representacao em grafico circular dos explantes contaminados de Dundee I, na fase de estabelecimento,
em outubro de 2018, no meio de cultura M1.

Na fase de estabelecimento, averiguou-se que os explantes de Dundee | sofreram mais
contaminacdes derivadas por fungos (60 %) do que por bactérias (40 %). No entanto, o valor de
contaminacdes causada por bactérias também foi significativo.

Em marco os explantes do clone Ill foram estabelecidos em M2 (Figura 29).

Meio 2

= Fungos

Bactérias
Dundee Il

Fungos e bactérias

Figura 29: Representacao dos explantes contaminados de Dundee lll, na fase de estabelecimento, em marco de
2018, no meio de cultura em M2.

O grafico circulas da Figura 29, demonstra que os clones Ill estabelecidos em marco em M2
apenas sofreram contaminacdes derivada de fungos (18.2 %), sendo a totalidade de

comtaminacao de origem fungica.
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Posteriormente, nos meses de abril (clones | e Il em M3) e de maio (clones I, Il e Il em M2),
procedeu-se a mais estabelecimentos dos clones de Dundee. Os seguintes valores demonstram a

percentagem de contaminacao existente desses dois estabelecimentos ocorridos (Figura 30).

Meio 2 Meio 3

Dundee |
Dundee II
16,68%
= Fungos
Dundee IlI Bactérias

= Fungos e bactérias

Figura 30: Representacao em grafico circular dos explantes contaminados de Dundee |, Il e Ill, na fase de
estabelecimento, em abril e maio de 2019, nos meios de cultura M2 e M3.

A partir da Figura 30, podemos atestar de que a maior parte das contaminagdes que ocorreram
aos clones |, Il e lll foi uma contaminacao fungica, sendo no caso dos explantes de Il e lll (30 % e
35,3 %) estabelecidos no meio de cultura 2, o unico tipo de contaminacao verificado por fungos.
Verifica-se que no meio de cultura 3, os clones | e Il tiveram aproximadamente as mesmas
percentagens dos trés tipos de contaminacdes (% fungos > % bactérias > % fungos e bactérias).
No que toca a contaminacdes provenientes de fungos em conjunto com uma contaminacao
causadora de fungos e bactérias, os explantes do clone | de Dundee, inoculados no meio de cultura
M2, foram os Unicos que contiveram esse tipo de contaminacao. Sendo a % fungos > % fungos e

bactérias: (83,42 % > 16,58 %).
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Encontra-se uma imagem dos explantes contaminados de Dundee |, durante a fase de

estabelecimento, de modo respetivo, por bactéria e fungo (Figura 31).

|
* , l e
@

-

Figura 31: Imagens representativas de explantes de Dundee clone |, contaminados por agentes bacterianos e
fungicos, durante a fase de estabelecimento in vitro: A- Contaminac&o bacteriana; B- Contaminacao fungica.

A Tabela 14, representa o numero de explantes iniciais inoculados de UCB-1: no més de outubro
estabeleceu-se 8 explantes M1 de Dundee | (ver anexo Il, Figura B1). Em marco 22 M2 explantes
de Dundee Ill (ver anexo Il, Figura B3) e posteriormente, no més de abril estabeleceu-se 21 M3
de Dundee | e 39 M3 explantes de Dundee Il (ver anexo Il, Figura B4). Por ultimo, em maio

estabeleceu-se 31 M2 Dundee |, 20 M2 Dundee |l e 34 M2 Dundee Il (ver anexo Il, Figura B6).

Tabela 14: Numero de explantes iniciais inoculados de Dundee nos meios de cultura M1 (cor verde), M2 (cor azul) e
M3 (cor laranja), bem como o nimero de explantes finais obtidos desses estabelecimentos.

B Veio 1 ™ Meio 2 B Meio 3

Dundee | Inicial Final Inicial Final Inicial Final
8 2 31 26 21 0
Dundee |l Inicial Final Inicial Final
20 14 39 3
Dundee llI Inicial Final
22+34=56 38

A partir dos valores da Tabela 14, obtemos a Figura 32, que evidencia as percentagens de
sobrevivéncia obtidas para os diversos clones de Dundee nos trés meios de cultura testados.
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% Sobrevivéncia Dundee

100,00
83,87
80,00
70,00 67.86
60,00
m Meiol
m Meio 2
40,00 .
' B Meio 3
25,00
20,00
7,69
0,00
0,00 .
Dundee | Dundee Il Dundee Il

Figura 32: Percentagem de sobrevivéncia obtida para os clones I, Il e Il de Dundee, na fase de estabelecimento,
para 0os meios M1, M2 e M3.

Ao examinar o grafico da Figura 32, considera-se que o meio de cultura 2, utilizado para os
explantes de Dundee |, foi o mais eficaz, com um valor consideravelmente maior (83,87 %) do que
0 M1 empregue para o mesmo clone. Assim sendo, este valor demonstra que o Dundee | foi o
clone que apresentou maiores percentagens de sobrevivéncias. A respeito do Dundee Il, também
se inoculou os explantes em dois meios de cultura diferentes, o0 M2 apresentou um percentagem
de sobrevivéncia bastante superior & do M3 (70 % > 7,69 %), sendo por isso 0 M2 considerado o
mais eficaz para este clone, na fase de estabelecimento. Este clone obteve valores percentuais
muitos baixos em M3 (7,69 %), sendo o M3 considerado o0 meio menos eficaz. A diferenca ocorrida
entre estes dois meios demonstrou que a presenca de GAs em M3 deveria ter proporcionado o
crescimento e alongamento de folhas e entrends, o que nao se sucedeu para os clones Dundee.
Nos explantes de Dundee I, aplicou-se apenas um unico meio de cultura (M2), apesar dos valores
da percentagem serem muito satisfatorios (67,86 %), torna-se impossivel avaliar o efeito de
diferentes meios, na fase de estabelecimento.

Em suma, este ensaio permitiu demonstrar que a resposta dos 3 clones de Dundee em relacéo
ao M2 foi muito semelhante, bem como a sua percentagem de sobrevivéncia: clone | (83,87 %),
clone Il (70 %), clone lll (67,86 %). O M2 foi o mais apropriado para esta fase de cultura /n viro

para os trés clones de Dundee.
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Na Figura 33 estao representados os explantes de Dundee, nesta fase de cultura /n vitro.

Figura 33: Representacao de explantes de Dundee, na fase de estabelecimento

4.1.4. Conclusoes gerais da fase de estabelecimento dos diferentes porta-enxertos

Deste conjunto de ensaios relativos as fases de estabelecimento, podem sublinhar-se
resumidamente os seguintes resultados:

e Apds o calculo da % de contaminacdo, o UCB-1 foi a espécie que exibiu maiores
contaminacoes.

e Os resultados obtidos dos ensaios dos explantes trés porta-enxertos demonstraram de que as
espécies que apresentaram maior % de sobrevivéncia foram a aveleira, seguida da
amendoeira e a pistaceira.

e (Comparando os clones de cada espécie, 0os que evidenciaram valores percentuais de
sobrevivéncia superiores foram o GF IV, UCB-1 clone | e Dundee .

e De um modo geral, 0 meio de cultura mais adequado para a fase de estabelecimento /n vitro,

foi o M5 para GF Il e M2 para GF IV, o M1 para UCB-1 clone | e 0 M2 para Dundee |.
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4.2.  Multiplicacao /n vitro de rebentos caulinares

Para dar inicio a fase de multiplicacao, os rebentos desenvolvidos a partir dos meristemas axilares
dos explantes caulinares nodais sdo excisados, cortadas as suas folhas e depois
inoculados/testados em diferentes meios de cultura (para recordar meios testados, bem como a
sua composicdo, ver anexo |, Tabela Al). Normalmente, foram utilizados os mesmos meios de
cultura na fase de estabelecimento para a fase de multiplicacao.

Nesta fase, cada um dos rebentos desenvolve-se rapidamente, nomeadamente o0s seus
meristemas axilares, dando origem a um pequeno aglomerado de pequenos rebentos [46], o que
potencia a taxa de multiplicacao.

Para avaliar o efeito dos meios de cultura na eficiéncia de multiplicacdo dos varias porta-enxertos
e respetivos clones, calculou-se a percentagem de rebentacdo, a taxa de multiplicacao e a
percentagem de sobrevivéncia (equacdes 3, 4 e 2 do capitulo 3).

Quando alcancada uma elevada taxa de multiplicacdo dos rebentos, estes sdo canalizados para
as fases da micropropagacao subsequentes, com o objetivo de darem origem a novas plantas
e/ou como material vegetal sfock do laboratorio da Deifil, como fonte de explantes em novos ciclos

de multiplicacao [46] e [64].

4.2.1. Prunus dulcis : variedade do porta enxerto GF677

Avaliou-se a % de rebentacéo, taxa de multiplicacéo e percentagem de sobrevivéncia relativas aos
diferentes clones de GF677 nos meios de cultura M2, M3, M4 e M5.

No anexo Il estdo presentes as Tabelas B3, B4, B5.1, B5.2, B5.3, B6, B7, B8 e B9 referentes as
taxas de multiplicacao obtidas ao longo dos meses, de outubro a junho e as Figuras B1, B3, B e
B7. A percentagem de rebentacédo (%) - numero de explantes vidveis com desenvolvimento de
rebentos, a dividir pelo nimero total de explantes inoculados (equacdao 3 do capitulo 3) - foi
também calculada para os quatro clones de GF677 na fase multiplicacdo /n vitro, ao longo do
periodo de estagio, tendo sido testados os meios M1, M2, M3, M4 e M5 (Figura 34). Nem todos
0s meios foram testados em todos os clones, mas na Figura 34 é possivel ver quais as

combinacoes.

58



% Rebentacao GF677

110% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%  100% 100% 100% 100% — 100%
100%
90% 83 .
80% 70 73% m Meio 1
70% , 58% = Mei
60% 53% 18 55 0 50 Meio 2
50% 40 ) = Meio 3
40% 29Y% 26 33%
30% 19% = Meio 5
20% 11 1 .
10% 6% I » Meio 4
Outubro Novembro Dezembro Fevereiro Marco Maio Junho
1 w I v T v ol \Y; nnr v v e v
Figura 34: Percentagem de rebentacdo dos rebentos caulinares, na fase de multiplicacdo dos clones I, Il, lll, IV e V de GF677, inoculados em M1, M2, M3, M4 e M5, nos meses de outubro

2018 ajunho de 2019.

Ao analisar as respostas de GF |, apesar de os explantes deste clone terem sido inoculados apenas em M3, pode verificar-se que obtiveram uma percentagem
de rebentacao de 100 % neste meio durante os meses de outubro, dezembro, marco e junho e de 50 % no més de maio, ou seja, estes valores demonstram que
com M3 ocorre a rebentacdo neste clone. Os explantes de GF Il foram inoculados em M1, M2 e M3, ao longo do ano, sendo assim possivel avaliar o efeito do
meio de inoculacao neste clone. Relativamente a inoculacdo em M1 e M2 realizada em outubro, as percentagens de rebentacao foram muito baixas (6 % e 11
%). No entanto, em novembro e dezembro a % de rebentacdo em M2 aumentou notoriamente, 53 % novembro e 100 % dezembro. A % de rebentacao de explantes
inoculados em M3, sofreu algumas oscilacdes quando analisada entre outubro 2018 a junho 2019, mas este meio de cultura proporcionou valores bastante
elevados: 100 % em fevereiro e junho e de 70 % em marco. Em M5, a % de rebentacao teve valores também elevados em marco (83 %), maio (73 %) e Junho

(100 %).
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Os explantes de GF Ill inoculados em M3, apresentaram maiores percentagens de rebentacao no
més de maio (100%) do que em junho (33%). Sobre GF IV, como este clone foi inoculado em M1,
M2, M3 e M4 ao longo do ano, consegue avaliar-se o efeito do meio e data de inoculacéo na % de
rebentacao neste clone. Os explantes deste clone obtiveram uma % de rebentacdo muito baixa em
outubro, quer em M1 (19 %), quer em M2 (12 %). No entanto, a % de rebentacdo dos explantes
em M2 subiu para 58 % em novembro e para 100% em dezembro, voltando a descer nos meses
de marco e maio, com valores a rondar os 40 %, e, por fim, em junho, aumentou novamente para
100%. Estes resultados revelaram que, embora com oscilacdes sazonais, 0s explantes caulinares
nodais de GF IV desenvolvem rebentos em M2. Relativamente aos explantes de GF IV em M3, as
% de rebentacdo foram satisfatdrias nos meses de outubro, dezembro, marco e junho (100 % em
todos esses meses), enquanto que em fevereiro, a percentagem foi apenas de 26 % e em maio de
50 %. Finalmente, explantes de GF IV inoculados em M4 tiveram uma % de rebentacéo de 100 %
em todas repicagens efetuadas, independentemente da altura do ano (fevereiro, marco, maio e
junho).

