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Tabla 2. Concentracion de ACT y de Colina. Concentracion de ACT expresada como pmol g'1 de p.s.
concentracion de colina expresada como nmol g'1 de p.s.

QAT Choline p-s.
ANOy *NH," ANOy *NH," ANOy *NH,"
10 °C! 3.81+0.22 4.79 £0.24 4.31+0.16 541+0.15 1.17 £ 0.05 228+03
25°C? 2.51+0.19 2.86+£0.17 2.16+0.13 2.17+0.13 2.24+0.03 351+0.2
35°C? 13.07 £0.26 13.57+0.28 10.17+0.18 15.11+£0.17 0.88+0.01 1.25+0.1
Signif.”z’j *okok kot *okok
Signif: 5! * * *
Séni;.mm ns ns *
+rAB,3 k%K
Signif. ns ns

Resumiendo, cuando las plantas de tomate se desarrollan bajo condiciones de estrés térmico (35°C)
acumulan ciertos solutos compatibles, tales como Pro, ACT y Colina, caracterizados por tener un alto
contenido en N y por conferir a la planta tolerancia o resistencia a las condiciones de estrés ambiental
(Chang y Lee, 1999). Por otro lado, un estrés térmico causado por temperaturas elevadas da lugar a una
inhibicion del crecimiento de las plantas, quizas como consecuencia de que el N esté siendo incorporado
en su mayoria a estos compuestos con el fin de que, tras el cese del estrés térmico, la planta pueda
potenciar su desarrollo mediante la degradacion de estos compuestos ricos en nitrogeno y su
incorporacion en aminoacidos y proteinas del crecimiento y, de esta manera, garantizar su supervivencia.
Finalmente, la nutricién de las plantas con NH," como fuente nitrogenada principal podria aumentar la
acumulacion de estos solutos favoreciendo la tolerancia de estas plantas a situaciones de estrés térmico,
ya que este ion, por su toxicidad cuando es aplicado de forma unica, es incorporado mas rapida y
eficazmente que el NOj3™ a estos solutos compatibles, como son la prolina y la colina.
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INTRODUCAO

Um dos principais factores indutores da clorose férrica em solos calcarios é o 130 bicarbonato cuja acgéo
parece afectar diversos processos metabdlicos nas raizes e nas folhas, diminuindo a disponibilidade de Fe
no interior da planta. Nestas condi¢des, quando a absor¢@o de Fe ¢ baixa, os gendtipos Fe-eficientes
desencadeiam mecanismos de resposta ao nivel da parte aérea e/ou radicular que incluem alteragdes
fisiologicas, bioquimicas e morfoldogicas (Schmidt, 1999). Ao nivel da parte aérea, o ferro ¢ um elemento
essencial para a formacgdo das membranas dos tilacoides e para a biossintese clorofilina (Abadia, 1992).
Consequentemente, a eficiéncia de conversdo da energia fotossintética é afectada pela clorose férrica e
pode ser avaliada pelos parametros de fluorescéncia da clorofila a (Abadia et al., 1999).

Neste ensaio em solugdo nutritiva pretendeu-se caracterizar a tolerancia de trés porta-enxertos de citrinos
a clorose férrica com base em diversos pardmetros e processos fisiologicos da planta.

