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RESUMO

Este estudo teve como objetivo o estabelecimeatonicropropagacao de arbustos silvestres
de Vaccinium CylindraceumSm. selecionados pela quantidade e qualidade wigs f
produzidos. Para a obtencao de rebentos uma sdliecwmzagem suplementada com 8-HQS
foi aplicada sobre estacas dormentes provenierde$ drbustos silvestres na ilha de Séao
Miguel. Em todas as fases culturais da microprop@g#oi usado o0 meio de Zimmermann e
Broome de 1980 (meio Z2). O efeito das citociniBaatina (3 mg/l) e 2iP (5 mg/l), o efeito
da subcultura, o efeito do clone e o efeito origga sacarose foram testados na fase
proliferativa. A auxina IBA (2 mg/l) foi testadafase de enraizamento, assim como o efeito
do tempo e a interacdo entre reguladores de crestinfioram testado para cada clone, assim
como o efeito do préprio clone. Pese as altas td@aontaminacéo, estabeleleceram-se os 4
clones sem a agdo do bicloreto de mercurio. A Aadti mais eficiente do que o 2iP, o clone
4 foi o que melhor desenvolveu tanto na prolifebagddmo no enraizamento. A sacarose
alimenticia deu melhores resultados do que a lartmh O tempo de enraizamento
recomendavel sdo 12 semanas onde uma maior propbeg@xplantados enraizaram. N&o se
observaram interagbes entre as citocininas da paskferativa e a auxina da fase de
enraizamento.

Palavras chaveV. Cylindraceum, interesse econdmico, clones, mi@pagacao, citocininas

enraizamento, auxinas.



1. INTRODUCAO

1.1. Enquadramento

A origem deste trabalho surge como uma das respasiar aos problemas e as ameacas que
estdo a sofrer, quer taxanativos dos Acores quer os habitats que os coiésim sendo, a
Universidade como uma instituicdo publica ao servilp ensino e da ciéncia, procura
mediante a aquisicdo de conhecimentos Uteis ageau@da do valor intrinseco das espécies e

dos ecossistemas, contribuir para a conservac@atdmonio natural das ilhas.

As razdes pelas quaMaccinium cylindraceunfoi escolhida, sdo varias e contundentes.
Numa perspectiva ambiental, esta espécie faz partdiversas comunidades naturais dos
Acores (Dias, 1996) e as suas sementes estdodasloa dieta de varias espécies autoctones
de aves, entre elas, uma espécie endémica de SgelMalvo de varias medidas de
proteccdo: o pridlo (Pereira & Mourato, 2012). Nagpectiva humana, para além do valor
ornamental deste arbusto, que resulta ndo s6 dedlo, mas também da coloracdo mais ou
menos avermelhada da sua folhagem; os seus fridesmnirtilos - sdo comestiveis e como
acontece com outros mirtilos podem também ser gsaadndustria alimentar e farmacéutica
(Serra & Berdonces, 2010). Esta espécie endémisaup@or isso um grande potencial
econdémico, quer na producdo de exemplares destinadoecuperacdo paisagistica, a
ornamentacdo de jardins e a producdo agricola, goemprocessamento dos mirtilos
produzidos. Além destas razbes, a diminuicdo d@&stb numero de arbustos adultos de
grandes dimensdes e o facto de se tratar de u'm&rmde ao nivel de espécie, transformaram

esta espécie, numa escolha légica.

Todo este valor ecoldgico, ornamental, agricolaeglional confere-lhe um relevante valor

economico que pode ser a chave do éxito na suamagso.
1.2. Caracterizacao geral da espécie
1.2.1.Taxonomia

V. cylindraceumSmith é uma espécie endémica do arquipélago dosedquertencente a
familia Ericaceae.Esta espécie falescrita por Smith no ano 1817, a partir de um gka@m
sem frutos colhido na ilha de Sao Miguel. Postaeremte Vander Kloet & Dickinson, (1992)

descreve a espécie com material proveniente daldhico e finalmente Pereira, (1999) faz
2



uma descricdo da espécie usando plantag. dglindraceunprovenientes de sete ilhas dos
Acores. V. cylindraceurme também conhecida na regido pelos seguintes noweesla-serra,

uva-do-monte, uva-do-mato, uveira, romania.
1.2.2.Descricdo morfolégica

A uveira € uma espécie lenhosa e arbustiva (Fijika A altura dos arbustos é fortemente
condicionada pela exposi¢cdo aos ventos fortes, ‘petss’ hidrico e pelo ‘stress’ térmico; o
tamanho médio encontra-se entre 1,5 e 2,5 m deaale raizes estabelecem associacfes
simbidticas com fungos formando ectomicorrizas. ainificacdo € lateral, alterna e os
langamentos tém origem em gemas hibernantes (repev@m gemas dormentes (ladrdes). A
cor dos caules varia do verde ao vermelho cons@astea menor ou maior exposi¢édo a luz
respectivamente; os caules mais antigos sdo nuges cobertos por musgos e liquenes. As
folhas sé@o simples, subsésseis, alternas, alongselashadas e agudas na ponta, de verde
(mais claro na péagina abaxial) a vermelho sendo gueor vermelha surge nas folhas sob
forte exposicdo solar; o padrédo de nervacdo € @efdn, mas as nervuras secundarias nédo
atingem a margem do limbo (Figura 1.B). As infle@cias (Figura 1.C), cachos axilares
com bracteas caducas de 7 a 24 floros, apresentaguia e os pedicelos glabros, verdes e/ou
vermelhos. As flores pendentes para um e outro l@aoaquis sdo epiginicas. A
corola é 5-mera, raramente 6-mera, mais ou mermdoa, de consisténcia ligeiramente
carnuda, glabra e a sua coloracéo (uniforme ou vt entre o branco-esverdeado, branco,
rosa-esverdeado, rosa e vermelho. Os grédos de @oledondados e trissulcados sao
dispersos em tétradas. As pseudobagas madurag@@wazuladas (Figura 1.D), carnudas e
suculentas. No seu interior as sementes iniciaknesbranquicadas vao adquirindo uma
coloracdo amarelada, depois castanha clara, pdssuia maturacdo uma coloracdo de
castanho a vermelho escuro; o nimero de sementésjmoscila entre 34 — 63, mas apenas
um numero reduzido destas sementes sédo apareneevieardgis (Pereirat al.,1998; Pereira,
1999).

1.2.3.Distribuicéo da espécie

A distribuicdo geogréfica desta espécie a niveldraimeduz-se a 8 ilhas do arquipélago dos
Acores: Santa Maria, Sdo Miguel, Terceira, SdoeldPico, Faial e Flores e Corvo (Per@ta
al., 2012) (Figura 2).
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Figura 1.Vaccinium cylindraceumA. Arbusto silvestre adulto (cortesia de M. PexgiB. Folhas
avermelhadas e folhas verdes (Fonte: www.siarameszmv.pt); C. Inflorescéncias (Fonte:
www.siaram.azores.gov.pt); D. Frutos (mirtilos).
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Figura 2. Distribuicdo d&accinium
cylindraceurmo arquipélago dos Acores
(extinta na ilha de Graciosa e presente nas
restantes ilhas) Fonte:
www.azoresbioportal.angra.uac.pt



A uveira encontra-se extinta na ilha da GraciosagiPa, 2004) e em perigo nas ilhas de
Santa Maria (Pereira, 2009) e Corvo (Pereira, 2085thas trés ilhas sdo as menores do
arquipélago, as de menor altitude e estdo sobsataccdo antropomorfica. Na ilha do
Corvo encontra-se na parte norte do Caldeirdo @wz&ioportal, 2013). Na ilha de
Santa Maria encontra-se na area do Pico alto (5&hde tem de tem de competir com
a espécie invasora conhecida como contéitedychium gardnerianunKer-Gawler)
(Pereira, 2008) (Figura 3). Na ilha de Sao Migisepapulacdes estédo dispersas na zona
da Lagoa do Fogo e na zona da Serra da TronquiemadR Vara, sendo estes, habitats
muito diferentes entre si. Nas restantes ilhagéBlorerceira, Sao Jorge, Faial e Pico) é
ainda possivel encontrar algumas areas onde gsfaiese insere nas comunidades
naturais a que pertence (Pereira, 1999).

|I.Martin-Rucandio

Figura 3. Exemplar d€accinium cylindraceumo Pico Alto na ilha de Santa Maria.