0O M1 deixou de ser utilizado por ser o que apresentou menores valores de % de rebentacéo.

A partir dos valores da % de rebentacao, foram calculados os valores médios de TM para os 4

clones deste porta-enxerto, que se encontram na Tabela 15.

Tabela 15: Valores médios da taxa de multiplicacdo (TM) dos clones de GF677 nos meios de cultura M1, M2, M3,
M4 e M5.

GF677 M1 M2 M3 M4 M5
I - 1,67 1,6 - -
I 0,45 0,37 1 - 1,09
I - - 1 - -
\ 0,41 075 1,23 1,52 -

Pode constatar-se que GF |, quando inoculado em M2 e M3, parece ser o clone mais proliferativo
por comparacdo com outros clones inoculados nos mesmos meios (GF Il e GF IV). Embora com
GF I nao se tenham registando diferencas sensiveis na TM quando comparados os dois meios de
cultura, nos clones GF Il e GF IV isto nao acontece, promovendo o meio M3 taxas de multiplicacao

maiores que M2.

60



Analisando individualmente as respostas dos restantes clones para os quais se testaram diferentes
meios de cultura é possivel constatar que GF Il apresentou maiores taxas com os meios M3 (TM=1)
e M5 (TM=1,09) e que GF IV apresentou taxas mais elevadas com M4 (TM=1,52), seguido de M3
(TM=1,23). De acordo com Silva (2003), a utilizacdo do meio QL suplementado com BAP (0,5
mg/L) é adequado para a fase de multiplicacdo /n vitro, com valores de taxa de multiplicacédo
eficientes, podendo também ser empregue para a fase de estabelecimento [65].

Relativamente aos meios de cultura testados, os resultados parecem mostrar que o meio M1 é o
menos adequado para garantir uma boa multiplicacdo, seguido provavelmente do meio M2 para
a maior parte dos clones. Apesar do desenho experimental ser incompleto e tendo também em
conta que existem diferencas dependentes dos clones, os meios M3 (TM=1,6 e TM=1,23), M4
(TM=1,52) e M5 (TM=1,09) parecem ser 0s mais adequados nesta fase de multiplicacdo.
Importa ainda salientar que, embora para o GF Ill s6 tenha sido possivel usar o M3, este
demonstrou precisar de mais tempo para se adaptar ao meio de cultura e comecar a desenvolver
rebentos axilares, no entanto, a sua taxa de multiplicacdo foi semelhante ao clone GF Il (TM=1).
A semelhanca do que se fez para a fase de estabelecimento, na Tabela 16 encontra-se o numero

de explantes iniciais e finais de GF677 em M2, M3, M4 e Mb.

Tabela 16: Numero de explantes iniciais de GF677 em M2 (cor azul), M3 (cor laranja), M4 (cor amarelo torrado) e
M5 (cor rosa), bem como o numero de explantes finais obtidos na fase de multiplicacéo.

B Meio 2 I Meio 3 Meio 4 B Meio 5
GF | Inicial Final Inicial Final

11 6 10 0

GF Il Inicial Final Inicial Final Inicial Final
21 8 28 8 25 13
GF 1l Inicial Final
6 3
GF IV Inicial Final Inicial Final Inicial Final
29 19 99 4 36 25
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A partir destes valores calcularam-se as percentagens de sobrevivéncia (n° explantes nao
contaminados e nao secos) dos quatro clones de GF677 e que se encontram representadas na

Figura 35.

% Sobrevivéncia GF677
100,00
80,00
69,44
60,00 54,55
52,00 50,00 ® Meio 2
= Meio 3
40,00 38,10 34,48 .
28,57 Meio 4
B Meio 5
20,00
4,04
0,00 |
GF 1 GF Il GF Il GF IV

Figura 35: Percentagens de sobrevivéncia de GF677, na fase de multiplicacao, para os meios M2, M3, M4 e M5.

Os clones de GF Il e de GF IV foram os Unicos que foram testados em trés meios de cultura
distintos, logo, s para estes clones foi possivel avaliar o efeito do “factor meio” na % de
sobrevivéncia, na fase de multiplicacao. Assim, com GF Il, verificou-se que o M5 foi 0 meio que
promoveu uma % de sobrevivéncia mais elevada (52 %), seguido do M2 (38,10 %) e de M3 (28,57
%). GF IV foi o clone que apresentou a maior percentagem de sobrevivéncia de todos os clones
testados (69,44 %) aquando na fase de multiplicacdo em M4. Com M2, GF IV teve uma %
sobrevivéncia muito semelhante a GF Il (34,48 vs 38,0 %), contudo, em M3 teve um valor muito
mais baixo que este clone (4,04 vs 28,25 %).

Analisando agora o efeito do “factor clone” observando os resultados obtidos em M3 (todos os
clones foram testados neste meio), podemos verificar que foi muito significativo, obtendo-se % de
sobrevivéncia que variaram de valores minimos no clone GF IV (4,04 %) a maximos nos clones GF
Il e GF | com valores a arredondar os 50 %.

Conclui-se, entao, que um meio de cultura apropriado para o GF |l sera o M5, para o GF IV o M4,
e para GF | e GF lll, embora nao se tenham testado outros, o M3 parece adequado pois permite
% de sobrevivéncia semelhantes as obtidas para os outros 2 clones. Seria, no entanto, interessante

testar nos clones |, lll e IV o meio M5 e nos clones |, Il e Il 0 meio M4.
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Como referido, 0 meio de cultura M4 (QL) com adicao de 0,5 mg/L BAP, demonstrou ser o melhor
meio de cultura em que os explantes de GF IV obtiveram maior % de sobrevivéncia. Tal acontece
devido as concentracdes deste meio de cultura que segundo Couto (2004) [66] obtém-se bons
resultados.

Na Figura 36 encontram-se explantes de GF677, nesta fase de multiplicacao de cultura /in vitro.

Figura 36: Representacdo de explantes de GF677 na fase de multiplicacéo /n vitro.

4.2.2. Pistacia vera L.: variedade do porta-enxerto UCB-1

Para os cinco clones de UCB-1 foi calculada a % de rebentacdo, taxa de multiplicacdo e
percentagem de sobrevivéncia ao longo dos meses de estagio (outubro a junho).

No anexo Il estdo presentes as Tabelas B3, B4, B5.1, B5.2, B5.3, B6, B7, B8 e B9 referentes as
taxas de multiplicacéo de UCB-1, obtidas ao longo dos meses, de outubro a junho as Figuras B1,
B2, B3, B5 e B7.

Na Figura 37, é evidenciado a percentagem de rebentacdo ocorrida nos clones de UCB-1, na fase

de multiplicacao, durante os meses de investigacao nos meios de cultura M1, M2 e M3.
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Figura 37: Percentagem de rebentacdo dos rebentos caulinares, na fase de multiplicacdo dos clones I, Il, lll, IV e V de UCB-1, inoculados em M1, M2 e M3, nos meses de outubro 2018 a

junho de 2019.

De acordo com a Figura 37, os clones de UCB-1 | evidenciaram uma % de rebentacdo com valores superiores a 50% tanto em M1, M2 e M3, durante os meses
de outubro a dezembro, o que indica que mais de metade dos explantes rebentaram, nesse periodo de tempo. Todavia, 0 més de fevereiro foi 0 més em que 0s
explantes apresentaram valores mais baixos de rebentacao 19 % M3 <29 % M2, bem como em marco (33 % M3) e maio (33 % M2). Em maio apenas os explantes
deste clone, inoculados em M3 obtiveram uma % rebentacao superior a 50 %. E em junho todos os explantes alcancaram uma % de rebentacdo de 100 %, tanto
em M2 como em M3. Assim, a melhor altura do ano para o clone | de pistacio ter uma boa rebentacdo, de acordo com os resultados obtidos neste grafico, sera
no més de junho (100 % M2 e M3) e novembro (62 % M1). O clone Il e Ill, manifestaram uma % rebentacao de 50 % em marco, inoculados em M3. Como os

explantes do clone Il ndo sobreviveram (contaminados e secos), nao foi possivel avaliar a % rebentacdo dos seguintes meses pois ndo existiam explantes viaveis.

64



Relativamente aos explantes do clone Ill, demonstrou nos meses seguintes bons valores de
rebentacdo de 70 % < 100 % tanto em M2 e em M3, nos meses de maio e junho. Assim, o junho
¢ a melhor época do ano para decorrer a rebentacéo do clone Ill em ambos os meios de cultura.
Sobre o clone 1V, os explantes inoculados em M2 obtiveram uma % de rebentacao de 40 % em
maio e de 100 % em junho, o que evidencia que junho é a melhor altura do ano para a ocorréncia
de rebentacdo deste clone, aquando inoculados em M2. Por fim, acerca do comportamento dos
explantes do clone V, estes revelaram também que as % rebentacdo do més de junho foram
superiores as do més de maio (56 % em M2 e M3 < 100 % em M2 e M3). O meio de cultura M1,
apesar de ter sido so utilizados para o clone |, deixou de ser utilizado nas repicagens seguintes. O
M2 e o M3 comtinuaram a ser utilizados nas seguintes repicagens pois apresentaram maiores
valores de % rebentacao.

Em seguida, foram calculados os valores médios da taxa de multiplicacéo a partir do anexo I,
onde se encontram as Tabelas B3, B4, B5.1, B5.2, B5.3, B6, B7, B8 e B9, referentes as taxas de

multiplicacéo ao longo dos meses. Estes valores médios podem ser observados na Tabela 17.

Tabela 17: Média da taxa de multiplicacdo (TM) dos clones de UCB-1 nos meios de cultura M1, M2, M3, M4 e M5.

UCB-1 M1 M2 M3
I 0,64 0,84 1,1
Il - — 1
] - - 1
v - — 1
v - — 1

Todos os clones de UCB-1 que estiveram em meio de cultura 3, alcancaram os mesmos valores
de TM=1, exceto o clone | que aparentou um valor ligeiramente superior TM=1,1.

O clone | foi 0 Unico em que esteve presente em 3 meios de cultura diferentes (M1, M2 e M3), no
entanto, o valor da TM em meio 1 foi inferior ao do M2 (0,64 M1 < 0,84 M2).

Em termos de concluséo, os valores de TM foram idénticos entre si em meio 3 para todos os
clones de UCB-1, sendo este 0 meio de cultura que apresentou valores mais favoraveis.

A Tabela 18 demonstra nimero de explantes iniciais e finais de UCB-1 em M2 e em M3, num

periodo de tempo que variou de 4 a 8 semanas.
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Tabela 18: Numero de explantes iniciais de UCB-1 em M2 (cor azul) e M3 (cor laranja), bem como o nimero de
explantes finais obtidos na fase de multiplicacéo.

M Meio 2 ¥ Meio 3

UCB-1 | Inicial Final Inicial Final
29 13 52 39
UCB-1 I Inicial Final
2 0
UCB-1 Il Inicial Final
14 10
UCB-1 IV Inicial Final
5 5
UCB-1V Inicial Final
12 9

Na Figura 38 encontram-se as percentagens de sobrevivéncia de rebentos de UCB-1, inoculados

nos meios de cultura M2 e M3, obtidas nesta fase de multiplicacao.

