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RESUMO

O fenémeno da vitrificagdao é caracterizado por um conjunto de alteragdes
morfolégicas, anatémicas e fisiolégicas que ocorrem frequentemente nos tecidos
em cultura in vitro e que comprometem a multiplicagdo do material vegetal
e o seu enraizamento e aclimatizagdo. Os tecidos vitrificados tém um aspecto
tirgido e hiperhidrico, sio facilmente quebradigos e apresentam cor verde pouco
intensa. Trabalhos anteriores indicaram que a vitrificagdo depende de um con-
junto vasto de factores como o nivel de reguladores de crescimento, factores
nutricionais, trocas gasosas entre o recipiente de cultura e o meio externo,
entre outros.

Com o objectivo de estudar a influéncia exercida na vitrificagiao pelo tipo
de recipiente de cultura in vitro e quantidade de reguladores do crescimento
presentes no meio, multiplicaram-se plantinhas de videira ( Vitis vinifera L.
cv. ‘Touriga Nacional’) em dois tipos de recipientes de cultura e em meio
de cultura com dois niveis hormonais distintos. Verificou-se que a utilizagao
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de recipientes que facilitam as trocas gasosas reduz a vitrificagio, o mesmo
acontecendo quando se reduz a metade o nivel hormonal do meio de cultura
de Murashige e Skoog. No entanto, esta redugao, a prazo inviabiliza a multi-
plicagdo do material, nio sendo por isso aplicdvel.

SYNOPSIS

Vitrification is the term generally used to characterise the morphological,
anatomical and physiological disorders frequently affecting plants during their in
vitro vegetative propagation as well as their rooting and acclimatization. The
so-called vitrified plants appear turgid, hyperhydric, easily breakable and pale
green. Previous work reported that vitrification depends on a vast amount of
factors such as, levels of growth regulators in the culture media, nutritional fac-
tors and gas exchange between the culture vessel and the external atmosphere.

In order to study the influence of the vessel type and level of growth regu-
lators in the culture media, plantlets of grape ( Vitis vinifera L. cv. ‘Touriga
Nacional’) were cultured in vitro in two types of vessels and in media with two
distinct levels of growth regulators. Reduced vitrification was observed when
the cuttings were placed in vessels that allow greater gas exchange and in MS
medium with half strength of growth regulators. However, this reduction is not
feasible in long term experiments due to a strong declining of the multiplication
rate.

1. INTRODUCAO

O termo vitrificagdo ou hiperhidratacao é geralmente uti-
lizado para caracterizar as diversas alteragoes morfolégicas, anaté-
micas e fisiolégicas que ocorrem frequentemente nos tecidos em
cultura in vitro durante a fase de multiplicag@o, e que afectam o
processo de micropropagacgao quer nas fases de multiplicacao quer
no enraizamento e aclimatizacdo (Gaspar, 1991; Ziv, 1991). As
plantas ditas “vitrificadas” tém um aspecto tirgido ou hiperhidrico
e apresentam superficies com aparéncia “molhada” e tecidos hipo-
lenhificados. Os seus orgaos apresentam-se transldcidos, de cor
verde pouco intensa e facilmente quebradigos (Kevers et al., 1984;
Piques, 1991). A nivel anatémico verifica-se que a maior parte
do meséfilo é constituido por parénquima lacunoso muito rico em
espacos intercelulares nos quais os gases sao substituidos por dgua
(Kevers et al., 1984; Vieitez et al., 1985), as paredes celulares e a
cuticula sdo pouco espessas (Gaspar, 1991) e as células guarda
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dos estomas nao funcionam correctamente, além da densidade es-
toméatica ser menor relativamente a de plantas normais (Majada
et al., 1995).

Estas anomalias manifestam-se principalmente a nivel foliar e
afectam os processos que se desenrolam nesses orgaos, nomeada-
mente as trocas gasosas (CO;, vapor de dgua) e a fotossintese.
Anomalias a nivel morfolégico surgem também nos caules, mas
em menor extensao. Os caules de “plantinhas” vitrificadas sao
largos e mais espessos e o comprimento dos entre-nds é menor,
comparativamente ao de plantas normais (Paques, 1991). Estas
desordens dificultam ou impedem o estabelecimento ez uvitro das
plantas micropropagadas (Ziv, 1991). Quando as alteragdes exis-
tentes nao sao demasiado profundas, o processo de vitrificagao
pode ser revertido: as novas folhas ou caules que se formam em
plantas vitrificadas, mas que foram transferidas para um meio
diferente ou para condigoes de estufa, apresentam frequentemente
uma anatomia idéntica a de plantas normais (Bottcher et al., 1988;
Vieitez et al., 1985).