MATERIAL E METODOS

O ensaio realizou-se numa estufa de vidro com ambiente controlado. Os porta-enxertos de citrinos
utilizados foram o Citrus taiwanica Tan., a citranjeira ‘Troyer’ (Citrus sinensis (L.) Osbeck x Poncirus
trifoliata (L.) Raf.) e o citrumeleiro ‘Swingle’ (Poncirus trifoliata (L.) Raf. x Citrus paradisi Macf.). A
solugdo nutritiva apresentava a seguinte composi¢do quimica (em mM): 5,0 Ca(NOs),, 1,4 KNOs, 0,6
KQSO4, 1,0 MgSO4, 0,9 NaCl, 0,6 (NH4)2HPO4, 3,0 (NH4)QSO4, 0,2 MgC12 (S (em ],LM)C 41,8 H3BO3,
3,8 ZnS0O,, 3,9 CuSO4, 6,9 MnSO4 ¢ 1,0 (NHy)¢Mo,0,4 (Carpena-Artes, 1983). Estabeleceram-se 5
modalidades correspondentes a 5 concentragdes de ferro (na forma de Fe(IlI)-NaEDTA) na solugdo
nutritiva (0, 5, 10, 15 ¢ 20 uM de Fe) todas na presenca de CaCO;. Com a adi¢do de carbonato de calcio a
solugdo nutritiva (1 g de CaCOj; por litro de solugdo nutritiva) pretendeu-se simular condi¢des
semelhantes as dos solos calcarios de forma a induzir a clorose férrica. O grau de clorose foi estimado
através da utilizagdo de um aparelho medidor de clorofila, SPAD-502 (Minolta Co., Osaka, Japao). De
forma a converter os valores de SPAD na correspondente concentracdo de clorofila total efectuou-se,
previamente, uma curva de calibragdo para cada uma das espécies estudadas. Os valores de SPAD (X)
foram convertidos em pumol de clorofila total m? (Y) através das curvas de calibragdo para citranjeira
‘“Troyer’ (Y=0.1X> + 2.9X — 14.2; R*= 0.97; n=25; p<0.001), Citrus taiwanica (Y=-0.08X> + 14.9X —
94.2; R’*= 0.93; n=20; p<0.001) e citrumeleiro ‘Swingle’ (Y=0.1X> + 2.2X + 4.3; R’= 0.97; n=30;
p<0.001). Realizaram-se 2 medi¢des semanais de SPAD nas 2% e 3" folhas recentemente expandidas em
cada uma das 10 plantas amostradas por modalidade. A percentagem (%) de variacdo da clorofila total
entre o inicio e o final do ensaio foi utilizada para comparar os 3 porta-enxertos. No final do ensaio, os
parametros de fluorescéncia da clorofila a (F,, fluorescéncia basal; F,,, fluorescéncia maxima; F, = F-F,,
fluorescéncia varidvel) foram medidos através do fluorimetro portatil (PEA - Plant Efficiency Analyser).
No final do ensaio foi ainda calculada a razdo entre peso seco da parte radicular e da aérea (RRPA) e
analisada a composi¢cdo mineral de cada uma destas partes conforme descrito por Pestana et al. (2001). A
analise estatistica dos dados foi processada através do programa SAS (SAS Institute, 1989).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O investimento dos diferentes porta-enxertos na biomassa da parte aérea ou da parte radicular, expresso
pela razdo entre a parte radicular e a parte aérea (RRPA), foi diferente consoante a concentragdo de ferro
na solucdo nutritiva (Figura 1). As plantas dos porta-enxertos citranjeira ‘Troyer’ e C. taiwanica que
cresceram sem Fe apresentaram valores de RRPA mais elevados que as plantas verdes, demonstrando o
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efeito da clorose férrica no aumento da biomassa radicular, preferencialmente a da parte aérea, tal como
obtido por diversos autores em outras fruteiras. Segundo Bavaresco et al. (1994), este facto pode ser
motivado pela activagdo de mecanismos de resposta, como o aumento do numero de raizes secundarias e
a diferenciacdo de células de transferéncia nos apices radiculares, os quais sdo genotipicamente
determinados ¢ estdo associados a espécies mais tolerantes a clorose férrica. Deste modo, o porta-enxerto
‘Swingle’ ndo evidenciou este mecanismo de resposta traduzido por valores de RRPA constantes e
independentes da concentragdo de ferro na solugdo nutritiva ¢ podera ser considerado como susceptivel a

clorose férrica.
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A percentagem (%) de variagdo da clorofila total ocorrida entre o principio e o final do ensaio esta
apresentada na Figura 2. Enquanto que os porta-enxertos ‘Troyer’ e Citrus taiwanica apresentaram um
decréscimo de clorofila total em relagdo ao valor original apenas nas concentragdes mais baixas de Fe (0 e
5 uM de Fe), o porta-enxerto ‘Swingle’ mostrou sempre variagdes negativas com excep¢do dos valores
referentes a concentragdo mais alta de ferro (20 uM Fe ).
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Nas restantes modalidades (10, 15 e 20 uM de Fe), os porta-enxertos ‘Troyer’ e C. taiwanica,
apresentaram comportamentos diferentes. Enquanto que para o ‘Troyer’ a percentagem de variagdo da
clorofila total relacionou-se directamente com a quantidade de Fe adicionada a solug¢@o nutritiva, no C.
taiwanica a partir da modalidade com 10 uM de Fe os acréscimos de clorofila foram idénticos entre si e
independentes da concentragdo de ferro na solucdo nutritiva. O ‘Troyer’ foi o porta-enxerto que
apresentou, independentemente da modalidade, maiores percentagens de varia¢do da clorofila total. Estes
resultados reflectem a diferente capacidade de resposta, de cada um dos porta-enxertos, ao efeito
inibitorio do ido bicarbonato na absorcao e translocagdo do ferro nas plantas superiores.