1.2.4.Ecologia

Em V. cylindraceuma propagacédo vegetativa através de rizomas éimpgstante nas
plantas jovens, em comunidades naturais pionemadpcais expostos a ventos fortes e

temperaturas baixas, e em situacfes de distUnipsevisiveis e localizados (Pereira,
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1999). A floracao ocorre desde o més de maio été do més de julho e a frutificacao
desde 0 més de Agosto até ao més de Outubro @etéB9). Entre os polinizadores
contam-se 0s microlepidépteros, menos frequentemeiguns macrolepidopteros
como Hipparchia miguelensid.e Cerf., ou a abellapis melliferaL. (Pereira, 2008).
Algumas aves consomem as sementes como o [fAgtchula murina)(Figura 4)ou o
tentilhdoFringilla coelebsmas outras avesomo o melro-pretoT{urdus merul® ou o
pisco-de-peito-ruivoBrithacus rubeculaxontribuem para a dispersao das semeAtes.
dispersdo das sementes € feita ndo s por endaomyonas também por pluviocoria. O
estabelecimento de plantulas ocorre, sobretudospaces abertos. (Pereira & Mourato,
2012).

A uveira aparece nas florestas bosques e matosaisatgeralmente acima dos 300
metros de altitude até cerca dos 1800 metros (Ber#D99; Dias 1996)A sua

distribuicdo a baixa altitude é intensamente lidatapelas actividades humanas,
enquanto acima dos 900 m a sua distribuicdo véfkesnciada por fatores climaticos

mais rigorosos (Dias, 1996).

Trata-se de uma espécie colonizadora em substreltoso recente e ndo antropizado e
encontra-se presente em locais humidos expostosgués, fendas, cavidades
montanhosas abrigadas, cortes abruptos de areimsaddes arborescentes naturais

pouco expostas (Dias, 1996)

A uva-da-serra faz parte do estrato arboredlat@sta laurifdlia, do estrato arbodreo
do mato de vassoura-louro, do estrato sub@wbuglo mato de vassoura e do

estrato intermédio do bosque de cedro (D861



Figura 4. O priélo(Pyrrhula murina) consome as sementes da uveira. Fonte: http://life-
priolo.spea.pt

1.2.5.Estatuto de conservacao

A uva-da-serra tem sido considerada uma espéceecuaeazada (probabilidade alta
de ser uma espécie ameazada num futuro proximohdegs critérios da IUCN.

Assim, V.cylindraceurtem sido considerada uma espécie alvo de protegéodrios
autores (Silvat al, 2009) devido as diferentes ameacas que afrjidns@jam de origem
antrépica: degradacao do habitat, aumento da scigedgricola, mudanca do uso do
solo, contaminacdo, invasao por exéticas, usotitoigio habitat ou uso cultural;
Naturais: tempestades, derrocadas e vendavais; okbgRias: baixa densidade
populacional, isolamento das populacfes e haleitazido.

Ainda assim néo se encontra abrangida pela Digettabitats, Convencéo de Berna ou
CITES (Silvaet al, 2009), sendo protegidos unicamente aqueles dasBpjue estao
dentro das éareas protegidas ao nivel de habitatie(Ratura 2000).

A recuperacdo dos habitats, a construcdo de coagdecolégicos, o controlo de
exoéticas, o reforco de populacdes, a gestdo sadinip uso da espécie, podem ajudar

a sua conservacao (Sileaal, 2009).

1.2.6.Utilizacdes actuais
Actualmente esta espécie é produzida a nivel daadgores pelos servicos florestais
pelo Jardim Botéanico dos Faial, pelo projecto ‘lisailva sustentavel’ (Project LIFE 07

NAT/P/000630in European Commission) e pela Universidade dos Ac(ffeoramac
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2012). Os exemplares produzidos tém sido utilizgolr® a restauracdo de habitats,
para a ornamentacao dos jardins, miradouros eesldds estradas (— Life+, 2007) e
para o estabelecimento dos primeiros campos expetais para a producao dos frutos
(Hummer, Project LIFE 07 NAT/P/00063® European Commission).

1.3. Micropropagacao

Durante os ultimos 30 anos, as técnicas de cuttargecidos tém sido aplicadas no
géneroVaccinium com 0s objetivos de micropropagar varias espécietivares e
hibridos de interesse comercia.d. Nickerson, 1978; Garlegt al., 1979; Reed &
Abdelnour-Esquivel, 1991; Ostroluckét al, 2007; Litwhczuk 2013), solucionar
incompatibilidades de cruzamento entre espéciesetifes (Mufioz & Lyrene, 1985;
Chavez & Lyrene, 2009), produzir e selecionar poiges (Dweikat & Lyrene, 1989;
Lyrene & Perry, 1982; Perry & Lyrene, 1988; Goldy &rene, 1984; Zeldin &
McCown, 2004; Hirotoshiet al, 2012) e produzir antocianinas (Faegal., 1998;
Shibli et al.,1999).

Por micropropagacao define-se a multiplicagdo aoméode um genotipo selecionado,
atraves da utilizacdo de técnicas de culiningtro (Debergh & Read, 1991). Dentro da
micropropagacao, a cultura de microestacas (canksge axilar) é a técnica que
apresenta menor risco de ocorréncia de variacdadonal (Debergh & Read, 1991,
Candeias, 1992). Mediante a micropropagacao osaenge producao diminuem
significativamente pelo que esta abordagem perpriteuzir grandes quantidades de
plantas num periodo muito curto, que se revelaedsse economico.

No departamento de Biologia da Universidade dogés;tém vindo a decorrer ensaios
de micropropagacdo desde finais de 1993 com oiwabjele conservar as espécies
endémicas da flora acoriana incluindocylindraceun{Moura, 1995; Pereira 1999).

O estabelecimento das primeiras culturasvdeylindraceuma partir de exemplares
adultos data de 1998 (Pereira & Debeld98). Estes autores concluiram que o periodo
mais favoravel para a iniciacdo das culturas sen&it entre Fevereiro e Abril, sendo
Marco o més que ofereceu melhores resultados daggyem desenvolvimento (69,2%).
Relativamente a desinfeccdo do material vegetahdd do campo, apenas 0s ensaios
que usaram 0,3% HggLpermitiram o estabelecimento das culturas: o nate@o
tratado com HgGlapresentou uma taxa de contaminacdo media de ¥)g¥Uanto o