% Sobrevivéncia
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Figura 38: Percentagens de sobrevivéncia dos cinco clones de UCB-1 em meio M2 e M3, na fase de multiplicacéo.

66



Os dados do grafico da Figura 38, demonstram que o clone | foi Unico clone que esteve em dois
meios de cultura diferente, do qual é possivel fazer uma comparacédo. O M3 (75 %) demonstrou
ser mais apropriado do que meio de cultura 2 (44,83 %), apesar de ambas as percentagens serem
favoraveis.

0O meio 3 foi também muito favoravel para os clones Ill, IV e V, com valores de percentagens
semelhantes entre os clones Ill e V, seguindo a ordem 71,43 % clone Ill <75 % clone V < 100 %
clone IV. Essa semelhanca de valores da % de sobrevivéncia entre os clones lll e V também ocorreu
com o clone |, dos quais os valores arredondaram os 70 %.

O clone 11, foi 0 tnico que n&o foi possivel fazer uma analise percentual de sobrevivéncia, na fase
de multiplicacdo, pois dos poucos explantes que foram estabelecidos sofriam muitas
contaminacdes fungicas e/ou bacterianas e secavam, o que nao foi possivel que evoluissem para
a fase seguinte do processo de micropropagacao. Infelizmente, ndo foi possivel obter-se um
numero de explantes viaveis para deste clone.

O meio 3 estudado para o clone IV (100 %) foi o que manifestou uma percentagem de
sobrevivéncia maior, constituindo-se, portanto, 0 meio mais favoravel para os clones de UCB-1,
durante a fase de multiplicacao.

Os explantes de UCB-1 em fase de multiplicacdo, estao representados na Figura 39.

* & ‘/I*l . {tgf

— = — ——

Figura 39: Representacao de explantes de UCB-1 na fase de multiplicacao in vitro.

4.2.3. Corylus avellana L.: variedade do porta-enxerto Dundee

Calculou-se a % de rebentacao (Figura 40), taxa de multiplicacao (Tabela 19) e a percentagem de
sobrevivéncia (Figura 41), ao longo dos meses de estagio, de outubro a junho, dos clones |, Il e llI
de Dundee nos meios de cultura 1, 2 e 3 (anexo Il Tabelas B3, B4, B8 e B9 e as Figuras B1, B3,
B5 e B7). Na Figura 40 é retratado a percentagem de rebentacao decorrida, nos clones de Dundee,
durante a multiplicacéo, que foram inoculados em M1, M2 e M3, no decorrer do estagio.

67



% Rebentacao

110%
100%
90%
80%
70%
60%

20% 38y,
40%
30%
20%
10%
0%

Outubro

100%

Novembro

Dundee

100%  100%
86%

08% 65%
33% I

Marco Maio
I Il I |

100%

Junho
[ | 1]

H Meio 1
= Meio 2
= Meio 3

Figura 40: Percentagem de rebentacdo dos rebentos caulinares, na fase de multiplicacdo dos clones I, Il e lll de Dundee, inoculados em M1, M2 e M3, nos meses de outubro 2018 a junho de

2019.

Os explantes dos clones | de Dundee, inoculados em M1, apresentaram valores de % rebentacdo mais baixos em outubro do que em novembro (38 % < 100 %)

e e em junho uma rebentacado de 100 % em M2, o que demonstraram que nestes dois ultimos meses referidos a rebentacdo ocorreu em todos os explantes do

clone. Em relacéo aos explantes do clone Il, estes evidenciaram valores de 100 % em M3 tanto em marco como junho, sendo que em maio houve um

decréscimo (100 % < 33 % < 100 %). Ja os explantes deste clone que estavam em M2 obtiveram uma % sobrevivéncia de 86 % em maio, seguido de 100 % em

junho, valores estes bastantes promissores. Por ultimo, os explantes de Dundee lll, inoculados em M2 obtiveram como valores percentuais: 100% marco > 65

% maio < 100 % junho, o que revelou, mais uma vez que no més de junho a rebentacao dos explantes foi total, bem como em marco. Em termos de conclusao,

para o clone |, a melhor altura do ano em que ocorreu rebentacao foi em novembro em M1 e em junho em M2. No caso do clone Il e lll, foi em marco, quando

0s explantes estavam em M3 e M2, respetivamente, e em junho estando os explantes em M2 e M3 para o clone Il e em M2 para o clone llI.
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O M1, apesar de ter sido s¢ utilizados para o clone |, deixou de ser utilizado nas repicagens
seguintes, no entanto, os meios de cultura M2 e M3 comtinuaram a ser usados nas proximas
repicagens pois apresentaram maiores valores de % rebentacao.

Os valores médios da taxa de multiplicacdo foram calculados, a partir do anexo I, onde estao as
Tabelas B3, B4, B8 e B9, referentes as taxas de multiplicacdo, ao longo dos meses. Valores estes

gue podem ser observados na Tabela 19.

Tabela 19: Média da taxa de multiplicacao (TM) dos clones de Dundee nos meios de cultura M1, M2 e M3.

Dundee M1 M2 M3
I 0,53 1,04 -
I - 1 1
n - 1,08 -

Relativamente a Tabela 19, os valores da TM pertencentes ao clone | de Dundee, obteve uma taxa
superior para M2 do que para M1, sendo assim o M2 o melhor para a fase de multiplicacao deste
clone (0,53 M1 < 1,04 M2).

O clone Il de Dundee exibe a mesma taxa de multiplicacdo para o M2 e M3 (TM = 1), logo ambos
sao bons meios de cultura para a rebentacdo dos seus explantes.

O clone lll, apesar de retratar apenas uma taxa de multiplicacdo para um unico meio de cultura
(M2), cuja média da TM foi superior, com um valor de TM= 1.08 para as culturas de Dundee.
Em termos de conclusdo, o M2 foi considerado o melhor meio de cultura para a inducao de
rebentacado, com base nos resultados obtidos na Tabela acima descrita.

Na Tabela 20 esta indicado o numero de explantes iniciais e finais de Dundee, na fase de

multiplicacao, inoculados em M2 e M3.
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Tabela 20: Numero de explantes iniciais dos explantes de Dundee em M2 (cor azul) e M3 (cor laranja), bem como o
numero de explantes finais obtidos na fase de multiplicacao.

M Meio 2 ¥ Meio 3

Dundee | Inicial Final
27 26
Dundee Il Inicial Final Inicial Final
14 3

14 6

Dundee I Inicial Final
36 30

Em seguida, na Figura 41, foi reproduzido uma ilustracdo grafica das percentagens de

sobrevivéncia das culturas de Dundee, para os meios de cultura 2 e 3.

% Sobrevivéncia Dundee
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83,33
80,00

60,00
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m Meio 2
40,00 ® Meio3
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0,00

Dundee | Dundee Il Dundee IlI

Figura 41: Representacao grafica das percentagens de sobrevivéncia dos clones de Dundee, na fase de
multiplicacao.

Ao analisar o grafico da Figura 41, todos os clones de Dundee foram multiplicados em M2, exceto

o Dundee |l cujos explantes estiveram M2 e em M3.
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O meio 2, paraoclone | (96,30 %) e Ill (83,33 %) apesar de ndo ser possivel fazer uma comparacao
com outros meios de cultura, apresentou uma percentagem de sobrevivéncia bastante favoravel.
Nos explantes de Dundee Il, ¢ possivel fazer uma melhor avaliacdo percentual de sobrevivéncia
pois estamos perante dois meios de cultura. Como o M2 apresentou valores muito mais favoraveis
do que o M3, este torna-se o mais apropriado para esta cultura na fase de multiplicacao.

Os trés clones obtiveram uma resposta de sobrevivéncia muito boa em M2, considerando-se que
o clone Il foi 0 que demonstrou um maior valor percentual de % sobrevivéncia (clone lll 83,33 % <
clone 1 96,30 % < clone Il 100 %).

Resumindo, embora nao se tivesse comparado mais meios de cultura para os clones | e lll, no

geral 0 meio 2 evidenciou ser o mais eficaz, com valores percentuais muito significativos.

424, Conclusoes gerais da fase de multiplicacao dos diferentes porta-enxertos

Deste conjunto de ensaios relativos a fase de multiplicacao, podem sublinhar-se que:

e Relativamente & % de rebentacdo na fase de multiplicacdo, todos os clones de GF677
desenvolveram rebentos, tendo-se destacado o clone GF | por ter apresentado 100 % de
rebentacdo em M3 em mais datas e o clone GF IV por ter apresentado 100% de rebentacao
em todas as inoculacdes ocorridas em M4. Sobre UCB-1, dos 5 clones testados apenas o
clone Il ndo teve 100% de rebentacao e relativamente a Dundee, todos os 3 clones testados
atingiram uma rebentacao de 100 %.

e Qs valores de taxa de multiplicacao evidenciados ndo demonstram que o meio de cultura
onde ocorreu maior rebentacdo, seja exatamente onde se desenrolou um maior
desenvolvimento dos rebentos e consequentemente, maiores taxas de multiplicacdo. Ou seja,
sera necessario repetir varios ensaios para se testar com maior rigor os meios de cultura,
composicao hormonal, etc.

e As espécies que apresentaram maior % de sobrevivéncia foi a pistaceira (100%) e a aveleira
(100%).

e Relativamente aos clones das trés espécies, 0s que evidenciaram maiores % de sobrevivéncia
foram o GF IV (69,44 %), UCB-1 clone IV (100 %) e Dundee Il (100 %), para a fase de
multiplicacao /n vitro.

e (Os meios de cultura mais adequados para a fase de multiplicacéo /7 vitro foram o M4 para

GF IV, 0 M3 para UCB-1 clone IV e 0 M2 para Dundee |l.
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4.3.  Enraizamento e aclimatizacao de plantas micropropagadas

Relativamente as fases de enraizamento de rebentos caulinares desenvolvidos e de aclimatizacédo
ex vitro das plantas ja enraizadas urge esclarecer que embora tratando-se de fases de relevo, ndo
foi possivel poder consagrar um capitulo de estudo individual em que explanasse o
desenvolvimento destas etapas cruciais da micropropagacao e os respetivos resultados, por

motivos que a seguir passo a explicar:

1- Devido a escassez de rebentos em boas condicdes de cada clone de GF677, UCB-1 e
Dundee, a empresa considerou que seria mais oportuno avancar para o aprofundamento
dos processos de propagacao /n vitro, tendo sido proposto que o trabalho deste estagio
se direcionasse preferencialmente para as fases de estabelecimento e de multiplicacao,
de modo a obter-se resultados mais sélidos e, assim, definirem-se protocolos mais
robustos e eficientes

2- 0O tempo de estagio ja se revelava insuficiente para fazer uma abordagem adequada a

estas fases de micropropagacao para os resultados poderem ter robustez estatistica;

Assim, deixo um campo aberto a futuros colegas para que possam dar continuidade a estes
aspetos particulares do projeto de investigacdo, o que em muito enriqueceria o trabalho elaborado

até ao momento.

4.4,  Ensaios para inducao da organogénese indireta a partir de

explantes foliares

Devido a escassez de material estabelecido /7 wiro de pistaceira e de aveleira, pretendeu-se
desenvolver um protocolo de organogénese indireta para obtencdo de rebentos adventicios,

através da utilizacao de explantes foliares dos porta-enxertos UCB-1 e Dundee (Figura 42).
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Figura 42: Esquema resumo dos estabelecimentos das folhas de UCB-1 e de Dundee, realizados desde o més de marco, abril e maio. Note-se que o seguinte esquema so se refere as folhas
que foram retiradas da estufa, ou seja, provenientes de condicdes em ex vitro.

. Estabelecimentos dos explantes foliares

Formacao de calli
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4.4.1. Inducao de organogénese indireta a partir de explantes foliares de UCB-1

Para a inducdo de organogénese dos clones de UCB-1 (Figura 42), apenas alguns dos explantes
foliares dos clones II, Ill, IV e V responderam positivamente formando ca/lus que ocorreu na zona
do peciolo e na zona da nervura central.