Em fases iniciais, a vitrificagdo é caracterizada por uma hiper-
actividade dos tecidos, sendo o niimero de rebentos e produgao de
biomassa elevados; no entanto, em fases mais avangadas, a capaci-
dade de proliferagao diminui e as plantas tornam-se rapidamente
necréticas mesmo apds transferéncia para novo meio de cultura
(Paques, 1991).

Existe um conjunto de factores externos que parecem induzir
o aparecimento do fenémeno de vitrificagao. No entanto, vale a
pena referir que a origem e estado fisiolégico da planta-mae nao
interferem na vitrificagdo (Debergh et al., 1981). A maior parte
dos casos de vitrificagao ocorre com plantas cultivadas num meio
mineral completo, como o de Murashige & Skoog (1962) ou em
meios com elevada forga iénica. Existem algumas evidéncias que
sugerem que uma redugao ou anulagao da concentragao de agente
gelificante no meio agrava este fenémeno, apesar de aumentar a
taxa de propagacdo do material vegetal (Bottcher, 1988; Gaspar
et al., 1991).

A regeneracgao de rebentos 1n vitro necessita de uma constante
presenca de reguladores de crescimento no meio de cultura. Os
reguladores de crescimento mais frequentemente utilizados sao as
citocininas e as auxinas fornecidas em diferentes quantidades con-
forme a espécie e o tipo de ezplant (Ziv, 1991). O papel dos re-
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guladores na vitrificagao ainda nao foi suficientemente estudado,
sendo alguns resultados contraditérios. O papel das auxinas na
vitrificagao est4 pouco documentado e é mais frequente relacionar-
-se este fendémeno com as citocininas e o etileno. Tem sido sugerido
que a vitrificagao serd uma resposta a um excesso de citocininas e
que os efeitos benéficos de um aumento na concentragao de agentes
gelificantes sera devido a um decréscimo da disponibilidade desse
regulador (Gaspar, 1991).

Também a humidade relativa do ar no interior do recipiente
de cultura, que resulta de gradientes de temperatura e do estado
hidrico do meio, parece interferir na vitrificagao. A realizagao
de trabalhos onde se manipulou o gradiente de pressao de vapor
entre a folha e a atmosfera do recipiente de cultura conduziu a
hip6tese da humidade relativa (HR) elevada ser o agente causal
da vitrificagdo (Bottcher et al., 1988; Wardle et al., 1983). No
entanto, segundo Gaspar (1991), a HR podera ser um ampliador
mas nao um indutor do processo.

Presentemente aceita-se que a vitrificagao é o resultado de um
fenémeno de stress, onde varios factores (citocininas, NHJ , humi-
dade, etc.) actuam sinergicamente e em determinada sequéncia.
Neste sistema o etileno parece desempenhar um papel chave, ape-
sar da sua sequéncia de acgao ainda nao ter sido provada. De facto,
a atmosfera em recipientes de cultura onde se desenvolvem plantas
vitrificadas, comega por acumular etileno a uma taxa elevada, su-
postamente devido ao stress gerado pelos altos niveis de humidade
ou de reguladores do crescimento. Segundo alguns autores (Kevers
et al., 1984), um forte aumento de etileno desencadeia um processo
de retro-inibigao da sua sintese que faria baixar os seus niveis para
valores inferiores aos normais; como consequéncia, verifica-se uma
diminuigao da actividade de enzimas reguladas por esta hormona
gasosa e cujos produtos entram na constituicao da parede celular,
nomeadamente a lenhina.

A compreensao do papel desempenhado pelos varios factores
de cultura na promogao do desenvolvimento anormal é de um in-
teresse consideravel pois o conhecimento destas condigoes pode
fornecer os instrumentos necessarios para o controlo da morfogé-
nese tn vitro (Gaspar, 1991). Assim, a manipulagdo das condigoes
de cultura que diminuam a ocorréncia de vitrificagao podera con-
duzir a ganhos notéveis, uma vez que este fenémeno origina per-
das elevadas de material e logo prejuizos a nivel das empresas e
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laboratorios.