material tratado com Hgg&lma taxa de 60,1% (Pereira & Deber@B98). Para o
8



estabelecimento de culturas foram usados 19 meimsreguladores de crescimento,
com diferentes concentracdes de sacarose e agf@rentes valores de pH (Tabela 1);
no entanto apenas 0s seguintes 5 meios revelaréemcpa para serem usados na
micropropagacao da espécie; sao eles os meios d&ZZ2le Zimmerman & Broomme,
(1980), o meio de Ecchet al., (1986), o meio de Cohen & Elliot, (1979) e 0 mde
Lloyd & McCown, (1981). Estes meios produziram vef de gemas axilares em
desenvolvimento claramente acima dos 50%.e{fRe& Debergh1998). Quando os
cinco melhores meios foram testados com explantdd@sbustos adultos provenientes
de quatro populacdes distintas, 0 meio Z2 foi aguwple produziu resultados mais
constantes independentemente da origem dos exgitsntBereira & Debergh998). O
meio Z2, permitiu também o estabelecimento de exaitps nodais provenientes de
plantulas, com origem em trés ilhas diferentes: Baguel, Faial e Flores (Pereira &
Debergh1998; Pereira, 1999).
Para a proliferagéo das culturas Pereira, (1929)reu aos reguladores de crescimento;
para o isopentenil-adenina (2iP) foram testadasrehtes concentracoes (7,38; 12,3,
24,6; 36,9; 49,2 e 73,8 uM), tendo observado qua @gplantados nodais com origem
em plantulas, concentracdes crescentes de 2iP ziandunumeros crescentes de
rebentos de dimensdes decrescentes. Para expletatoorigem em arbustos adultos,
este padrdo de accdo sO foi observavel apenas elmentos que adquiriram
caracteristicas juvenis (folhas pequenas e arredias). A concentracédo de 7,38 uM de
2iP (45% de gemas reativas) foi a mais indicada @afase proliferativa (Pereira,
1999). Esta autora também testou a interacdo doc@iR outros reguladores de
crescimento em concentragfes crescentes de acitienacético (NAA)e acido
indolacético (IAA), tendo os melhores resultado® sibtidos em 49.20 uM 2iP + 53.70
MM NAA (36,1% de gemas reativas). A Zeatina tambd@ravaliada como regulador de
crescimento, 27.3[(M foi a concentracdo que mais gemas reativas pnod86,7%).
Em 2006 é publicada a técnica de micropropagacsta éspécie a partir de sementes; a
germinacgao ocorre in vitro, e as plantulas sdoasadmo dadores de explantados; os
explantados nodais passam directamente a faséepatilia num meio Z2 suplementado
com 12.3 ou 24.6M 2iP e o enraizamento (99%) é conseguido comiaagem para o
mesmo meio sem a citocinina (Pereira, 2006).
Para a recuperacdo de arbustos adultos, Pereb@9)(desenvolveu um método
eficiente para propagar rebentos de arbustos adsilicestres mediante proliferacdo de
9



gemas axilares de ramos epicérmicos (rebentos dadrae toica) para produzir

caracteristicas juvenis. Na cultura inicial o 47%s dyemas epicormicas produziram
novos rebentos com caracteristicas juvenis. O dameptos dos rebentos e 0 numero
de nos por rebento foi superior nas gemas de org@oormica em relacdo as gemas
invernantes e semelhante aos valores obtidos comagyprovenientes das plantulas. As

trés gemas mais distais produziram melhores taxasdacao de rebentos.

Tabela 1. Meios usados para avaliagdo do estabmeeth de culturas d&. cylindraceum
Modificagfes introduzidas: *Sem glicina, *Sem30,, ***Sem sulfato de adenina. (Pereira,

1999).

Meio usado SacaroseAgar (g/l) pH
(9/l)

Anderson, 1975 30 8 4,8

Anderson, 1975 Modificado 30 8 4,8
Anderson, 1978/80 30 7 4,8

Anderson, 1984 30 7 4,8

Anderson Modificado * 30 4 57

Cohen & Elliot, 1979 30 6 5,7

Eccheret al.,1986* 30 7 5

Economou & Read, 1984 30 6,5 4,8

Knoops Modificado * 30 4 5,7

Linsmaier & Skoog, 1965 20 6 5,8

Lyrene, 80* 30 9 5,7
Murashige & Skoog, 1962* 20 6 5,8
Smagula & Lyrene, 1984-WPM* 30 4 5,7

Lloyd & McCown, 1981-WPM* 30 6 5,2

Lloyd & McCown, 1981-WPM Modificado * 30 6 5,2
Lloyd & McCown, 1981-WPM Modificado * 30 4 5,7
Lloyd & McCown, 1981-WPM Modificado ** 30 6 5,2
Zimmerman & Broome, 1980-Z2*** 30 10 4.8
Zimmerman & Broome, 1980-Z3*** 30 10 4,8
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1.4. Objetivo do trabalho

Este trabalho teve como objectivo seleccionar elam@p silvestres com potencial valor

econdmico e estabelecer, proliferar e enraizaitro os arbustos selecionados.

O critério que presidiu a seleccdo dos arbustosittorna quantidade e qualidade
(tamanho, firmeza da pele e auséncia de doenca)frdtss produzidos. Para o
estabelecimento foram usados rebentos com origenforgagem das gemas dos
rebentos ladréo e de toica. Na fase proliferatestaram-se para cada genotipo, duas
citocininas (Zeatina e 2iP) e dois tipos de sa@(8aga® e Scharlab®). Na fase do
enraizamento foi testado o &cido indolbutirico ()BAos diferentes gendtipos

multiplicados e a sua interagdo com as citocinutdigadas na faze proliferativa.
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2.MATERIAL E METODOS

2.1. Equipamento e material de laboratorio
2.1.1.Equipamento

A 4gua bidestilada foi obtida num destilador edétriMillipore® (Figura 5A) e a
preparacdo dos meios foi feita num termoagitadetra@hagnético Heidolph® (Figura
5B). As pesagens foram efectuadas com recurso a hatenca de precisdo. As

solucbes-maes conservadas no frigorifico a 4°soore.

A esterilizacdo dos meios de cultura, agua e pdpt foi efectuada numa autoclave
vertical semiatomatica Uniclave 88 da marca AJC@yia 5C). Os instrumentos de

disseccéo foram esterilizados numa estufa Memm@itfura 5E).

Os trabalhos que requereram um ambiente de assepdi®lada foram executados
numa camara de fluxo laminar horizontal Sanyo® (FgsD). Durante os trabalhos
realizados na camara de fluxo laminar, os instruasede dissecc¢éo foram esterilizados

num esterilizador elétrico Steri 350® (Figura 5F).

Utilizou-se como camara de crescimento, uma cafnig@rifica industrial Evergreen
Refrigeration®, equipada com um aparelho de cliragho de bomba de calor com
controlo de temperatura assegurado por um ternoostaés sondas (Figura 5G).

2.1.2.Material

Na preparacdo dos meios de cultura foi utilizaddensd de vidro (pipetas, provetas,

matrazes e copos de precipitacdo) Pyrex® e as@dupae foram conservadas em
frascos de vidro de borosilicato de 1L. Na manigéitado material vegetal utilizaram-

se pincas de aco inoxidavel e bisturis n°4 conasn® 20 e 22. Os meios de cultura
foram distribuidos pelos tubos de ensaio com umedisador regulavel Dispensette®.
Os tubos de ensaio da marca Pyrex® (125 X 25 farajn fechados com tampas de
polipropileno transltcidas Kapp Ut
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Figura 5. Equipamento: A)Bidestilador elétrico Millipore®. B) Termoagitadoeletromagnético
Heidolph®. C) Autoclave vertical semiatomatico AJC®) Camara de fluxo laminar horizon
Sanyo®. E) Estufa Memmert®. F) Camara frigorificadustrial Evergreen Refrigeration®.
Esterilizador elétrico Steri 350¢
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2.2. Métodos
2.2.1.0rigem do material vegetal

Em Outubro de 2011 foram seleccionados 4 arbustodoa de uva-da-serra na zona
das Furnas no concelho de Povoacao na ilha de 8a®lMitendo por base 4 critérios:
abundéancia de cachos, niumero de frutos por cadmeza dos frutos, aparéncia
saudavel do arbusto. Em Fevereiro de 2012 foratados com uma tesoura limpa com
etanol (96%) rebentos ladrdao e de toica nos exeaglseleccionados. Entre cada
arbusto a tesoura de poda foi limpa e os ramospgaatados em frascos com agua com

uma gota de lixivia comercial (5% de cloro activo).
2.2.2.Esterilizagdo do material de laboratério

O material de laboratorio foi lavado numa maquimalavar lougca comercial, com
detergente comercial sem fragrancia, o materialséguidamente lavado com agua

destilada e posto a secar numa estufa elétric8@ 60

A esterilizagdo do papel Kraft, do material de @idrdos meios de cultura foi efetuada
na autoclave a 121°C durante 20 minutos. A agudattsfoi esterilizada na autoclave
a 121°C durante 90 minutos. Os instrumentos deads foram esterilizados mediante
calor seco numa estufa elétrica a 180°C durante hara, e depois durante a
manipilacdo do material vegetal na camara de flartnar, no esterilizador elétrico a

250°C durante 2 minutos.
2.2.3.Desinfeccdo do material vegetal

As folhas foram retiradas e os ramos cortados emdss com cerca de 5 cm de
comprimento. Estes foram lavados com &gua corrghteante 5 minutos e
posteriormente mergulhados numa solugao 0,6% @®viungicida Benlate® durante
30 minutos. Seguidamente foram enxaguados 3 veresigua bidestilada esterilizada,
introduzidos numa solucdo 15% (v/v) de lixivia coored (NaClO) mais 0,5 ml do
detergente Tween 20@urante 10 minutos e enxaguados 3 vezes com adastitada
esterilizada. Finalmente os raminhos foram intradhhe durante 30 segundos em etanol
96° (Sinaga®) e enxaguados 6 vezes com agua lediestesterilizada. Apos a
desinfeccao as extremidades mortas foram cortadae papel esterilizado.
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2.2.4.Forcagem.