O clone | ndo evidenciou formacao de ca/lus e, consequentemente, os explantes foliares acabaram
por secar e morrer. Um dos fatores associados a perda do material vegetal que ocorreu na maioria
dos explantes foliares, foi a libertacdo de compostos fendlicos na zona de corte das folhas dos
clones de pistacio, como foi referido anteriormente (ver capitulo 4.1.2.1) . Além disso, como o
tamanho das porcdes das folhas eram de dimensdes pequenas (1 ¢cm? e em acréscimo com a
sua oxidacdo, as folhas demonstraram uma enorme fragilidade. Neste ensaio ndo se antecipou se
as folhas pudessem apresentar exsudacdo fendlica, tal como acontece com os explantes
caulinares, portanto, um dos aspetos a melhorar neste teste seria a introducdo de um pré-
tratamento dos explantes foliares com acido ascorbico.

Na Tabela 21 pode ver-se o numero de explantes foliares inoculados em M3 e o numero de
explantes viaveis com formacéo de ca/lus (através de observacao direta), apds um periodo de 8
semanas estabelecidas no més de abril e avaliadas no més de junho. Como se pode ver, a
percentagem de sucesso € muito baixa, havendo necessidade de se testar novas condicoes,

nomeadamente hormonais.

Tabela 21: Numero de explantes foliares iniciais inoculados em meio M3 e numero de explantes finais (que
apresentaram formacao de ca/l) do porta-enxerto de UCB-1.

N° explantes iniciais N° explantes viaveis com callus
Folhas M3 M3
UCB-1 I 40 -
UCB-1 11 40 1
UCB-1 Ill 40 7
UCB-1 IV 40 1
UCB-1V 40 8

No més de junho procedeu-se a inoculacdo do material foliar de UCB-1 (que foi estabelecido em
abril), novamente para M3 (Tabela 21), a partir das culturas obtidas: cujos explantes
demonstraram desdiferenciacdo e que manifestaram algum desenvolvimento de ca/lus, ou seja,

os explantes dos clones I, Ill, IV e V evoluiram todos. O periodo que decorreu desde o
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estabelecimento até a desdiferenciacdo das folhas e formacao de callus foi de 8 semanas.
Segundo Onay (1996) [67] no seu estudo, a observacdo de crescimento de callus decorreu num
periodo de 90 dias, a partir das quais foi determinado o calo embriogénico para cada tratamento

e no final de 120, 150, 180 e 190 dias para a inducdo de embrides somaticos.

Num estudo anterior (Deifil, resultados nao publicados), os segmentos foliares de UCB-1 nunca
tinham evoluido para o processo de desdiferenciacdo, como se sucedeu nesta investigacao, apesar
de se obter um numero reduzido de explantes foliares viaveis, estes desdiferenciaram-se e ocorreu
a formacéo de calli

Este avanco ocorrido por parte das culturas de UCB-1 foi relevante, pois foi possivel ocorrer a
desdiferenciacéo das folhas dos clones de pistacio que levou a formacéo de ca/lus (de dimensdes
reduzidas), acontecimento este que ainda nao tinha sido possivel se verificar no estudo desta

cultura, como se pode verificar na Figura 43.

- &

Figura 43: Imagens representativas do procedimento levado a cabo para inducdo de organogénese indireta a partir
de explantes foliares de UCB-1: A- Inoculacéo dos pedacos das folhas cortadas; B- Desdiferenciacdo apos 8
semanas e presenca de callus na nervura central/peciolo.

B
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4.42. Inducao de organogénese indireta a partir de explantes foliares de Dundee

Relativamente a inducao de organogénese indireta de Dundee (Figura 42), inocularam-se varios
tipos segmentos foliares, sendo que os que tiveram maior sucesso na desdiferenciacdo foram os
gue continham a zona do peciolo, seguida da zona da nervura central (ver capitulo 3, Figura 9).

Na Tabela 22 encontra-se indicado o nimero dos explantes foliares inoculados em M2 (clone IlI
em marco), em M3 (clones | e Il em abril, bem como clone Il em maio) e M5 (clone Ill em marco,
bem como clones |, Il e [ll em maio) e o nimero de explantes viaveis que produziram callus, apos

trés semanas.

Tabela 22: Numero de explantes foliares inoculados em M2, M3 e M5, bem como o nimero de explantes foliares
viaveis que apresentaram formacao de callus dos porta-enxertos de Dundee |, Il e lII.

N° explantes iniciais N° explantes finais viaveis com callus
Folhas M2 M3 M5 M2 M3 M5
Dundee | 75 45
Dundee Il +32 27 +24 18
Dundee llI +43 +50

Os numeros de explantes iniciais assinalados a cor rosa, correspondem aos explantes do clone Il
do més de marco (42 M2 e 51 Mb5) e aos explantes do clone | (42 M3) e Il (38 M3) do més de
abril. Enquanto que os explantes foliares iniciais assinalados a cor preta, correspondem aos clones
[ (75 Mb), Il (32 M3 e 27 M5) e lll (43 M5) inoculados no més de maio, conforme assinalado na
Figura 42.

Os clones |l evidenciaram-se como aqueles com maior percentagem de explantes calogénicos
(competentes para formar callus) e o M5 testado nesta experiéncia foi considerado o meio de
cultura do qual as folhas obtiveram melhores respostas fisiologicas, como se pode constatar na
Tabela 22.

Por observacao direta, constatou-se de que o periodo de tempo que decorreu desde a primeira
inoculacao dos tecidos foliares até os explantes se desdiferenciarem e formarem calli, foi
aproximadamente trés semanas, pois foi neste periodo que se verificou desdiferenciacdo dos
tecidos.

Como os explantes finais viaveis com callus, assinalados de cor rosa na Tabela 22, apresentavam

mais tempo em cultura /77 vitro do que os assinalado de cor preta, estes foram os primeiros a ser
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repicados, aproveitando-se apenas os ca/ii . Como ocorreu também a embriogénese, de callus
embriogénicos, no més de maio estes cal/li finais de Dundee |, Il e Ill foram repicados para um
novo meio: MO, meio de cultura sem hormonas na sua constituicdo [68], com o objetivo de permitir
o desenvolvimento dos embrides somaticos, para depois se formarem rebentos adventicios (Tabela
23), este tempo de inoculacdo decorreu durante um més (até junho). Enquanto que os outros
explantes finais viaveis com calli assinalados de cor preta (Tabela 22) foram mantidos nos meios

de cultura em que foram inoculados anteriormente.

Tabela 23: Numero de explantes finais viaveis com callus, inoculados em M2, M3 e M5, no més de maio, bem
como o numero de callus finais obtidos do porta-enxerto Dundee (clones |, Il e lll), em junho.

N° explantes finais viaveis com callus N° callus finais
Folhas M2 M3 M5 MO MO
Dundee | - - - 8
Dundee Il - - — 5
Dundee llI - 28 120

Os calli de Dundee lll finais, assinalados a azul escuro, que tinham sido inoculados em M5 (no
més de maio), na seguinte inoculacdo (més de junho), antes de serem inoculados em MO, foram
sujeitos ao choque de duas auxinas reguladoras de crescimento vegetal: 60 com NAA (acido 1-
naftaleneacético) e os outros 60 com IBA-K (acido indol-3-butirico de potassio). Primeiro por serem
0s que apresentavam mais tempo em cultura /7 vitro (trés meses) e segundo porque eram as
culturas de Dundee Il que existiam em maior quantidade numeérica.

Elegeu-se as hormonas NAA e IBA-K pois estas sdo as mais utilizadas no laboratério da empresa
neste tipo de estudos e também por estas duas se encontrarem disponiveis em maior quantidade
no laboratério. Este choque de hormonas foi executado de maneira idéntica ao choque que se fez
com a utilizacao acido ascorbico nas culturas de pistacio (ver capitulo 4.1.2.1).

O NAA foi empregue com o objetivo de promover a inducao de calos embriogénicos [69], [70] e 0
IBA-K para promover a inducao de raiz [71].

Posteriormente, em finais de junho, observou-se os ca/lidos clones de Dundee Ill, na lupa binocular
(ver anexo Il, Figuras B11 e B12), do qual se constatou a presenca de embrides somaticos nos
calli que se encontravam em MO (Figura 44 D). Este clone foi considerado o melhor para o

processo de inducdo de embriogénese somatica indireta a partir de explantes foliares (Figura 44).
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Figura 44: Imagens representativas do procedimento levado a cabo para inducédo de organogénese indireta a partir
de explantes foliares de Dundee llI: A- Inoculagdo dos pedacos das folhas cortadas; B- Desdiferenciacdo apds 3
semanas; C- Presenca de callus na nervura central/peciolo; D- Observacao na lupa binocular de embrides
somaticos.

4.4.3. Conclusdes gerais inducao de organogénese indireta a partir de explantes

foliares de UCB-1 e de Dundee

Deste conjunto de resultados obtidos, pode sublinhar-se:

e Os explantes foliares dos clones de UCB-1 e de Dundee conseguiram desdiferenciar-se e
produzir callus.

e Os explantes foliares de Dundee, com énfase para o clone Ill, evidenciaram uma elevada
percentagem de calogénese e bom desenvolvimento de callus embriogénico.

O procedimento realizado na inducdo de embriogénese indireta de Dundee foi uma etapa

importante na investigacdo desta dissertacdo, com resultados bastante promissores,

principalmente no caso do clone lll. Este resultado indica que, futuramente, através de explantes

foliares de aveleiras podera ser possivel uma mais elevada taxa de multiplicacdo de plantas para

comercializacao.
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Capitulo 5 — Conclusdes e perspetivas futuras

O estagio conducente a presente dissertacdo de mestrado, que teve como principal objetivo
contribuir para otimizacao de protocolos de propagacéo /n7 vitro de porta-enxertos de amendoeira
(GF677), pistaceira (UCB-1) e aveleira (Dundee), resultou em contribuicdes muito relevantes para
a empresa. Estes poderdo ser aplicados nao so6 para melhorar a taxa de multiplicacao destas
espécies — por exemplo, selecionando a melhor altura para se iniciarem os estabelecimentos e os
clones mais produtivos -, como de referencial para introducdo de melhoramentos nos protocolos
de micropropagacao destas e em outras espécies de interesse. A seguir destacam-se as principais
conclusdes de cada fase de micropropagacao, bem como algumas perspetivas de trabalho futuro.
Na fase de estabelecimento:

- A percentagem de contaminagdo das culturas variou consoante a altura de colheita do material
vegetativo, sendo que, de um modo geral, explantes inoculados no més de outubro de GF677 e
de UCB-1 conduziram a menores % de contamina¢do do que os clones inoculados em abril.
Verificou-se também uma diferenca relevante associada aos varios clones estudados, sendo que
os clones de Dundee estabelecidos em maio (no meio de cultura M2), evidenciaram uma %
contaminacdo bastante inferior a dos restantes clones da mesma variedade, estabelecidos nos
meses anteriores (outubro e aburil).

- Relativamente a percentagem de sobrevivéncia dos explantes constatou-se, igualmente, uma
dependéncia da altura do ano em que sao estabelecidos em cultura. Assim, para os porta-enxertos
GF677 e de UCB-1, a melhor altura para o estabelecimento foi no inicio do outono, enquanto que
para Dundee, foi em finais da primavera. Para esta variavel foi ainda possivel verificar um efeito
dependente do clone e do meio de cultura testado. Assim, e relativamente a GF677, os clones GF
Il e GF IV demonstraram ser os mais adequados para a multiplicacdo deste porta-enxerto, pois
apresentaram valores de sobrevivéncia favoraveis quando inoculados em meio de cultura M1 e
M2, sendo o M5 o meio de cultura mais adequado para GF Il (50 %) e o M2 (74,36 %) para GF IV.
Os clones GF | e GF Ill, inoculados apenas em M3 obtiveram valores de sobrevivéncia baixos,
inferiores a 10 %.