Nas diferentes abordagens aos mecanismos de susceptibilidade a clorose férrica o aumento ou a redugdo
da biomassa parece estar relacionada com a eficiéncia de conversdo da energia captada pelo aparelho
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fotossintético (dados ndo apresentados). Os baixos valores da razdo F,/F, observados nas plantas
cloréticas dos porta-enxertos ‘Troyer’ ¢ C. taiwanica, significam que a eficiéncia de conversao da energia
fotossintética foi significativamente afectada pela clorose férrica (Morales et al., 1998). Na citranjeira
‘Troyer’ esta reducéo foi devida apenas a alteragdes ao nivel do transporte de electrdes, expressa pela
diminuigdo da F,, (83%), enquanto que no C. taiwanica se deveu também a alteragdes estruturais ao nivel
dos pigmentos do PSII uma vez que a F, também variou (56%). Os acréscimos verificados na F, podem
ser originados pela redu¢do da plastoquinona ocorrida no escuro, como verificado por Belkhodja et al.
(1998) em beterraba sacarina. Parte da variagdo da fluorescéncia pode ser também explicada pelo efeito
da clorose férrica na clorofila total; para o porta-enxerto ‘Troyer’ a percentagem de variagdo da razao
F,/F,, explicada pela clorofila total foi de aproximadamente 59 % e para o Citrus taiwanica de 76 %.
Comparativamente com os outros porta-enxertos, a translocag¢do do Fe no citrumeleiro ‘Swingle’ foi mais
afectada pelo ido bicarbonato uma vez que o Fe se acumulou preferencialmente na raiz (razdo Fepa / Fer
< 1), tal como obtido por Cinelli (1995). Existe uma grande discrepancia de resultados na utilizagdo das
razdes nutritivas como forma de caracterizagdo e selecg¢@o de diferentes espécies vegetais quanto a sua
tolerancia a clorose férrica provavelmente devido ao material vegetal em estudo e as condi¢des de cultura.
As relagdes obtidas entre o grau de clorose, expresso pela clorofila total, e o equilibrio nutritivo da parte
aérea traduzido por razdes entre o teor de alguns nutrientes, estdo apresentadas na Figura 3 para cada um
dos porta-enxertos. Da andlise da figura salienta-se que os valores de clorofila total obtidos para as
diferentes concentragdes de Fe na solu¢do nutritiva correlacionaram-se de modo diferente com o
equilibrio nutritivo da parte aérea de cada um dos porta-enxertos.
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A razdo P/Mg foi a que se correlacionou melhor com a clorofila total para o porta-enxerto C. faiwanica,
enquanto que para o ‘Troyer’ foi a razdo K/Zn e para o ‘Swingle’ a razdo Fe/Mn. A razdo Fe/Mn foi a que
apresentou relagdes mais significativas com a clorofila total, nos trés porta-enxertos indicando ser um
bom parametro para avaliar a tolerancia a clorose férrica.

E possivel concluir que, relativamente aos porta-enxertos estudados, a citranjeira ‘Troyer’ é o mais
tolerante, seguido do Citrus taiwanica ¢ apresentando-se o citrumeleiro ‘Swingle’ como o mais sensivel a
clorose férrica. Esta classificagao estd de um modo geral de acordo com a apresentada por Byrne ef al.
(1995), baseada em parametros medidos na parte aérea, onde a citranjeira ‘Troyer’ e o Citrus taiwanica
situam-se no mesmo grupo, o dos porta-enxertos medianamente tolerantes. Com os resultados obtidos
neste ensaio a nivel radicular foi possivel distinguir o comportamento dos dois porta-enxertos
salientando-se a maior tolerancia do ‘Troyer’ relativamente ao C. taiwanica. A utilizagdo de diferentes
concentragdes de Fe na solugdo nutritiva permitiu ainda identificar o nivel critico de Fe de cada um dos
porta-enxertos estudados, isto é o valor a partir do qual a disponibilidade de Fe na rizosfera ¢ suficiente
para contrariar os efeitos do ido bicarbonato, evitando o aparecimento de sintomas de clorose férrica.
Esses valores sdo de 10, 15 ¢ 20 uM de Fe respectivamente para a citranjeira ‘Troyer’, o C. taiwanica ¢ o
citrumeleiro ‘Swingle’. A citranjeira ‘Troyer’, considerada como o porta-enxerto mais tolerante
apresentou maior crescimento da parte aérea, maior acumula¢do de biomassa, valores de clorofila total
mais elevados, uma eficiéncia fotoquimica superior e um equilibrio nutritivo menos afectado pela clorose
férrica. A susceptibilidade do ‘Swingle’ estd essencialmente associada a necessidade de mais Fe na
solucd@o nutritiva, para conseguir contrariar os efeitos do ido bicarbonato.
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OPTIMIZACAO DO MEIO DE CULTURA PARA O ENRAIZAMENTO DE
REBENTOS MICROPROPAGADOS DE ALFARROBEIRA COM BASE NA
CONCENTRACAO DE MACRONUTRIENTES DAS FOLHAS