Estes raminhos foram inoculados em tubos com 1@nsbtlicdo de forcagem com 200
m-g/l de HQS (8-Hydroxyquinoline-5-sulfonic acid) 2% (p/v) de sacarose
(Scharlab®).

2.2.5 Composicao e preparacédo do meio de cultura.

Com base na bibliografia consultada (Pereira,20Péreira & Debergh, 1998),
selecionou-se meio Z2 (Zimmerman & Broome 198@a éormulacdo detalhada para

macronutrientes, micronutrientes, vitaminas e aagitns consta da Tabela 2.

Tabela 2. Composicéo do meio Z2 (Zimmerman & Brod9g0).

Macronutrientes Peso
Z2-1980 mg/L
KNO3 202
NH4NO; 160
(NH,)2SO, 198
Mg SQ,.7TH20 370
Ca(NGy),.4H,0 708
KH,PO, 408
Micronutrientes Peso
Button&Botha-1975 Ogll
MnS0O,.H,O 16901
ZnSQ,.7H,0 8600
HsBOs; 6200
KI 830
CuSQ.5H,0 25
CoCh.6H,0 25
Na,M00O,.2H,0 250
FeSQ.7H,0 55700
NaEDTA.2H,0 74500
Vitaminas Peso
Linsmaier & Skoog-1965 mg/L
Tiamina.HCI 0,4
Inositol 100
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Foram realizadas varias solu¢cdes-méae concentragasiacronutrientes (1 L, 10 vezes
concentrado), micronutrientes (100 ml, 1000 vezmsentrado) e vitaminas (100 ml,
100 vezes concentrado). A solucdo mae de quelatofede (FeSQ7H,0 e
NaoEDTA.2H,O) da solucdo mae n°7, foi preparada separadaneemeviamente
incubada a 60 °C durante 24 horas. Utilizou-se dgdastilada esterilizada para
dissolver os macro, micronutrientes e as vitamieas,volume final das solugbes mée
foi completado com agua destilada. As auxinas eitagsininas foram pesadas nas
quantidades necessarias para a realizacdo dos deeiodtura, dissolvidas em NaOH
ou bem HCI a 1M, completando-se para um volumd {@0ml) com agua bidestilada
esterilizada. Nao se prepararam solu¢gdes méae dmsace inositol. As solu¢cbes mae de
macro, micronutrientes e vitaminas foram mantidaio aproximadamente a 5 °C. As
solucbes mae dos reguladores foram conservadasi@usetessario no congelador

abaixo dos 0 °C.

O meio foi preparado de acordo com a sua formulam@ginal, adicionando o0s
componentes diretamente a agua destilada contida Bdenmeyer. Durante este
processo manteve-se o Erlenmeyer sobre o termdagitaletromagnético, com
agitacao e temperatura abaixo do ponto de ebuligé&mua. O pH foi acertado a 5 com
NaOH ou bem HCI a 1M. O meio foi sempre solidificacbm 10 g de Bacto Agar

(Difco®) cujo cozimento foi efetuado por fervura teomoagitador.

Finalmente o meio foi distribuido com um dispensd@ispensette®) a razdo de 10 ml

por tubo.
2.2.6.Técnicas de cultura.

Todos os explantados foram preparados em condagsEpticas na camara de fluxo

laminar sobre papel Kraft esterilizado e com aaxdi pincas bisturis esterilizados.

Nos ensaios, sempre que os explantados foram reiag@s uninodais, inseriu-se uma
dentro de cada tubo de forma que o né com a geitaa firasse acima do meio de

cultura.

Todas as culturas foram mantidas numa camara cislat, a temperatura de 21°C (+

1°C) fornecida por lampadas fluorescentes.
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2.2.7.Estabelecimento

Apo6s 8 semanas de forcagens, novos rebentos sem contaminacao foram inoculados

no meio Z2 suplementado com QM2 de zeatina.
2.2.8 Proliferagéao

O meio utilizado nas diversas fases proliferatif@so meio Z2, suplementado para
cada clone com as citocininas Zeatina (3 mg/l) 9sopentenil-adenina (2iP) (5mg/l)
(PEREIRA, 1999, 2006, 2008, 2009, 2012).

Para o clone 4 também se testaram para o meioafRtidos de sacarose: a sacarose

extra pura da Scharlab® e a sacarose de betemathazjpa pela Sinaga® nos Acores.
2.2.9 Enraizamento

Parte dos rebentos foram inolulados diretamenta pameio Z2 suplementado com
Acido indolbutirico (IBA) (2 mg/l) (PEREIRA, 2012)tendo em consideracdo o
historico das citocininas usadas na fase prolifexat parte dos rebentos foram
inoculados num meio Z2 sem citocininas onde peroeaen 4 semanas num meio Z2;
apos esse periodo de tempo os rebentos de cada fod@m inoulados no meio Z2

suplementado com 2 mg/l de IBA.
2.3. Recolha e analise dos dados.
2.3.1Recolha de dados

Apesar da culturan vitro ter sido caracterizada freqientemente commlaura de
material vegetal asséptico, resulta muitasewedificil ou impossivel, detectar
visualmente certas contaminacdes de naturexdertana ou viral (Leifert et al.
1994). Na impossibilidade de verificar assepss allturas, utilizar-se-a o termo ‘sem
contaminacado visivel' (Leifert al, 1994), para designar aquelas culturas que
numa observacdo a olho nu, ndo registraram quaiscgirais de contaminacao.
Reciprocamente o termo contaminado refere-se atarggpo cuja contaminacéo foi

possivel detectar visualmente.
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Salvo indicagao contraria os resultados, foramlngbos 12 semanas apos a inoculacao
dos explantados e 8 e 12 semanas apdés a colocasigedentos no meio de
enraizamento. O namero de rebentos, o comprimergaabentos e 0 numero de nos
por rebento foram contados e medidos no momentsuda subcultura nas fases
proliferativas, assim como a percentagem de enreatn, o nimero de raizes e 0 seu

comprimento na fase de enraizamento.
2.3.2Analise dos dados

Para os dados apresentados como medidas ou cantigentilizado a analise da

variancia para um fator (ANOVA); a homogeneidade vdeiancias foi verificada

mediante o teste de Levene e para a comparacaiplenditi usado o teste de Tukey.
Quando se deu o caso de nao existir homogeneidadartincias, os dados foram
tratados estatisticamente com o teste ndo paraméltei Kruskal-Wallis para a analise
da variancia, e um teste ndo paramétrico para aaoias multiplas. Para os dados
apresentados como proporc¢des foi utilizado o tdatg? para analisar as tabelas de

contingéncia.
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3. RESULTADOS

3.1. Desinfeccao e estabelecimento.

O desenvolvimento de fungos foi responsavel peiamparte da contaminagéao visivel.
As percentagens de contaminacdo dos segmentosnds raoculados na solugéo de
forcagem situaram-se entre os 47 e os 74%. A mggicados rebentos desenvolvidos
em ramos sem contaminacao visivel para o meio ltle&w?2 revelou percentagens de
contaminagao entre os 72 e 0s 81% e de necrogea@n@ e 30%. As percentagens de

contaminagdo dos ramos diferiram significativamegrére os clones e em regra a

contaminacao dos rebentos produzidos em ramos @etantinacao visivel manteve-se

ou subiu significativamente na passagem para o deetultura. O clone que permitiu a

obtencdo de um numero maior de rebentos com ddseneato foi aquele que

apresentou percentagens de contaminacdo mais baieas duas fases do

estabelecimento (tabela 3).