Para o porta-enxerto UCB-1, os cinco clones em estudo apresentaram respostas semelhantes entre
si quando inoculados em M3 (6.90 % - 24,68 %), apesar dos valores inferiores, em relacdo ao

clone |, que foi apontado como o clone mais adequado para a micropropagacao deste porta-
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enxerto pois foi estabelecido em M1 (49,91 %), M2 (27,42 %) e M3 (24,68 %), com valores
superiores de sobrevivéncia em M1 (meio MS basal).

Os trés clones de Dundee tiveram respostas semelhantes entre si, quando inoculados em M2, no
entanto, Dundee | foi o clone com maior percentagem de sobrevivéncia, revelando-se o M2 (83,87
%) como o melhor meio de cultura para o estabelecimento desta espécie, seguido do Dundee Il
em M2 (70 %) e o Dundee lll em M2 (67,86 %). O M3 foi 0 meio de cultura menos eficaz (7,69%).
- Na tentativa de controlar a fenolizagdo comum nos clones de UCB-1, o uso de acido ascorbico
reduziu a libertacdo dos compostos fenolicos, tendo-se obtido menor oxidacdo e morte dos
explantes caulinares.

Na fase de multiplicagdo:

- Na percentagem de rebentacdo verificou-se que para GF677, os explantes do clone |
apresentaram maior rebentacdo no més de outubro, dezembro, fevereiro, margo e junho quando
inoculados em M3 (100 %); Os do clone Il em dezembro (M2), fevereiro (M3) e junho (M5), todos
com valores de 100%. Quanto aos explantes do clone Ill, o més de maio foi 0 que evidenciou maior
% rebentacdo em M3 (100 %). Relativamente ao clone IV, os seus explantes demonstraram que 0s
meses de maior ocorréncia de rebentacdo foram o de outubro (M3) e de junho (M2 e M3) e durante
os meses de fevereiro, marco, maio e junho, todos eles com valores percentuais de rebentacao
de 100 % em M4, que foi o Unico meio de cultura em que a sua utilizacdo resultou sempre numa
% de rebentacédo de valor de 100 %, revelando que o Meio QL foi o melhor para este clone de
GF677.

Dos clones de UCB-1, o clone | demonstrou uma maior % rebentacao de 100 % no més de junho
(M2 e M3). Para o clone Il, como consequéncia de ndo haverem mais explantes viaveis (secaram
todos os explantes existentes deste clone), obtiveram apenas um valor de 50 % rebentacdo no més
margo em M3. Ja os explantes do clone Il alcancaram em junho valores de 100 % em M2 e M3,
assim como os explantes do clone IV em M2 e os do clone Vem M2 e M3.

Os explantes do clone | de Dundee, conseguiram uma % rebentacao de valor de 100 %, nos meses
de novembro e junho (M1 e M2). Os do clone Il também tiveram uma percentagem de 100 % de
rebentacdo em margo (M3) e também de 100 % no més de junho (M2 e M3). No que se refere
aos explantes do clone lll, durante os meses de margo e junho a % rebentacado atingiu o valor de
100 %, quando os explantes estavam inoculados em M2.

- A partir da taxa de multiplicacdo (TM), verificaram-se diferencas entre porta-enxertos e entre

clones mas um menor efeito do meio de cultura.
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Assim, para o porta-enxerto GF677, de todos os clones testados, GF | foi o que obteve valores
superiores de TM quando inoculado em M2 (1,67) e M3 (1,6); Os explantes de GF Il (1) e GF IV
(1) obtiveram maiores TM em M3. O GF IV inoculado em M4 (1,52) foi o que obteve o valor maior.
Para UCB-1, a TM foi idéntica para todos os clones, testados em M3 (1), no entanto, o clone I,
testado em M1, M2 e M3 revelou maiores TM em M3 (1,1). Com o porta-enxerto Dundee embora
nao se tenham testado todos os clones nos 3 meios de cultura (M1, M2 e M3), os clones I, Il e Il
apresentaram valores de TM semelhantes entre si e mais elevados em M2 (1,04; 1; 1,08).

- Relativamente a percentagem de sobrevivéncia constatou-se diferencas entre porta-enxertos e
entre clones e um efeito do meio de cultura dependente do clone, em GF677.

Para o porta-enxerto GF677, e com base nos varios meios de cultura testados, foi possivel obter
valores satisfatérios para os 5 clones estudados, tendo o maximo sido obtido em meios distintos:
M5 foi 0 meio mais adequado para GF Il (52 %) e M4 para GF IV (69,44 %). No entanto, e tendo
em conta os resultados obtidos com o M3, verificou-se uma enorme variabilidade na resposta
dependente do clone (4,04 - 54,55 %). Para UCB-1, e a excecao do clone Il, para o qual que nao
foi possivel obter rebentos viaveis, a percentagem de sobrevivéncia com o M3 foi elevada e
semelhante entre os restantes clones (71,43 - 100%). Embora apenas tenha sido testado o meio
M3 para os 5 clones, com o clone | testou-se também o M2, tendo dado valores bem mais baixos
(44,83 %). Para o porta-enxerto Dundee, os trés clones estudados tiveram percentagens de
sobrevivéncia semelhantes e muito elevadas em M2 (83,33 - 100%). Embora, os 3 clones deste
porta-enxerto se tenham testado apenas em M2, com o clone Il testou-se também M3, que, ao
contrario do que se tinha observado para outros porta-enxertos, reduziu muito a % de sobrevivéncia
(50 %). Assim, e globalmente, o meio M3 parece ser o mais adequado nesta fase de
micropropagacao para os porta-enxertos GF677 e UCB-1 e o meio M2 para Dundee.

Na inducéo da organogénese indireta a partir de explantes foliares:

No que diz respeito ao ensaio exploratdrio para estabelecimento de protocolo de obtencdo de
rebentos adventicios por organogénese indireta a partir de diferentes tipos de explantes foliares
dos porta-enxertos UCB-1 e Dundee, os resultados foram bastante promissores.

- No caso de UCB-1, com a excecao do clone I, todos os outros mostraram desdiferenciacdo dos
explantes em M3, evoluindo para a fase de multiplicacdo (formacdo de pequenos callus), o que
nunca ocorrera na empresa.

- Com Dundee, pela primeira vez estudado na empresa neste ambito, verificou-se a producdo de

callus, em grande numero e bem desenvolvidos em todos os tipos de explantes, mas também
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respostas dependentes do tipo de explante. Assim, os explantes que continham a nervura central
foram os que se desdiferenciaram e que produziram ca/lus mais rapidamente, ja os explantes
proximais, que mantiveram parte do peciolo, foram os que produziram maior quantidade de ca/lus.
O M5 foi considerado o meio de cultura onde se observou maior desenvolvimento de ca/lus, sendo

nos clones Il onde se evidenciou a formacéo de embrides somaticos.

Futuramente:

- Seria importante melhorar processos de desinfe¢do do material vegetal proveniente da estufa, de
acordo com a altura do ano onde se verificou maiores contaminaces em cada espécie.

- Adotar uma metodologia mais sistematica, de modo a ser possivel fazer comparacdes entre os
diferentes clones e os diferentes meios de cultura. Assim, submeteria todos os clones das espécies
em estudo a todos os meios de cultura, com o intuito de conseguir avaliar qual o meio mais
indicado a cada uma das fases da micropropagacao, para cada clone. Em particular, seria
importante usar, tanto para a fase de estabelecimento, como na de multiplicacdo, o meio basal
QL em todos os clones de GF677 por ter sido o meio de cultura em que os clones apresentaram
maiores valores de sobrevivéncia (69,44 %) e uma % rebentacdo sempre de 100 %, em
comparacao aos outros meios de cultura testados nesta variedade de porta-enxerto.

- Em relacao aos varios clones em estudo, e porque se verificou respostas dependentes do clone,
seria interessante poder micropropagar uma maior variedade de clones do porta-enxerto Dundee,
pois na altura so existiam trés clones.

- Relativamente a multiplica¢cdo por organogénese, gostaria de ter tido a oportunidade de
acompanhar o desenvolvimento dos ca/i por mais tempo, de modo a verificar se eram
morfogenicamente competentes. Seria também importante testar-se outros fatores, como por
exemplo, outras combinacdes hormonais e outros tipos de explantes, para além dos foliares.

- Embora nao tenha sido possivel chegar a fase de enraizamento e aclimatizacao ex vitro, seria
naturalmente muito importante poder acompanhar as culturas ao longo destas fases, de modo a
estudar as respostas de cada um dos porta-enxertos e respetivos clones e, assim, poder otimizar

as condicoes promotoras de maior taxa de multiplicacao para cada espécie.
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Capitulo 6 - Trabalhos paralelos

Conforme foi referido no capitulo 1 destinado a definicdo dos objetivos a atingir ao longo deste
projeto de pesquisa, foi nossa intencdo levar a cabo o aperfeicoamento de técnicas relativas aos
protocolos de producéo de diferentes clones dos porta-enxertos de GF677, de UCB-1 e de Dundee.
Fui orientada no sentido de desenvolver, tendo sempre em vista a utilizacdo do método
experimental de cultura /n vitro, trabalho a que me dediquei com o objetivo de me tornar capaz de
poder observar, com rigor, /n situ os resultados obtidos para num momento posterior poder aplica-
los, de modo a respeitar a sensibilidade vital de cada uma das espécies eleitas como “corpus”
essencial estudado ao longo do meu trabalho.

Para além das espécies mencionadas, envolvidas neste estudo, foi-me dada a oportunidade de
experienciar diversas e inovadoras técnicas de trabalho com outras plantas, que me proporcionou
avaliar os aspetos singulares caraterizadores de cada uma das espécies lenhosas, ornamentais,
florestais, aromaticas e medicinais, em particular. Ao longo do estagio exercitei assim a técnica de
cultura /n witro (todas as fases do ciclo da micropropagacao) tendo como corpus de apoio as
seguintes espécies: medronheiros, castanheiros, mirtilos, maracujas, Kiwis, esterelicias, oliveiras,
paulownias, entre outras. Num total, produzi ao longo do periodo de estagio um numero total de
52321 plantulas (Figura 45).

Esta convivéncia floral contribui para o alargamento do meu conhecimento no universo da
biotecnologia vegetal, conseguido pela observacao, experiéncia que me ofereceu a mais valia
guando, numa fase posterior, no momento de implementar essa pratica durante as repicagens
das espécies eleitas para o meu estudo.

Por outro lado, de entre as varias funcdes efetuadas em regime de laboratério, executei ainda
trabalho dentro do laboratorio onde desenvolvi experiéncias sobre como preparar 0s meios de
cultura adequados a cada espécie de plantas avaliadas, bem como a observacao e verificacdo de
processos relativos ao enraizamento /7 vitro.

Durante o meu estagio na empresa Deifil foi-me também proposto abordar no meu projeto de
pesquisa executar trabalho de estufa no sentido de compreender e assimilar os ultimos processos
relativos ao fendmeno da micropropagacao (enraizamento ex vifro e aclimatizacao).

Em sintese, ndo posso deixar de referir que apesar de ter vivenciado uma aprendizagem de alguma
forma dificil, pelo grau de novidade com que me deparei, o resultado final do meu periodo de

estagio na empresa Deifil teve grande enriquecimento no que diz respeito a minha preparacao
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profissional, fator que me tornou mais apta a enfrentar os novos desafios com que a ciéncia nos

apresenta, cada dia que passa.

Figura 45: Representacao de algumas espécies de plantas trabalhadas ao longo do estagio na Deifil. A:
Castanheiros; B:Mirtilos C: Kiwis machos; D: Kiwis fémeas; E: Oliveiras em fase de multiplicacdo sujeitas a choque
de IBAK; F: Oliveiras na fase de enraizamento [1]; G e H:Paulownias, na estufa.
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Capitulo 8 - Anexos

Anexo |

No seguimento deste anexo |, estdo representadas a tabela A1 que demonstra um resumo geral
dos meios de cultura utilizados, ao longo dos meses de trabalho de estagio, em todos os clones

dos porta-enxertos de amendoeira (GF677), de pistaceira (UCB-1) e aveleira (Dundee).