A. Romano, S. Gongalves & P.J. Correia

Faculdade de Engenharia de Recursos Naturais, Universidade do Algarve, Campus de Gambelas, 8000-
117 Faro, Portugal

RESUMO

Foram efectuados ensaios no sentido de optimizar as concentra¢des de macronutrientes do meio de cultura
de enraizamento in vitro de rebentos micropropagados de alfarrobeira (Ceratonia siliqua L.). Foi utilizado
o protocolo de enraizamento proposto por Romano et al. (2002), tendo sido testados os meios de cultura
GD ¢ MS ¢ duas modificagdes a partir do meio MS: 1/2MS, 1/2MS+Ntotal. Os resultados obtidos
mostram que a utilizagdo de meios de cultura menos concentrados em sais como 1/2MS e GD, conduziram
a obtengdo de frequéncias de enraizamento mais elevadas, respectivamente 80% ¢ 85% de rebentos
enraizados. Ndo se observaram diferengas significativas relativamente ao numero médio de raizes
desenvolvidas e tamanho da raiz mais longa. A percentagem de sobrevivéncia observada ndo foi
influenciada pelo meio de enraizamento. As proporgdes dos elementos fornecidos ao meio de cultura sdo
distintas das calculadas com base nos teores foliares de arvores adultas registados durante um ensaio de
rega e fertilizagdo durante trés anos. Estas diferengas sdo particularmente evidentes para o K, P e Ca.

INTRODUCAO

As condigdes de cultura sdo determinantes para o desenvolvimento das culturas in vitro. O meio nutritivo
tera de conter todas as substincias necessarias ao crescimento das culturas, tais como: nutrientes
inorgénicos, fontes de carbono, vitaminas, reguladores de crescimento e outros aditivos, em solugéo
aquosa ou gelificada. Os nutrientes inorganicos consistem em sais minerais que satisfazem as necessidades
em macro ¢ micronutrientes necessarios para o crescimento das culturas.

Diferentes meios de cultura foram descritos ao longo das ultimas décadas, no entanto o meio MS
(Murashige & Skoog, 1962), com ou sem modifica¢des, continua a ser o meio mais utilizado na cultura in
vitro de espécies lenhosas. A maioria dos meios tém sido desenvolvidos por tentativa e erro. Em alguns
casos tém sido usados métodos menos empiricos. O contetido mineral do meio MS foi formulado com
base na analise de tecidos de tabaco incinerados. Recentemente, Terrer ¢ Tomas (2001) basearam as
formulac¢des dos meios de cultura in vitro de hibridos de pessegueiro x amendoeira, nas concentragdes dos
nutrientes das folhas de arvores adultas.

A iniciagdo radicular ¢ um fendémeno morfogenético complexo que envolve profundas modificagdes
metabolicas e que estd sujeito a interac¢do de varios factores (De Klerk et al., 1999). Meios de cultura
muito concentrados em sais, como o meio de MS, tém-se revelado desfavoraveis para o enraizamento de
lenhosas, sendo normalmente preferidas dilui¢des deste meio ou meios menos concentrados (Bonga & von
Aderkas, 1992).

Apesar da alfarrobeira ser geralmente descrita como uma espécie dificil de enraizar, a propagacgdo
vegetativa € possivel por estacaria (Alorda et al., 1987) e enxertia (Medrano et al., 1987). No entanto,
estas técnicas restringem a propagacdo em larga escala uma vez que o material vegetal obtido a partir de
arvores seleccionadas ¢ limitado. Por outro lado, a alfarrobeira apresenta uma variabilidade genética muito
grande, o que torna dificil perpetuar caracteristicas desejaveis pelos métodos convencionais de
melhoramento (Battle & Tous, 1997). A propagagdo in vitro desta espécie apresenta-se como uma
potencial alternativa aos métodos tradicionais de propaga¢do (Romano et al., 2002). No seguimento de
estudos anteriores com esta espécie, foi objectivo deste estudo comparar a composi¢do de macronutrientes
em diferentes meios de cultura, com a concentragdo desses nutrientes nas folhas de arvores adultas em
diferentes épocas do ano.

MATERIAIS E METODOS

Nos ensaios de enraizamento utilizaram-se rebentos com 3 cm de comprimento, seleccionados a partir de
culturas da cv. ‘Mulata’ em multiplicagdo em meio MS suplementado com 2.2 uM de BA (Romano et al.,
2002). Foram testados quatro meios de cultura para expressdo e desenvolvimento radicular: MS, 1/2MS