Tabela 3. Estabelecimento vitro de clones selecionados ®e cylindraceum Contaminacédo
nos ramos recolhidos e inoculados numa solucd@rmgadgem (200mg/l 8-HQS + sacarose
2% p/v) apds 8 semanas de cultura. Contaminac&msee desenvolvimento dos rebentos
desenvolvidos na solugéo de forgagem e inoculadaseaio Z2 suplementado com 9,02
de zeatina ap6s 8 semanas de cultura. A separagaoétlias ao nivel de 5% é indicada com

letras diferentes entre os clones e com * entreaosos contaminados e 0s rebentos
contaminados.

Ramos Rebentos Rebentos Rebentos com
Ramos . Rebentos : i .
Clone (n°) contaminado (n°) contaminado necréticos desenvolvimento
s (%) s (%) (%) (n°)
1 36 56 bc* 47 81 a* 11 8
2 60 47 b* 104 72 a* 0 29
3 44 73 ac 30 80 a 17 5
4 120 74 a 38 74 a 30 7
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3.2. Proliferacéo
3.2.1.Efeito das citocininas na proliferacao dos explalaa

No clone 1, a Zeatina produziu resultados sigrtifleanente superiores em relagéo ao

2iP na fase proliferativa 1 mas nao na fase pralifea 2 (Tabela 4).

Tabela 4. Clone 1M cylindraceurjn Efeito das citocininas na proliferacdo de enfa@dos no
meio Z2 suplementado com citocininas apds 12 sasnde cultura. Em cada coluna e para
cada fase proliferativa (FP), os valores afetadeta pmesma letra ndo diferem
significativamente entre si (grau de confianca 95%)

Rebentos por Nés por Comprimento
FP Citocinina N explantado rebento N do rebento
(n°) (n°) (mm)
2iP (5mg/l) 11 12+04a 14 42+18a 14 0,1t0a
1
Zeatina(3mg/l) 16 1,9+0,7b 31 9,4+51b 31 0,7+05b
2iP (5mg/l) 5 10+0a 5 42+16a 5 0,3x0,2a
2

Zeatina(3mg/l) 37 1,0+02a 39 6,9+33a 39 0,4+ 0,2 a

No clone 2, a Zeatina produziu resultados sigrtifleanente superiores em relagéo ao
2iP em todas as fases proliferativas (Tabela 5).

Tabela 5. Clone 2\ cylindraceurp Efeito das citocininas na proliferacdo de exyadas no
meio Z2-80 suplementado com citocininas ap6s 12asamde cultura. Em cada coluna e
para cada fase proliferativa (FP), os valores déstapela mesma letra ndo diferem
significativamente entre si (grau de confianca 95%)

Rebentos por NGs por Comprimento
EP Citocinina N explantado N rebento N do rebento
(n°) (n°) (mm)
2iP (5mg/l) 29 1,2+04a 36 9,6+39a 25 09+05a
! Zeatina (3mg/l) 30 21+£11b 61 145+7,7b 61 7409b
2iP (5mg/l) 20 1,0x0a 20 40+20a 20 0,328,
? Zeatina (3mg/l) 36 1,1+0,3b 40 16,2 £ 5,8 b40 15+0,7b
2iP (5mg/l) 22 1,0x0a 22 56+34a 22 0,448,
Zeatina (3mg/l) 23 1,1£0,3b 27 17,4 £ 0,4 27 1,3+04b
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O clone 3 ndo apresentou desenvolvimento quandinémulado num meio Z2-80
suplementado com 2iP, e ndo de conseguiu compagtgito das duas citocininas no
clone, o que demonstra que para o clone 3 a Zeatira Unica eficiente no

desenvolvimento dos rebentos (Tabela 6).

Tabela 6. Clone 3\ cylindraceun Efeito das citocininas na proliferacdo de exyadas no
meio Z2-80 suplementado com citocininas ap6s 12asamde cultura. Em cada coluna e
para cada fase proliferativa (FP), os valores déstapela mesma letra néo diferem
significativamente entre si (grau de confianca 95%)

Rebentos por Nés por Comprimento
FP Citocinina N explantado N rebento N do rebento
(n°) (n°) (mm)
2iP (5mg/l) - - - - - -
1
Zeatina (3mg/l) 8 2,1+ 0,6 16 15,3+ 6,1 17 1,7+ 0,8
2iP (5mg/l) - - - - - -
2
Zeatina (3mg/l) 30 1,0£0 30 51+2 30 0,4+ 0,2
2iP (5mg/l) - - - - - -
3

Zeatina (3mg/l) 29 1,2+ 0,6 36 95+0,4 36 0,5+0,4

O clone 4 apresentou resultados diferentes emaelags clones anteriores. Isto é a
zeatina ndo apresentou os melhores resultadosdas &s fases proliferativas. Apesar
da utilizacdo da zeatina ter resultado num numerorahentos superior nas fases
proliferativas 1 e 3, o numero de noés rebento emptimento dos rebentos foram

significativament menores nas nas fases protif@s2 e (Tabela 7).
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Tabela 7. Clone 4 cylindraceun Efeito das citocininas na proliferacdo de exyadas no
meio Z2-80 suplementado com citocininas ap6s 12asamde cultura. Em cada coluna e
para cada fase proliferativa (FP), os valores déstapela mesma letra ndo diferem
significativamente entre si (grau de confianca 95%)

Rebentos por Nés por Comprimento
FP Citocinina N explantado N rebento N do rebento
(n°) (n°) (mm)

2iP (5mg/l) 23 12+04a 27 105t46a 27 1,4+09a

! Zeatina (3mg/l) 27 25+1Db 69 148+6b 69 1,4+0,7a
2iP (5mg/l) 41 1,0t 0a 41 13,1+45a 41 1,6+ 0,7 a
? Zeatina (3mg/l) 36 1,0x0,2a 37 58+33b 37 0,3+0,2b
2iP (5mgl/) 40 1,0t0a 40 13,7+52a 40 1,7+0,8 a
3

Zeatina (3mg/l) 39 23+15b 89 11+5b 89 1,3£0,6b

3.2.2.Efeito da subcultura na proliferacao dos explantdo

A proliferacdo dos explantados do clone 1 no me&osdplementado com Zeatina
apresentou variacdes significativas entre as 3udwioas: o maior n° de rebentos por
explantado foi obtido na fase proliferativa 1, oiananiimero de nés por rebento foi
obtido nas fases proliferativas 1 e 3 e os rebem@s longos foram obtidos na fase
proliferativa 3 (Tabela 8). Ja a proliferacdo daplantados deste clone no meio Z2
suplementado com 2iP néo apresentou variacOedisagivas entre as 2 subculturas
(Tabela 9).

Tabela 8. Clone 1M, cylindraceun Efeito da subcultura na proliferagéo de ex@das num
meio Z2 suplementado com Zeatina (3mg/l) apds t#amas de cultura. Em cada coluna os
valores afetados pela mesma letra ndo diferemfisigtivamente entre si (grau de confianca
95%).

Rebentos por NGs por Comprimento
FP N explantado N rebento N do rebento
(n°) (n°) (mm)
1 16 1,9+ 0,7 a 31 9451a 31 0,20,5a
2 37 1,060,2b 39 6,%33b 39 0,402b
3 30 1,2+06b 37 1#0,8a 37 1,0,5c
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Tabela 9. Clone 1M, cylindraceun Efeito da subcultura na proliferacdo de ex@gldos num
meio Z2 suplementado com 2iP (5mg/l) ap6s 12 sesndracultura. Em cada coluna os
valores afetados pela mesma letra ndo diferemfisigtivamente entre si (grau de confianca

95%).
Rebentos por NOs por Comprimento
EP N explantado N rebento do rebento
(n°) (n°) (mm)
1 11 1,2+04 a 14 4,218a 14 0,k0a
2 5 1,0+0a 5 4,216 a 0,302a

A proliferacdo dos explantados do clone 2 no m&osdplementado com Zeatina

apresentou variacdes significativas entre as 3uttwivas apenas para n° de rebentos por

explantado que foi superior na fase proliferativdTabela 10). A proliferacdo dos

explantados deste clone no meio Z2 suplementado 2iBmapresentou variacdes

significativas entre as 3 subculturas, tendo odhanet resultados sido obtidos na fase

proliferativa 1 (Tabela 11).