Tabela Al: Tabelas-sinteses de todas os clones utilizados, com descricdo da época mensal e respetivos meios de
cultura aplicados para as trés culturas (meses de outubro a junho).

Outubro Meios de cultura usados Meios de cultura usados
para o estabelecimento para a multiplicacdo
GF | —
GF Il M1 e M2
GF IV M1 e M2
UCB-11 M1 e M2 _
Dundee clone | M1e M2 _
Novembro Meios de cultura usados Meios de cultura usados
para o estabelecimento para a multiplicacdo
GF I =
GF Il — M2 e
GF IV — M2 e
UCB-1 | — M2 e
Dundee clone | - M2
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Dezembro

GF I
GF Il

GF IV
UCB-1 1

Dundee clone |

Fevereiro

GF I
GF Il

GF IV
UCB-1 1

Dundee clone |

Marco

GF I
GF Il

GF IV
UCB-1 I

Dundee clone |

Dundee clone I

Dundee clone llI
Folhas de Dundee clones |
Folhas de Dundee clones I

Folhas de Dundee clones lll

Meios de cultura usados
para o estabelecimento

Meios de cultura usados
para o estabelecimento

Meios de cultura usados
para o estabelecimento

M2 e M5
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Meios de cultura usados
para a multiplicacdo

M2 e
M2 e
M2 e

M2

Meios de cultura usados
para a multiplicacao
e

Meios de cultura usados
para a multiplicacéo



Abril Meios de cultura usados = Meios de cultura usados
para o estabelecimento para a multiplicacdo

GF | —

GF Il e —

GF Il -

GF IV — —

UCB-1 I -

UCB-1 1l -

UCB-1 1l =

UCB-1 IV -

UCB-1V —

Dundee clone | —
Dundee clone I —
Dundee clone llI — —
Folhas UCB-1 | =
Folhas UCB-1 Il —
Folhas UCB-1 Il =
Folhas UCB-1 IV —
Folhas UCB-1 V —
Folhas de Dundee clones | —
Folhas de Dundee clones I —

Folhas de Dundee clones lll - —

93



Maio Meios de cultura usados = Meios de cultura usados
para o estabelecimento para a multiplicacdo

GF I —
GF II - e M5
GF I =
GF IV - M2, M3 e
UCB-1 | M2 e
UCB-1 I
UCB-1 11l
UCB-1 IV
UCB-1V
Dundee clone | M2
Dundee clone II M2

Dundee clone lll M2 M2
Folhas UCB-1 | _ _

Folhas UCB-1 Il — -
Folhas UCB-1 Il — —
Folhas UCB-1 IV — -
Folhas UCB-1 V - —
Folhas de Dundee clones | M5 —
Folhas de Dundee clones I e M5 —
Folhas de Dundee clones llI M5 —
calli de Dundee clones | — MO
calli de Dundee clones I - MO

calli de Dundee clones lll = MO
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Junho Meios de cultura usados = Meios de cultura usados

para o estabelecimento para a multiplicagéo

GF | -

GF Il — e M5

GF il —

GF IV — M2, M3 e
UCB-1 I - M2 e
UCB-1 1l — -
UCB-1 1l — M2 e
UCB-1 IV — M2
UCB-1V — M2 e

Dundee clone | - M2
Dundee clone I — M2 e
Dundee clone llI — M2 e

callide UCB1 | =

callide UCB-1 Il —

callide UCB-1 lll —

calli de UCB-1 IV —

calfide UCB-1V —
calli de Dundee clones | — —
calli de Dundee clones I — —

calli de Dundee clones lll — —

Na tabela A2, encontram-se as solucdes STOCK utilizadas para preparacdo dos meios de cultura

utilizados ao longo do periodo de estagio de MO, M1, M2, M3, M4 e Mb5.
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Tabela A2: Solucdes STOCK de Macro GNH [g/L] de concentracéo [x10], de Macro MS de concentracao [X100], de

Micro MS de concentracao [X100] e de Vitaminas MS de concentracéo [x1000].

Constituintes

Nitrato de amonio (NH4)(NO3)
Nitrato de potassio (K NO3)
Macro GNH Sulfato de magnésio heptahidratado (MgS04.7H:0)
[g/L] [x10] Nitrato de calcio tetrahidratado (Ca(NO3)2.4H.0)
Fosfato monopotassico (KH2PO4)
Fosfato monosodico (NaH2P0O4)
Nitrato de amonio (NH4)(NO3)
Cloreto de Calcio Anidro (CaCl2)

LSO, S TLY Sulfato de magnésio anidro (MgS04-7H20)
Fosfato de Potassio Monobasico (KH2POa)
Acido bérico
Cloreto de cobalto, hexahidratado
Sulfato cuprico, penta-hidratado
EDTA (Acido etilenodiamino tetra-acético, di-hidrato
disodico)

Micro MS [X100] Sulfato ferroso hepta-hidratado
Sulfato de manganés mono-hidratado
Sal de sodio de acido molibdico, di-hidratado
lodeto de potassio
Sulfato de zinco hepta-hidratado

Glicina (base livre)

Mio-inositol
Vitaminas MS Acido nicotinico (acido livre)
[x1000] Piridoxina.HClI
Tiamina.HCI

Concentracao
(mg/L)
16,5

0,25
54
8
3
0,5
16,5
3,322
1,807
1,70
620
2,5
2,5
3726

2780

1690
25
83
860

2000
100
500
500

100

Na tabela A3 estéo disponibilizadas as composicoes dos meios de cultura empregues nas fases

de estabelecimento e de multiplicacao.
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Tabela A3: Composicao dos cinco meios de cultura utilizados nas fases de estabelecimento e/ou multiplicagdo (MO, M1, M2,
M3, M4 e M5). MO: meio MS sem adicao de hormonas; M1: meio MS com adicdo de BAP [0,1 mg/L]; M2: macronutrientes de

GNH e micronutrientes e vitaminas MS com adicao de BAP [1 mg/L] e IBA [0,01 mg/L]; M3: M2, com adicao de GA; [20

mg/L]; M4: meio QL com adicao de BAP [0,1 mg/L]; M5: meio MS com adicao de vitaminas WPM WPM (Meio Lloyd & McCown

Woody Plant, 1981), de BAP [2 mg/L] e de acido ascorbico [0,1 mg/L]

Concentracao (mg/L) (exceto sacarose e agar)

Constituintes Meio O | Meio 1 | Meio 2 | Meio 3 | Meio 4 | Meio 5
Nitrato de amoénio (NH.NO) 1650 | 1650 | 1650 | 1650 | 400 1650
Acido bérico (H:BO,) 6,2 6,2 — — 6,2 6,2
Cloreto de calcio anidro (CaCl.) 332,2 | 332,2 — — — 332,2
Na:.EDTA dihidratado (CiHsN20:.2H.0) 37,26 | 37,26 — — — 37,26
Sulfato de ferro (ll) heptahidratado (FeS0O..7H.0) 27,8 27,8 — — 27,8 27,8
Sulfato de magnésio anidro (MgSQO.) 180,7 | 180,7 — — 175,79 | 180,7
Sulfato de magnésio monohidratado (MgS0..H:0) 16,9 16,9 — — 0,76 16,9
Nitrato de potassio (KNO;) 1900 | 1900 25 25 1800 | 1900
Fosfato monopotassico, monobasico (KH:PO.) 170 170 — — 270 170
Fosfato monosodico (NaH:PO.) — — 50 50 -
¢ | Sulfato de zinco heptahidratado (ZnS0..7H:0) — — — — 8,6 8,6
_Eo Sulfato de magnésio heptahidratado (MgSQ..7H.0) 540 540 540 540 — 540
; Nitrato de calcio tetrahidratado (Ca(NO:)..4H:0) 800 800 800 800 — 800
Hidrofosfato de potassio (KH.PO.) 300 300 300 300 — 300
Hidrofosfato de sddio (NH.PO.) — — 50 50 — —
Cloreto de cobalto (CoCl. .6H.0) 0,025 | 0,025 | 0,025 | 0,025 — 0,025
Sulfato de cobre (CuSO. .5H:0) 0,025 | 0,025 | 0,025 | 0,025 — 0,025
Acido molibdico (sal de sédio) ((MoO:-H.0).2H.0) 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 — 0,25
lodeto de potassio (KI) 0,83 0,83 0,83 0,83 0,83 —
Cloreto de cobalto (Il) hexahidratado.2H-0 — — — — 0,025 —
Sulfato de cobre (Il).5H:0 — — — — 0,025 —
(Na-~EDTA.2H.0) — — — — — —
Nitrato de calcio — — — — — —
Glicina (base livre) (C.H:NO:) 2000 | 2000 | 2000 | 2000 — 2000
» [ Mio-inositol 100 100 100 100 100 100
g Acido nicotinico, acido livre (CsHsNO.) 500 500 500 500 — 500
g Acido ascorbico — — — — — 1000
Piridoxina ((CsH:uNO:).HCI) 500 500 500 500 — 500
Tiamina (C.H»N.OS+) 1000 | 1000 | 1000 | 1000 0,4 1000
@ | BAP — 0,1 1 1 0,1 2
g IBA — — 0,01 | 0,01 — —
£ GA — — — 20 — —
Sacarose (g/L) 25 25 25 25 25 25
Agar (g/L) 7 7 7 7 7 7

97




Considerando que existe uma limitacdo metodoldgica quanto ao corpos a incluir neste capitulo e dado que senti necessidade de referir aspetos que considero

relevantes para uma melhor compreensao do trabalho, tomei a iniciativa de incluir as figuras B1 a B12 e tabelas B1 a B9, em anexo.

GF Il
T
Outubro 35M1
Novembro 15 M1
Dezembro 7 M2

Fevereiro

Figura B1: Estabelecimentos realizado no més de outubro dos porta-enxertos de GF677 clones Il e IV, dos porta-enxertos de UCB-1 clone | e de Dundee clone | e seus progressos em cultura in

35M2

11 M2

8 M2

1 M3

26 M1

8 M1

GF IV

4 M2

26 M2

10 M2

3 M3

Anexo

8 M2

UCB-11
1
22 M1 21 M2
14 M1 17 M2
9 M2

7 M3

15 M2

Dundee |

8 M1

3 M1

2 M2

vitro, ao longo dos meses de novembro e dezembro de 2018 e fevereiro 2019. Clones GF Il, GF IV e UCB-1 foram inoculados em M1 e M2, enquanto que Dundee | foram apenas inoculados
em M1. Em fevereiro, as culturas existentes de GF677 foram inoculadas em M3 e M4 e as culturas de UCB-1 em M3.

. Estabelecimentos

. Numero total de material vegetal em fase de multiplicacao
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GF | GF Il GF IV UCB-1 1

N . S N~ e
Outubro 5 M3 7 M3 72 M3 g M3

A B ry e . ry . B Iy A B ry
Dezembro 16 M3 2 M3 75 M3 Nao se repicou

N N~ N~ e
Fevereiro 16 M3 0 clones 68 M3 9 M3

e e R e R o b

Figura B2: Porta-enxertos de Lopes, 2017, de GF677 clones |, Il e IV, dos porta-enxertos de UCB-1 clone 1. Todos apresentavam 2 anos (Lopes, 2017 e Rodrigues, 2018).