Neste trabalho procurdmos identificar as condigoes de cul-
tura, nomeadamente o tipo de recipiente e de tampa utilizado e
a concentragao hormonal do meio nutritivo, que permitam mini-
mizar a ocorréncia de vitrificagao dos tecidos de Vitis vinifera L.
durante a fase de multiplicagao, sem comprometer a sua taxa de
multiplicagao e aumentando assim o rendimento final.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. MATERIAL VEGETAL E CONDIQOES DE CULTURA

“Plantinhas” de videira ( Vitis vinifera L.) da variedade ‘Tou-
riga Nacional’ foram instaladas e multiplicadas in vitro a partir
de segmentos nodais provenientes de plantas de estufa obtidas por
micropropagacao. Os segmentos nodais foram desinfectados com
uma solugdo de lixivia comercial (com 5% de cloro activo) diluida
a 20%, durante 8 minutos e com agitacdo moderada. O mate-
rial foi entao lavado através de 3 passagens sucessivas por agua
destilada e desionizada e os explants foram isolados em condigoes
assépticas. Estes eram constituidos por segmentos do caule con-
tendo um gomo e parte do peciolo da folha respectiva e foram
colocados verticalmente em tubos de ensaio (T) contendo 20 ml
de meio de cultura e tapados com papel de aluminio (Tabela 1).
Os tubos permaneceram uma semana no escuro (para reduzir as
oxidagdes), a uma temperatura de 25°C+1°C tendo sido depois
transferidos para uma camara de crescimento onde se realizou
a fase subsequente de multiplicacao do material. Este material
foi multiplicado durante trés geragoes em tubos de ensaio tendo
sido em seguida transferido para frascos com tampa de polietileno
(Tabela 1).

Os meios de cultura utilizados continham os nutrientes inor-
ganicos de Murashige & Skoog (1962) (meio MS) e aditivos de
natureza vitaminica, hormonal e outros. Os reguladores de cresci-
mento adicionados ao meio de cultura foram utilizados em duas
concentragoes diferentes consoante o tratamento aplicado, estando
os valores apresentados na Tabela 2. O pH dos meios preparados
foi ajustado a 5,8, apds o que se adicionou gelrite na concentragao



152 ANAIS DO INSTITUTO SUPERIOR DE AGRONOMIA

de 2 g.17! e se procedeu 3 autoclavagem dos meios a 121°C durante
20 minutos.

TABELA 1
Caracteristicas dos recipientes utilizados na cultura tn vitro
Tipo de recipiente TUBO (T) FRASCO (F)
Material vidro vidro
Didmetro X altura (cm) 3,0 x 11,0 7,0 x 8,5
Volume de meio (ml) 20 60
n¢ de explants/recip. 1 3
Tipo de tampa aluminio polietileno
TABELA 2

Reguladores de crescimento utilizados nos diferentes tratamentos e durante a
fase de multiplicagdo

Reguladores de crescimento (uM) | Normal (N) Metade (1/2 N)
NAA 0,50 0,25
BA 5,00 2,50

Durante a fase de multiplicagao as plantas receberam um
fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas de escuro, tendo sido
iluminadas através de ldmpadas fluorescentes Osram L 58 W /21
Hellweiss Lumilux Cool White (Alemanha). A temperatura di-
urna foi de 25°C+1°C e a nocturna de 22°C+1°C. Os ciclos de
multiplicagao duraram em média 5 semanas.

2.2. AVALIACAO DOS TRATAMENTOS

Na altura das repicagens, para cada tufo resultante da rami-
ficagao do ezplant inicial, registaram-se os seguintes parametros:

- niveis de vitrificacao segundo a escala qualitativa apresentada
na Figura 1;

- nuimero de ramos axilares produzidos pelo ezplant inicial;

- nuimero de ramos axilares aproveitaveis por cada ezplant ini-
cial, onde nao se incluiam os ramos com sinais aparentes de
vitrificagao.
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FIGURA 1

Escala de vitrificagdo; A - Classe 0: “Plantinhas” sem sintomas externos de

vitrificagdo; B - Classe 1: “Plantinhas” com alguns sintomas de vitrificagdo,

nomeadamente folhas translicidas e hiperhidricas; C - Classe 2: “Plantinhas”
completamente vitrificadas




154 ANAIS DO INSTITUTO SUPERIOR DE AGRONOMIA

2.3. TRATAMENTO ESTATISTICO

O tratamento estatistico dos dados foi feito em Windows-
-Excel 5.0, tendo cada tufo resultante da ramificacao do explant
inicial sido analisado separadamente.

" A andlise dos dados referentes a escala de vitrificagao seguiu
conceitos de estatistica descritiva, tendo os restantes dados sido
sujeitos a testes de ajustamento a distribui¢do normal e construi-
dos intervalos de confianca a 95% de probabilidade para a média.