Tabela 10. Clone 2/ cylindraceuh Efeito da subcultura na proliferacdo de ex@aldos num
meio Z2 suplementado com Zeatina (3mg/l) apos friasas de cultura. Em cada coluna os
valores afetados pela mesma letra ndo diferemfigigtivamente entre si (grau de confianca

95%).
Rebentos por NGs por Comprimento
FP N explantado N rebento N do rebento
(n°) (n°) (mm)
1 30 21+11a 61 145+76a 61 1,7+09a
2 36 1,1+ 0,3 b 40 16,2+58a 40 15+0,7a
3 23 1,2+0,4b 27 174+04a 27 1,304 a
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Tabela 11. Clone 2/ cylindraceu Efeito da subcultura na proliferacdo de ex@aldos num
meio Z2 suplementado com 2iP (5mg/l) ap6s 12 sesndeacultura. Em cada coluna os
valores afetados pela mesma letra ndo diferemfigigtivamente entre si (grau de confianca

95%).

Rebentos por Nés por Comprimento
EP N explantado N rebento N do rebento
(n°) (n°) (mm)
1 29 1,2+04a 36 9,6+39a 25 0,9+05a
2 20 1,0+0b 20 40+20b 20 0,3+0,2b
3 22 1,0+0b 22 56+34b 22 0,4+0,4b

A proliferacdo dos explantados do clone 3 no me&osdplementado com Zeatina
apresentou variacdes significativas entre as 3utwinas, tendo os melhores resultados

sido obtidos na fase proliferativa 1 (Tabela 12).

Tabela 12. Clone 3/ cylindraceuh Efeito da subcultura na proliferacdo de ex@gldos num
meio Z2 suplementado com Zeatina (3mg/l) apds t#amas de cultura. Em cada coluna os
valores afetados pela mesma letra ndo diferemfisigtivamente entre si (grau de confianca

95%).

Rebentos por Nés por Comprimento
FP N explantado N rebento N do rebento
(n°) (n°) (mm)
1 8 2,1+0,6 a 16 15,3+6,1a 17 1,7£0,8a
2 30 1,0+0b 30 51+2b 30 0,4+0,2b
3 29 1,2+06b 36 9,5+04c 36 0,5+0,4b

A proliferacdo dos explantados do clone 4 no me&osdplementado com Zeatina
apresentou variacdes significativas entre as 3utwioas, tendo os melhores resultados
sido obtidos na fase proliferativa 1 (Tabela 18)proliferacdo dos explantados do
clone 4 no meio Z2 suplementado com 2iP preserdagagoes significativas entre as 3
subculturas, o n° de rebentos por explantado fmifstativamente superior na fase
proliferativa 1, enquanto o n° de nés por rebeaitgtiperior nas fases proliferativas 2 e

3 (Tabela 14).
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Tabela 13. Clone 4/ cylindraceu Efeito da subcultura na proliferacdo de ex@aldos num
meio Z2 suplementado com Zeatina (3mg/l) apds t#amas de cultura. Em cada coluna os
valores afetados pela mesma letra n&o diferemfisigivamente entre si (grau de confianga
95%).

Rebentos por Nés por Comprimento
EP N explantado N rebento N do rebento
(n°) (n°) (mm)
1 27 25+t1a 69 14,8+ 6 a 69 1,4+0,7 a
36 1,0+£0.2b 37 58+33b 37 0,3+0,23 b
3 39 23+15a 89 11+5¢c 89 1,3+0,6 a

Tabela 14. Clone 4/ cylindraceuh Efeito da subcultura na proliferacdo de ex@gldos num
meio Z2 suplementado com 2iP (5mg/l) ap6s 12 sesndeacultura. Em cada coluna os
valores afetados pela mesma letra ndo diferemfigigtivamente entre si (grau de confianca
95%).

Rebentos por Nés por Comprimento
EP N explantado N rebento N do rebento
(n°) (n°) (mm)
1 23 1,2+04a 27 10,5+ 4,6 a 27 1,4+09a
2 41 1,0+0b 41 13,1+ 4,5ab 41 1,6+0,7a
3 40 1,0+0b 40 13,7+ 5,2b 40 1,7+0,8a

3.2.3.Efeito do clone na proliferagao dos explantados.

Na fase proliferativa 1 (Tabela 15) os clones 2, 8 obtiveram resultados similares e
significativamente superiores que o clone 1 emdedavariaveis.
Tabela 15. Fase proliferativa /. cylindraceum).Efeito do clone na proliferacdo de

explantados no meio Z2 suplementado com citociniBascada coluna os valores afetados
pela mesma letra ndo diferem significativamentesesit(grau de confianca 95%).

Rebentos por Nés por Comprimento
Clone N explantado N rebento N do rebento
(n°) (n°) (mm)
1 27 16+0,7a 45 78+50a 45 0,5+t05a
2 60 16+09a 97 12,7£6,9b 97 1,4+09b
3 14 16+0,7a 23 12,8+6,8b 23 1,4+09b
4 50 19+10a 96 13,6£56b 96 1,4+0,7b
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Na fase proliferativa 2,

os clones 2 e 4 apresamiaesultados significativamente

superiores para o n° de nés por rebento e parmpranento dos rebentos (Tabela 16).

Tabela 16. Fase proliferativa @/. cylindraceum).Efeito do clone na proliferacdo de

explantados no meio Z2 suplementado com citociniBascada coluna os valores afetados

pela mesma letra ndo diferem significativamenteeesit(grau de confianca 95%).

Rebentos por NGs por Comprimento
Clone N explantado N rebento N do rebento
(n°) (n°) (mm)
1 42 1,0£0,2a 44 6,6+ 3,3a 44 0,4+0,2a
2 56 1,1+0,2a 60 12,2+7,6b 60 1,2+0,8b
3 30 1,0t0a 30 51+2,1a 30 0,4+0,2a
4 77 1,0£0,1a 78 9,7£53b 78 1,0£0,8b

Na fase proliferativa 3, o clone 4 apresenta umdea°rebentos por explantado

significativamente superior ao clone 2 e apreseateebentos significativamente mais

longos em relacéo a todos os outros clones (Td@¢la

Tabela 17. Fase proliferativa @/. cylindraceum).Efeito do clone na proliferacdo de
explantados no meio Z2 suplementado com citociniBascada coluna os valores afetados
pela mesma letra ndo diferem significativamenteeesit(grau de confianca 95%).