. Explantes com 1 ano de idade (Lopes, 2018)
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Fevereiro 26 GF |
Fevereiro GFI
.--"l"'-.
16 M3
Marco 19 M3

Figura B3: Juncéo dos porta-enxertos estabelecidos no més de outubro 2018 com os porta-enxertos de Rodrigues (2018), em fevereiro de 2019.
Procedeu-se a repicagem (marco 2019) destes explantes e realizou-se um novo estabelecimento: dos entrends de GF IV, bem como de folhas e entrenos de Dundee |lI

10 M4

. Estabelecimentos

0 clones

71 GF IV

LMo 3 M3
32 M3
36 M3
GFII GFIV
1 M3 35 M3
0 clones 12 M3

. Numero total de material vegetal em fase de multiplicacao

. Explantes com 1 ano de idade (Lopes, 2018)
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35 M3 T
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UCB-11
36 M4 16 M3
25 M4 GF IV
39 M2 16 M3
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GF1 GF Il GF I

GF677 T — T T

Abrii 82 M3 86 M3 26 M5 62 M3
6M3
UCB11 UCB-1II UCB-1 1l UCB-1 IV UCB-1V
UCB-1 Abril  Entrenés  Folhas Entrenos  Folhas Entrenos  Folhas  Entrenos  Folhas Entrenos  Folhas
21M3  40M3  24M3 A0M3 44 M3 A0M3 21M3  40M3  35M3 40 M3
2 M3 1 M3 3M3
Dundee | Dundee Il
_--[-., it .-]--., .--[-., T .-]--.,
Dundee Abril  Entrenés Folhas Entrenés Folhas
T T pg T
21 M3 42 M3 39 M3 38 M
0 clones 3M3

Figura B4: Estabecimentos realizados em abril dos porta-enxertos de GF677 (clones I, Il e Ill), UCB-1 (clones I, II, Ill, IV e V) e Dundee. (clones |, Il e lll). Estabelecimento das folhas de UCB-1
(clones I, 11, I, IV e V) e das folhas de Dundee. (clones |, Il e lll).

@ Estabelecimentos
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21 M4

—

e

UCB-1 | UCB-11I UCB-1 1l UCB-1 IV UCB-1V
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"

Dundee| Dundeell Dundeelll
T T T
Dundee _ N

Maio 0 clones 3 M3 13 M2

T — . ——
0 clones I M3 15 M2

Figura B5: Repicagem no més de maio, dos explantes de GF677 (clones I, Il, lll e IV), UCB-1 (clones I, II, lll, IV e V) e Dundee (clones I, Il e lI)

. Numero total de material vegetal em fase de multiplicacao
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UCB-11 UCB-111 UCB-1 11l UCB-1N UCB-1V Dundee | Dundee Il Dundee 1l
T T T T T — — —

Maio Entrends Entrencds Entrends Entrends Entrends Entrends Folhas Entrends Folhas Entrends Folhas
41 M2 hM3 21 M3 12 M3 14 M3 31 M2 76 M5 20 M2 32 M3 34 M2 43 M5

137 M3 10M3 5M3 9 M3 27 M5

Figura B6: Estabelecimentos realizados no més de maio, dos porta-enxertos de UCB-1 (clones I, II, lll, IV e V) e de Dundee. (clones |, Il e lll). Estabelecimento das folhas de Dundee. (clones |, I
e lll).

@ Estabelecimentos
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GFI GFIl GF I GFIV
E _—[-‘\ Pl = VN E -_]'-\ ~ '_l I E -_]—-\ /"-l-"\
Maio 5 M3 s M3 11 M5 3 M3 1_0 M2 4 M3 14 M4 Maio
GF 677 . PamaN e T . e T
Junho 6 M3 8 M3 13 M5 3 M3 10 M2 4 M3 25m4  Junho
UCB-11 UCB-1 11l UCB-1 IV UCB-1V
waio M2 B3 w3 w93
UCB-1 T T - S
o 3N WS [ew2 o sNz 4w
5 M3 5 M3
Dundee| Dundeel| Dundeelll
| T T T
Maio 25 M2 14 M2 3 M3 23 M2
Dundee
e Lo~ Lo~ T~ T~
26 M2 14 M2 3 M3 23 M2

Figura B7: Estabelecimentos realizados em junho, dos porta-enxertos de GF677 (clones |, I, lll e IV), de UCB-1 (clones I, lll, IV e V) e de Dundee. (clones I, Il e Ill). As folhas pertencentes aos
explantes in vifro de Dundee, que se encontravam em Meio 2, foram inoculadas para o Meio 5.

. Estabelecimentos

. Numero total de material vegetal em fase de multiplicacao
@ rolhas in vitro de Dundee usadas para estabelecimento
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Figura B8: Imagens representativas de rebentos de porta-enxertos de GF677, na fase de multiplicacao in

vitro.

Figura B9: Imagens representativas de rebentos de porta-enxertos de UCB-1, na fase de multiplicacdo /7

vitro.

L i "'!"
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Figura B10: Imagens representativas de rebentos de porta-enxertos de Dundee, na fase de multiplicacéo /in vitro.

» Percentagem de contaminacao

Tabela B1: % de contaminacédo ocorridos nos estabelecimentos das culturas de GF II, GF IV, UCB-1 | e Dundee |,
durante o més de outubro de 2018.

Meio 1

Meio 2
Contaminacéo (%)
Contaminacéo (%)

Meio 1

Meio 2
Contaminacéo (%)
Contaminacéo (%)

N° Explantes
inoculados GF Il
35
35
Meio 1
Meio 2

N° Explantes
inoculados GF IV
26
26
Meio 1
Meio 2

Fungos Bactérias
14 4
21 1
40,0 11,4
60,0 2,9
Fungos Bactérias
13 4
11 4
50,0 15,4
42,0 15,4

106

Fungos e
Bactérias
2
2
5,7
5,7

Fungos e
Bactérias
1

1
4
4

N° culturas
finais GF Il
15
11

N° culturas
finais GF IV
8
10



N° Explantes

. . Fungos e N° culturas
moculadclns UCB-1 Fungos Bactérias Bactérias  finais UCB-1 |
Meio 1 22 7 1 0 14
Meio 2 21 3 1 0 17
Contaminacéo (%) Meio 1 31,8 4,5 0
Contaminacéo (%) Meio 2 14,3 4,8 0
N° Explantes Fungos e N° culturas
inoculados Fungos Bactérias g, . finais Dundee
Bactérias
Dundee | I
Meio 1 8 3 2 0 3
Contaminacéo (%) Meio 1 37,5 25 0

Tabela B2: % de contaminacao ocorridos nos estabelecimentos das culturas de GF |, GF I, GF Ill, UCB-1 |, UCB-1 I,
UBC-1 lll, UCB-1 IV, UCB-1 V, Dundee |, Dundee Il e Dundee Ill, nos meses de maco, abril e maio, respetivamente
do ano de 2019.

Meio 3
Contaminacao (%)

Meio 3

Meio 5
Contaminacao (%)
Contaminacao (%)

Meio 3
Contaminacao (%)

Meio 2

Meio 3
Contaminacéo (%)
Contaminacéo (%)

N° Explantes
inoculados GF |
82
Meio 1

N° Explantes
inoculados GF Il
83
26
Meio 3
Meio 5

N° Explantes
inoculados GF Il
62
Meio 3

N° Explantes
inoculados GF IV
39
16
Meio 2
Meio 3

Fungos

22
26,8

Fungos

37
3
44,6
11,5

Fungos

8,1

Fungos

17,9
18,8

107

Bactérias Fung’o S ®
Bactérias
23 31
28,0 37,8
Bactérias Fung’o S ©
Bactérias
12 14
2 9
14,5 0
7,7 0
Bactérias Fung’o S ©
Bactérias
38 13
61,3 21,0
. Fungos e
Bactérias .
Bactérias
2 1
2 3
5,1 0,03
12,5 0,19

N° culturas
finais GF |
6

N° culturas
finais GF Il
20
12

N° culturas
finais GF Il
6

N° culturas
finais GF IlI
29
8



Meio 3
Contaminacéo (%)

Meio 3
Contaminacéo (%)

Meio 3
Contaminacéo (%)

Meio 3
Contaminacao (%)

Meio 3
Contaminacao (%)

Meio 2

Meio 3
Contaminacéo (%)
Contaminacao (%)

N° Explantes
inoculados UCB-

11
21
Meio 3

N° Explantes
inoculados UCB-

11
24
Meio 3

N° Explantes
inoculados
ucB-1 1l

44
Meio 3

N° Explantes
inoculados
UcCB-11Iv
21
Meio 3

N° Explantes
inoculados
ucB-1v
35
Meio 3

N° Explantes
inoculados
Dundee |
31
21
Meio 2
Meio 3

Fungos

14
66,7

Fungos

37,5

Fungos

31
70,5

Fungos

16
76,2

Fungos

19
53,3

Fungos

12
16,1
57,1

108

Bactérias

Bactérias

11
45,8

Bactérias

4
9,0

Bactérias

3
14,3

Bactérias

20

Bactérias

SO N O

9,5

Fungos e
Bactérias

0
0

Fungos e
Bactérias

4
16,7

Fungos e
Bactérias

9
20,5

Fungos e
Bactérias

2
9,5

Fungos e
Bactérias

6
17,1

Fungos e
Bactérias

1
7
3,2
33.3

N° culturas
finais UCB-1
Il
7

N° culturas
finais UCB-1
Il
2

N° culturas
finais UCB-1
I1]

4

N° culturas
finais UCB-1
1]

0

N° culturas
finais UCB-1
1]

3

N° culturas
finais Dundee
I
25
0



Meio 2

Meio 3
Contaminacéo (%)
Contaminacéo (%)

Meio 2
Contaminacéo (%)

N° Explantes
inoculados
Dundee ||

20
39
Meio 2
Meio 3

N° Explantes
inoculados
Dundee IlI

56
Meio 2

» Taxa de multiplicacao

Fungos

17
30
43,6

Fungos

20
35,7

Bactérias

O O O

,_.
g
~

Bactérias

Fungos e
Bactérias

0

13

0
33.3

Fungos e
Bactérias

0
0

N° culturas
finais Dundee
I
14
3

N° culturas
finais Dundee
11
36

Tabela B3: Taxa de multiplicacao (TM) obtida em explantes com cerca de 2 meses, apds serem inoculados do meio
1 e meio 2, para meio 1 e meio 2. As culturas finais de GFIl, GF IV e de UCB-1 clones | foram todas inoculadas para

0 meio 2.
Culturas
GF677 Iniciais M1
GF Il 15
GF IV 8
UCB-1 14
Dundee

Culturas

Iniciais M2

11

10
17

Culturas
Finais M1

7 M2

4 M2
9 M2

Meio 1

Culturas Iniciais

3

109

Culturas

Finais M2

8 M2

8 M2
15 M2

Culturas Finais

2 M1

™ M1

0,47

0,5
0,64

™ M2

0,73

0,8
0,88

™
0,67



Tabela B4: Taxa de multiplicacao (TM) obtida em com cerca de 3 meses, apds serem inoculados do meio 1 e meio
2, ambos para meio 2.

Meio 2
GF677 Culturas Iniciais Culturas Finais ™
Il 15 1 0,07
\% 12 3 0,25
UCB-1 clone | 24 7 0,29
Dundee clone | 2 0 -

Tabela B5.1: Taxa de multiplicacdo (TM) obtida através das culturas de Rodrigues (2018), contagem da primeira
repicagem, do nimero de culturas iniciais, seguido da sua repicagem.

Culturas Culturas Culturas Culturas
Explantes ™ M2 ™ M3
Iniciais M2 | Iniciais M3 = Finais M2  Finais M3
GF | 3 — — 5 1,67 —
GF Il 13 — — 13 — 1
GF IV 51 37 54 M3 41 1,06 1,11
UCB-1 | 5 2 6 M3 3 1,2 1,5

Tabela B5.2: Taxa de multiplicacdo (TM) obtida da segunda repicagem realizada das culturas de Rodrigues (2018),
na presente investigacdo, das culturas de GF677 e de UCB-1.

Meio 3
GF677 Culturas Iniciais Culturas Finais ™
I 5 16 3,2
Il 7 2 1
\% 72 75 1,04
UCB-1 | 9 Nao se repicou -
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Tabela B5.3: Taxa de multiplicacdo (TM) obtida dos resultados alcancados das culturas de Rodrigues (2018), da

repicagem de GF |, GF IV e UCB-1 clone I.

Meio 3
GF677 Culturas Iniciais Culturas Finais
I 16 26
Il 0 0
\% 40 68
UCB-1 | 9 9

™
1,63

1,7

Relativamente & tabela B 5.3, os clones GF Il sofreram contaminacdes ao longo das semanas,

sendo que na altura da repicagem de fevereiro, ndo sobreviveram explantes. Os clones de UCB-1

nao foram repicados em dezembro.

Tabela B6: Contagem total do numero de explantes provenientes da contagem-resumo da figura Al e figura A3

(deste anexo), inoculados em M3 e M4.

Explantes M3
GF I 16
GF Il 1
GF IV 35

UCB-1 | 16

M4
10

36

Tabela B7: Taxa de multiplicacao (TM) dos meses de fevereiro a marco da figura A3 (deste anexo).

Explantes C.Iulltyras Cllulltyras C.:uI’Furas (lluI’Furas
Iniciais M3 Iniciais M4 Finais M3 Finais M4
GF | 16 0 19 _
GF Il 0 — — —
GF IV 8 17 12 o5
UCB-11 3 - 3 _
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TMM3 TM M4
1,19 —
1,5 1,47

1 —



Tabela B8: Resultados alcancados da juncéo de todas as culturas que se encontravam em fase de multiplicacdo em M2, M3, M4 e M5. Observacdo dos valores da taxa de multiplicacao (TM),
compreendidos entre os meses de marco a maio das figuras A3, A4, A5 e A6 (deste anexo)

Culturas Culturas = Culturas Culturas

Explantes = Iniciais Iniciais Iniciais Iniciais F(i::aIE:rl?/ISZ F?:::TIISB F(i::;:zrl?llstl F(i::;er?IISS T™MM2 TMM3 TMM4 TMMS
M2 M3 M4 M5

GF 1 - 6 - - — 6 — — — 1 — —
GF I — 19 - 11 — 19 - 11 - 1 - 1
GF Il - 6 - - — 6 — — — 1 — —
GF IV 29 8 16 - 30 8 21 - 1,03 1 1,31 -
UCB-1 I - 3 - - — 3 — — — 1 — —
UCB-11I - 2 - - — 2 - — — 1 - -
UCB-1 Il - 4 - - — 4 — — — 1 — —
UCB-1V - 3 - - — 3 — — — 1 — —
Dundee | — 0 - — - — — — — — — —
Dundee Il — 3 — — - 3 — — — 1 — —
Dundee llI 13 — — - 15 — — — 1,15 — — —

112



Tabela B9: Resultados obtidos da repicagem do més de junho de GF677, UCB-1 e Dundee. Observacao dos valores da taxa de rebentacéo (TR), compreendidos entre os meses de maio a
junho da figura A7 (deste anexo).

BORTIES M s M3 s M4 s M5 Frai 2 Frnash3 Frashé Fraes TRMZ TRMS TRMA TRWS
GF | — 6 - - = 6 — — — 1 — —
GF II — 8 - 11 - 8 - 13 — 1 - 1,18
GF Il — 3 - - — 3 — — — 1 — —
GF IV 10 4 14 — 10 4 25 — 1 1 1,79 -
UCB-1 I 3 5 — 3 39 — - 1 1 — —
UCB-11I — - - - — — — - - — _ _
UCB-1 Il — 10 — — 5 5 — — — 1 - —
UCB-1 IV — 5 — — 5 - — - — 1 - —
UCB-1V - 9 — — 4 5 — — — 1 - —
Dundee | 25 — - — 26 — — — 1,04 — — _
Dundee II 14 3 - - 14 3 - — 1 1 — —
Dundee llI 23 — — - 23 — — — 1 — — —
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Figura B11: Imagens de explantes foliares de Dundee, desde a inoculacao dos pedacos das folhas até a formagao
de calli
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B12: Imagens de explantes foliares de Dundee que desdiferenciaram e posteriormente diferenciaram-se, na lupa
binocular.
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Anexo I

Neste anexo sao disponibilizadas fichas técnicas retiradas do PhytoTechnology Laboratories:

PhytoTechnology Laboratories, LLC™

Helping to Build a Better Tomorr ow through Plant Science ™

Product Information Sheet

M524
Murashige & Skoog (MS)
Basal Salt Mixture

Synonym: MS Salts

Properties
Form: Fine to Fluffy Powder
Appearance: White to Yellow Powder
Application: Plant Tissue Culture
Solubility: Water
Typical Worki
)C’:oncentraﬁonrg 43391
Storage Temp: 2-6°
Storage Temp of Preparation of concentrated solutions is not recommended as insoluble
Stock Solution: precipitates may form.
Other Notes: Contains the macro- and micronutrients as described by Murashige and

Skoog (1962).
pH=3.5-45
Formula (mg/L)
Ammonium Nitrate | 1650 Manganese Sulfate*H,0 | 16.9
Boric Acid | 6.2 Molybdic Acid (Sodium Salt)s 2H;0 | 0.25
Calcium Chloride, Anhydrous | 332.2 Potassium lodide | 0.83
Cobalt Chloride*6H;0 | 0.025 | Potassium Nitrate | 1900
Cupric Sulfate*5H,0 | 0.025 Potassium Phosphate, Monobasic | 170
NazEDTA-2H,0 | 37.26 | Zinc Sulfate<7H20 | 8.6
Ferrous Sulfates7H20 | 27.8
Magnesium Sulfate, Anhydrous | 180.7

Application Notes
Plant Tissue Culture Tested
Plant species: This basal salt is used for numerous species.

References
Murashige, T and F Skoog. 1962. A revised medium for rapid growth and bioassays with
tobacco tissue cultures. Physiol. Plant. 15: 473-497

Revised 32007
Phyto Technology Laboratories, LLC
P.O. Box 12206: Shawnee Mission, KS 66282.2205
Phone: 1-888-740-8682 or 913-341-5343; Fax:  1-888-440-8682 or 913-341-5442
Wab Site: www.phytotechlab com © 2007 Phyto Technology Laboratones, LLC
M524-Info Page 1 of 1
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PhytoTechnology Laboratories®

Helping to Build a Better Tomorrow through Plant Science™

Product Information Sheet

M533
Murashige & Skoog Vitamin Powder
(1000x)

Synonym: MS Vitamin Powder

Properties
Form: Powder
Appearance: White to Off-white
Application: Plant Tissue Culture
Solubility: Water
Typical Working 10.31 g/ 100 mL
Concentration: 1 mL/ L of medium when dissolved in water to the volume on the package.
Storage Temp: 2-6°C
Storage Temp of o
Stock Solution: 26°C
Other Notes: Contains the vitamins as described by Murashige and Skoog (1962).
Myo-Inositol may precipitate out of the prepared stock solution when cold;
warming with occasional agitation will re-dissolve the precipitated myo-
Inositol.
pH=35-45

Formula (mg/L)

Glycine (Free Base) | 2000
myo-Inositol | 100,000

Nicotinic Acid (Free Acid) 500

Pyridoxine*HCI [ 500

Thiamine+HCI 100

Application Notes
Plant Tissue Culture Tested

References
Murashige, T and F Skoog. 1962. A revised medium for rapid growth and bioassays with
tobacco tissue cultures. Physiol. Plant. 15: 473-497.

Revised 6/2012
PhytoTechnology Laboratories®
P.O. Box 12208, Shawnee Mission, KS 66282.2208
Phone: 1-888-749-8682 or 913-341-5343; Fax:  1-888-440-8682 or 913-341-5442
Web Site: www phytotechlab com © 2012 PhytoTechnology Laboratones®
M533-Info Page 1 of 1
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F—11 PhytoTechnology Laboratories, LLC™
Helping to Build a Better Tomorrow through Plant Science ™

Product Information Sheet

Q673
Quoirin & Lepoivre Basal Salt Mixture

Properties
Form: Powder
Appearance: White to Yellow Powder
Application: Plant Tissue Culture
Solubility: Water
Typical Working
Concentration: 3.56 91
Storage Temp: 2-6°C
Storage Temp of Preparation of concentrated solutions is not recommended as insoluble
Stock Solution: precipitates may form.
Other Notes: Contains the macro- and micronutrients as described by Quoirin and
Lepoivre (1977) and Quoirin et al. (1977)

pH=35-45
Formula (mg/L)
Ammonium Nitrate | 400 Manganese SulfatesH, 0| 0.76
Boric Acid| 6.2 Molybdic Acid (Sodium Salt) «2H0| 0.25
Calcium Nitrate | 833.77 Potassium lodide | 0.08
Cobalt Chloride+6H,0 | 0.025 | Potassium Nitrate | 1800
Cupric Sulfate*5H,0 | 0.025 Potassium Phosphate, Monobasic | 270
Na2 EDTA-2HO | 37.3 Zinc Sulfate*7H20 | 8.6
Ferrous Sulfates7H20 | 27.8
Magnesium Sulfate, Anhydrous | 175.79

Application Notes
Plant Tissue Culture Tested
Plant species: Prunus spp.

References

Quoirin, M. and P Lepoivre. 1977. Improved medium for in vitro culture of Prunus sp. Acta. Hort.
78:437-442.

Quoirin, M, et al. 1977. C. R. Res. Sta. Cult. Fruit Mar., Gembloux 93.

Revised 32007
Phyto Technology Laboratories, LLC
P.O. Box 12205. Shawnee Mission, KS 66282-2205
Phone: 1-888-749-8682 or 913-341.5343; Fax 1-888-449-8682 or 913-341-5442
Web Site: www.phylotechlab com © 2007 Phyto Technology Laboratories, LLC
Q873-info Page 1 of 1
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PhytoTechnology Laboratories®
Helping to Build a Better Tomorrow through Plant Science™

e Product Information Sheet

Laborotonos®

L449
Lloyd & McCown Woody Plant

Basal Medium with Vitamins
Synonym: WPM w/ Vitamins
Properties:
Form: Powder

Appearance: White to Yellow Powder
Application: Plant Tissue Culture
Solubility: Water
Typical Working
Concentration: 24191
Storage Temp: 2-8°C
Storage Temp of Preparation of concentrated solutions is not recommended as insoluble precipitates may
Stock Solution: form.
Other Notes: Contains the macro- and micronutrients and vitamins as described by Lioyd and McCown

(1981).
pH=35-45
Formula [mg/L]:
Ammonium Nitrate 400 Potassium Phosphate, Monobasic 170
Boric Acid 6.2 Potassium Sulfate 990
Calcium Chioride, Anhydrous 725 Zinc Sulfate-7H:0 8.6
Calcium Nitrate 386 Glycine (Free Base) 2
Cupric Sulfate+5H,0 0.25 myo-Inositol 100
Na, EDTA+2H,0 373 Nicotinic Acid (Free Acid) 0.5
Ferrous Sulfates7H,O | 27.85 Pyridoxine*HCI 0.5
Magnesium Sulfate, Anhydrous 180.7 Thiamine-HCI 1
Manganese Sulfate-H,0 223
Molybdic Acid (Sodium Salt) «2H,0 0.25

Application Notes:

Plant species: Kalmia latifolia (Mountain Laurel), Rhododendron spp.

This medium was originally developed for the culture of shoot tips of Mt. Laurel. The medium has since become a
standard for the culture of many woody plant species. Potassium nitrate has been eliminated from this medium and
replaced with potassium sulfate. The levels of ammonium nitrate are % X compared to MS. Nitrogen is also
provided by calcium nitrate.

PhytoTechnology Laboratories® also carries Lloyd & McCown Woody Plant Basal Mixture (without vitamins)
Product No. L154.

Please Note: While PhytoTechnology Laboratories® tests each lot of this product with two or more plant cell/ tissue
culture lines, it is the sole responsibility of the purchaser to determine the appropriateness of this product for the
specific plants that are being cultured and applications that are being used.

References:
Lloyd G and BH McCown (1981) Commercially-feasible micropropagation of Mountain Laurel, Kalimia latifolia, by
shoot tip culture. Proc. Int. Plant Prop. Soc. Vol. 30:421-427

PhytoTechnology Laboratories®
P.O. Box 12208 Shawnee Mission, KS 66282.2205
Phone: 1-888-740-8682 or §13-341-5343. Fax 1-888-440-8682 or 913-341.5442
Web Site: www phytotechiab com © 2017 PhytoTechnology Laboratories, LLC

L448-Info Page 1 of 1
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