Rebentos por NGs por Comprimento
Clone N explantado N rebento N do rebento
(n°) (n°) (mm)
1 30 1,3+ 0,6 ab 37 11,0+39a 37 1,0t05a
2 45 1,1+ 0,3 a 49 12,1+ 7,7 a 49 0,9+0,6 a
3 29 1,2+ 0,6 ab 36 9,6t42a 36 0,5+0,3b
4 79 16+x12Db 129 119+5,2a 129 1,4+£0,7c

3.2.4.Efeito da origem da sacarose na proliferacédo dqdaxados

No teste realizado com o clone 4 a sacarose alioema Sinaga® produziu rebentos

significativamente mais longos e com um maior nhde que a sacarose laboratorial
Scharlab® (Tabela 18).
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Tabela 18. Clone 4. Efeito da origem da sacaroseroliferacdo de explantados dé
cylindraceumnum meio Z2-80 suplementado com 2iP (3mg/l) apdsetflanas de cultura
(fase proliferativa 4). Em cada coluna os valoriegados pela mesma letra ndo diferem
significativamente entre si (grau de confianca 95%)

Rebentos por Nés por Comprimento
Sacarose N explantado N rebentos N dos rebentos
(n°) (n°) (mm)
Alimenticia
(Sinaga®) 88 1,0+£0,2a 91 16,454 a 91 23+10a
Laboratorial
(Scharlab®) 52 1,0+0,2a 54 10,7£5,1b 54 1,409 b

3.3. Enraizamento
3.3.1.Efeito do periode de tempo de cultura no enraizamen

Para a determinac&o do tempo de cultura necegsmaca avaliacdo do efeito do clone
no enraizamento dos rebentos num meio suplementado IBA (2mg/l) foram
registados os resultados as 8 e 12 semanas deac@tglone 1 ndo desenvolveu raizes
durante o tempo de cultura analisado (12 sema@am)ymento do tempo de cultura de 8
para 12 semanas fez variar para alguns clonesdos delativamente ao enraizamento;
apos 12 semanas a percentagem de enraizamentgnificativamente superior para o
clone 3; o numero de raizes por rebento foi sigaiivamente superior para o clone 4 e
o0 comprimento das raizes foi significativamentpesior para os clones 2 e 4 (Tabela
19).
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Tabela 19: Efeito do periodo de tempo de culturaencaizamento de rebentos de
cylindraceurmum meio Z2-80 suplementado com IBA (2mg/l). Emacadluna e para cada
clone os valores afetados pela mesma letra néentifsignificativamente entre si (grau de
confianca 95%).

Tempo de Enrai Raizes por Comprimento da
nraizamento A ,
Clone cultura plantula N raiz
0
(semanas) (%) (n°) (mm)
1 8 18 0+0a - - - -
12 18 0+0a - - - -
2 8 18 38,8t51a 7 24+ 17 a 14 0,4+0,1a
12 18 444+ 52 a 8 49+ 34 a 21 0,6£0,3b
3 8 18 444+ 51 a 9 1,8+09a 18 0,5£0,3a
12 18 77,7£4.2Db 15 19+12a 26 0,7£0,6 a
4 8 18 55,5£0,5a 10 26+x2a 19 1,2+0,1a
12 18 55,5+ 0,5a 10 8,6%x6,2b 26 2,1+0,2b

3.3.2.Efeito do clone no enraizamento dos rebentos

Os clones diferiram significativamente entre sisna capacidade de enraizamento. Os
clones 3 e 4 foram apresentaram 0s que apresentaramaior capacidade de

enraizamento (Tabela 20).
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Tabela 20. Efeito do clone no enraizamento de tebedeV. cylindraceurnum meio Z2
suplementado com IBA (2mg/l), apos 12 semanas arauEm cada coluna os valores
afetados pela mesma letra ndo diferem significat@rgte entre si (grau de confianca 95%).

Enrai Raizes por Comprimento
nraizamento A .
Clone N N plantula N da raiz
(%) 0
(n°) (mm)

1 18 0+0a - - - -

2 18 444+ 05D 8 4,9+ 3,4 bc 21 0,6+0,3b

3 18 77,704 c 14 19+14b 25 0,7t0,6 b

4 18 55,5+ 0,5 bc 10 8,6£8,6c¢C 26 2,1+10c

3.3.3.Estudo da interaccao das citocininas (fase prodifaa) com a auxina (fase de

enraizamento).

Para o clone 4, ap0s 12 semanas de cultura n&eriiearam diferencas significativas
no enraizamento dos rebentos provenientes da fabietiva com Zeatina ou da fase

proliferativa com 2iP (Tabela 21).

Tabela 21: Efeito da interacdo entre reguladoresen@izamento de explantados We
cylindraceumnum meio Z2-80 suplementado com IBA (2mg/l) paralane 4 apds 12
semanas. Em cada coluna os valores afetados pekmandetra ndo diferem
significativamente entre si (grau de confianca 95%)

Enrai Raizes por Comprimento
) nraizamento A .
Origem N N plantula N da raiz

0

0 (n°) (mm)
Fase proliferativa com

2iP (5mg/l) 35 68,5+ 0,4 a 24  46+56a 50 1,0£0,7 a

Fase proliferativa com a5 756,044 28  74+58a 66  12+08a

Zeatina (3mg/l)
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4. Discussao

4.1.Desinfeccéo e estabelecimento

As percentagens de contaminacdo dos segmentos dws radesinfectados
superficialmente e inoculados na solucao de forgagjeiaram-se entre os 47 e 0s 74%;
estas diferencas podem ser explicadas pelas cesdfid-sanitarias das plantas-mae
que podem influenciar profundamente as taxas dewwnacéo obtidase(g. Cassells,
1991; Debergh & Read, 1991; Leifettal.,1994). Geralmente material proveniente das
plantas estabelecidas no campo apresenta maim&s de contaminacédo, requerendo
desinfec¢des mais drasticas. Também a proximidadeaterial vegetal relativamente
ao solo — como estavam os rebentos de toica reloslhie a sua sujeicdo a condi¢des de
elevada humidade — como ocorrem nos Acores - pai®no aumento das taxas de

contaminacgao (Leifest al.,1994).

Quando os rebentos (que tiveram origem em gemasardes que nao apresentaram
contaminacdo visivel na forcagem) passaram a masstdbelecimento, as percentagens
de contaminacao oscilaram entre os 72 e 81, ri@ondio significativamente entre si, 0
que pode ser explicado pela revelacdo tardia deaomantes presentes na fase de
forcagem ou pela presenca de contaminantes ermdsf{lLeifertet al.,1994).

As taxas de contaminacdo, em geral, sdo relativienadtas. Segundo Pereira, (1999) e
Liefert et al, (1994), podiam ter-se obtido menores taxas detaotnacdo, se

tratamentos mais fortes e mais prolongados fossplicados, no entanto estes
aumentam fortemente as taxas de necrose nos exqané diminuem nos nimero de

gemas reactivas.

Apesar de trabalhos anteriores cdncylindraceummostraram a impossibilidade de
estabelecer culturas vitro a partir de arbustos silvestres sem a utilizagabiclereto

de mercuario (usando apenas benomyl, lixivia e étafereira & Debergh, 1998).
Neste trabalho foi possivel o estabelecimento Heséws adultos directamento a partir
do campo sem a utilizacdo do bicloreto de mercasspciando a desinfecgcdo com os
descontaminantes classicos (fungicida, lixiviaanef) uma etapa de forcagem em 8-
HQS, permitindo rejeitar antes da fase de estabs&to (e consequente gasto de
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consumiveis) uma parte consideravel da contaminagécal. 8-HQS exibe
propriedades antisépticas e desinfetantes (SigmiaeA| 2012) que sdo amplamente
utilizadas para preservar as flores cortadas (Ranweadehet al, 2012; Asrar, 2012,
Amjad & Ahmad, 2012) e menos utilizadas para redazicontaminacdo no corte
(Moura & Silva, 2009) ou para reduzir a contamimacdos explantes na

micropropagacao (Laimet al, 1991; Yu & Reed, 1995).
4.2. Multiplicacéo

A Zeatina e o 2iP sdo duas citocininas usualmetiigagdas na culturan vitro do
género Vaccinium (Reed & Abdelnour-Esquivel, 1991; Oostrolucka, 200Meste
trabalho a utilizacdo da Zeatina (3mg/l) e o 2iRdB) resultou no desenvolvimento de
todos os rebentos ndo necréticos ou ndo contansnakeepto no clone 3 com o

regulador de desenvolvimento 2iP, que nao apresel@senvolvimento.

Testaram-se estes dois reguladores de crescimastocancentracdes referidas em
outros trabalhos com esta espécie (Pereira & Dab&898; Pereira, 1999; 2006; 2009;
2012) para comprovar hé diferenca entre elas rdgragdo das culturas. Os resultados
concluem que sim ha diferenca entre a utilizaca@iBce a Zeatina, obtendo em regra
melhores resultados com a Zeatina, seja quantorapramento, nimero de rebentos ou
namero de folhas. Isto confirma o referido noutdgyos onde se concluiu que ambos
reguladores promovem o desenvolvimento (Pereird2)20nas neste trabalho destaca-
se que embora os dois reguladores promovam des@neokto, ndo o fazem com a
mesma eficacia. Isto pode ser devido a naturezaetpgadores de desenvolvimento,
sento a zeatina um regulador de origem natural Z2Poum regulador de origem
sintético. Segundo Eccher & Noe, (1989), a zeatina mostraemomtoxica do que o
2iP, especialmente em altas doses. O alto custpedfina impede a sua utilizacao
generalizada na cultura vitro, mas em baixa concentracao pode ser usada nacaxcCi
do desenvolvimento dos explantados com objectivmsecciais ou na investigagao
(Reed & Abdelnour-Esquivel, 1991).

Enquanto ao efeito da subcultura os dados aportarmlusdes dispares segundo 0s
diferentes clones, sendo que a subcultura num masimcom a mesma concentracao
de regulador de desenvolvimento resultou em taxafifgrativas frequentemente

menores. Estas diferencgas significativas nas thstivaridveis podem explicar-se com a
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interaccdo do regulador de desenvolvimento apliGadmenamente aos tecidos e 0s
niveis internos de citocinina que os explantadoBatin inicialmente e que diferiam
consoante a idade de formacdo da gema no arbust® e@ndigdes fisicase.g.
temperatura, exposicdo ao vento e a luz) e quin(eags disponibilidade de agua,
nutrientes, exposicao a quimicos artificiais) (Kaateal, 2005; Yewet al, 2010) a que
estavam sujeitas. Segundo trabalhos desenvolvidosoytros autores os niveis de
citocinina aplicadas exogenamente variam com a&sattifes subculturas (Kacet al.,
2005; Yewet al, 2010). A utilizacdo de citocininas diferentes esala subcultura tem
sido usada para manter as taxas proliferativas lgpnmas espécies (Bennetit al.,
1994).

O estado fitossanitario dos clones assim como as diferengas genéticas fazem de
cada clone um espécime com diferentes capacidades p estabelecimento,
multiplicacdo e enraizamento (Pereira & Debergl98l%ereira, 1999; 2012). Neste
trabalho observa-se que ha dois clones com quabkdadperiores para @iltura in
vitro, sdo os clones 2 e 4 apresentando o clone 4 aialf@res caracteristicas; o clone
4 foi o clone que mais crescimento apresentou asesfproliferativas (1 e 3) e clone 2
apresenta maior crescimento na fase proliferativA posicdo das gemas no arbusto
pode também ter influenciado o desenvolvimentagyé as gemas provenientes dos
rebentos de toiga, terdo uma sua capacidade pabivi@ maior em virtude da gema que
originou o0 rebento de toica ter sido formada naianida vida do arbusto que
corresponde a uma fase de grande crescimento tiegetds gemas dormentes dos
rebentos ladrdo também teriam uma grande capacitadesenvolvimento, mas menor
do que os rebentos de toica que resultam ideassgaricropropagacao (Sudarsono &
Goldy, 1991; Thirunavoukkarasu, 2010).

Testou-se também o efeito de duas marcas difereletesacarose, uma genérica de
distribuicdo generalizada nos Acores e com usoedliitio (Sinaga®) e outra com usos
experimentais em laboratorio (Scharlab®). Os radok concluem que ha diferenca
significativa entre as duas sacaroses sendo andgz® com a que se obtém mais nds
por rebento e uns rebentos mais compridos. Sersizarose da Sinaga® de pureza

desconhecida, também e desconhecido o resto deooemtes que nao sao estritamente

32



sacarose, sendo esta composicao presumivelmenetarg um efeito diferenciador no
desenvolvimento dos rebentos frente a sacaroseldal&®. A utilizagdo da sacarose
alimenticia permite converter a micropropagaca® deylindraceummais acessivel no

aspecto econdémico.
4.3. Enraizamento

O IBA tem sido comumente utilizado no enraizame@astrillonet al, 2007;Sedlak

& Paprstein, 2011; Ruziet al, 2012). No enraizamento determinou-se o periedb2d
semanas como sendo mais adequado para a avalmaed®ito do IBA. Este periodo de
tempo foi também o utilizado na fase proliferatheste e em outros trabalhos com a
mesma espécie (Pereira, 2006; 2009; 2012).

Apesar da concentracdo de IBA (2 mg/l) ter resoltads melhores percentagens de
enraizamento para esta espécie (Pegtiad, 2012), o clone 1 ndo desenvolveu raizes.
Também aqui, o estado fitossanitario, as diferegem®ticas e a posicao original das
gemas no corpo da planta influenciam a capacidadachizamento dos clones (Pereira
& Debergh, 1998; Pereira, 1999; Sudarsono & Gal@@1; Thirunavoukkarasu, 2010).

Os dados apresentam diferencias significativa® ergtrdiferentes clones sendo de novo

os clones 2 e 4 0s que maior enraizamento apresenta

As diferencas associadas a biossintese, trangpdegradacao (oxidacéo, conjugacao e
hidrolise) das diferentes citocininas tém sido asagmhra explicar a influéncia dos tipos
de citocininas usadas na fase proliferativa nogpmstenraizamento (PodleSakogt
al., 2012). No presente trabalho ao estudar a irg@oaentre o tipo de citocinina usada
na fase proliferativa (2iP ou zeatina) e o0 postegiraizamento, verificamos que ao
contrario de algumas espécies (Podwygskg et al, 2012). o tipo de citocinina usado

nao interferiu com as diferentes capacidades d@zamento dos clones.
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5.Conclusbdes

As condi¢cdes sanitarias das plantas-méae influengmofundamente as taxas de
contaminacao obtidas. O clone 2 e 0 que apresesitsomestado fitossanitario. Neste
trabalho ainda as taxas de contaminacao sejan atiaseguese estabelecer todos os
clones s6 com etanol, lixivia e fungicida (sem drieto de mercurio). O 8-HQS exibe
propriedades antisépticas e desinfetantes, quermeptado no meio de forzagem foi
imprescindivel para ultrapassar a contaminacaost&)dontaminacdo nao visivel na

solugéo de forzagem que se manifesta no meio teaul

A Zeatina (3mg/l) e o 2iP (5mg/l) sao dois regutedode crescimento que d&o bons
resultados no desenvolvimento dos rebentos, sentoef@ito da Zeatina
significativamente superior, mas sendo 0 costo@o@o muito maior o da zeatina que
0 2iP, empede 0 seu uso generalizado. Enquan&festo da subcultura os dados
aportam conclusdes dispares segundo os difereotessc A fase proliferativa 1 mostra
uns maiores dados de crescimento sendo a faseem@ia 2 a que menos indicios de
crescimento apresenta das trés. A fase proliferad8ivaponta uns maiores indices de
crescimento que nalguns casos voltam-se a agropaadase proliferativa 1. O estado
fitossanitario dos clones assim como as suas dif&® genéticas e o origem das
gemas, fazem de cada clone e cada gema um espzmiméiferentes capacidades para
a desinfeccdo, multiplicacdo e enraizamento, seadolone 4 o melhor deles,
seguidamente do clone 2. Enquanto a sacarosecaegta a sacarose alimenticia ndo é
s6 tdo boa como a de uso laboratorial, se ndo tguapaesenta melhores resultados no

desenvolvimento dos rebentos.

No enraizamento comprovou-se que o fator tempa@tinfiuéncia no desenvolvimento
da raiz depois das primeiras 8 semanas. Como aafdsrior o estado fitossanitario e
as diferencas genéticas e o origem das gemas, ramfigenciam no enraizamento. Os
dados apresentam diferencias significativas ergréiferentes clones sendo de novo os
clones 2 e 4 os que maior enraizamento apresentmuanto as citocininas da fase de
multiplicacdo. Os dados destacam que ndo ha diarsignificativa no enraizamento
entre os tubos que provém do meio com 2iP e os@uedo meio com Zeatina.
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