3. RESULTADOS

3.1. INFLUENCIA DOS RECIPIENTES DE CULTURA

Com o objectivo de estudar a influéncia dos recipientes de cul-
tura no fenémeno de vitrificagdo dos tecidos em cultura in wvitro,
realizou-se um ensaio onde as “plantinhas” foram multiplicadas
em dois tipos de recipientes e com diferentes niveis hormonais.
Os recipientes de cultura utilizados neste trabalho foram os tu-
bos de ensaio tapados com folha de aluminio e os frascos tapados
com polietileno (Tabela 1), permitindo estes ltimos maior faci-
lidade de troca de gases com o ambiente externo. Na figura 2
apresentam-se os resultados referentes a escala de vitrificagao nos
diferentes tratamentos ensaiados, donde se pode constatar que a
utilizagao de frascos conduz a um nitido predominio da classe 0O
de vitrificagao, o que nao se verifica no caso dos tubos, onde as
classes mais altas (1 e 2) apresentam uma expressao mais forte.
De referir ainda que durante os ensaios realizados se observou a
condensagao de vapor de 4gua nas paredes interiores dos tubos de
ensaio, fenémeno que nao ocorreu nos frascos.

3.2. INFLUENCIA DO NfVEL HORMONAL DO MEIO DE CULTURA

Com vista a estudar a influéncia do nivel hormonal do meio de
cultura na vitrificagao e proliferacao do material, durante a fase
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de multiplicagdo in vitro, realizaram-se ensaios com dois niveis
hormonais distintos tendo-se seguido a evolugao durante 10 ciclos
de multiplicagao. Os recipientes de cultura utilizados neste caso
foram os frascos.

FIGURA 2

Frequéncias relativas das diferentes classes de vitrificagdo, na 6* geragdo e
nas seguintes situagées: FN - frascos contendo meio com nivel hormonal
normal; FM - frascos contendo meio com nivel hormonal de metade; TN -

tubos contendo meto com nivel hormonal normal; TM - tubos contendo meio

com nivel hormonal de metade

0,9 -
0,8 -
0,7 -
0,6
0,5
0,4
0,3 -
0,2
0,1

'Ciiéss'e 0
OClasse 1
W Classe 2

Frequéncias relativas

FN FM TN

A recolha dos dados referentes a escala de vitrificagdo permi-
tiu o calculo das frequéncias relativas as quais estao representadas
nas figuras 3 e 4. Verifica-se que as plantas cultivadas em meio
1/2 N, no geral exibem menor grau de vitrificagdo do que as culti-
vadas em meio N. Para ambos os niveis hormonais a medida que o
nimero de repicagens aumentou, o grau de vitrificagao diminuiu.

Uma vez que a vitrificagdo é responsavel por perdas de mate-
rial que podem ser elevadas em certas espécies, serad conveniente
avaliar até que ponto a aplicagao de determinado nivel hormonal
ou a utilizagao de determinado recipiente, que reduzem os niveis
de ocorréncia deste fenémeno, nao comprometem o principal ob-
jectivo desta fase de micropropagagao: a multiplicagao de reben-
tos a uma taxa elevada. Para avaliar o rendimento da multi-
plicacao recolheram-se os valores do niimero de ramos produzidos
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FIGURA 3

Frequéncias relativas das diversas classes de vitrificagdo durante 10 ciclos de
maultiplicagdo e para o nivel hormonal normal (N)
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FIGURA 4

Frequéncias relativas das diversas classes de vitrificagdo durante 10 ciclos de
multiplicagdo e para o nivel hormonal correspondente a metade (1/2 N)
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em média por cada ezplant inicial e dentro destes o nimero de
ramos nao vitrificados, estando os resultados representados na

figura 5.
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FIGURA 5

Comparagdo entre as médias do nimero de total de ramos e o nimero de
ramos ndo vitrificados, produzidos por ezplant, durante 10 ciclos de
maultiplicagdo (representam-se somente as repicagens impares), para nivel
hormonal normal (A) e metade (B). Apresentam-se intervalos de confianga
para as médias a 95% de probabilidade
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Os ezplants multiplicados em meio com nivel hormonal nor-
mal (N) apresentaram uma taxa de multiplicacao bastante ele-
vada e sempre superior a registada em ezplants colocados em meio
1/2 N, nas repicagens respectivas. Em ambos os casos a taxa de
multiplicacdo sofreu um decréscimo a medida que o nimero de
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repicagens aumentou. No entanto, os erplants multiplicados em
meio 1/2 N, além de terem menor taxa de multiplicagao e reduzida
quantidade de rebentos utilizdveis, a partir da 9¢ repicagem apre-
sentam um aspecto clorético e crescimento e ramificagao reduzidos
ou mesmo nulos.

4. DISCUSSAO E CONCLUSOES

Estudos realizados por Kozai e seus colaboradores (1986) re-
veiaram que as trocas de CO; em varios tipos de recipientes tapa-
dos com diferentes materiais era bastante semelhante para os dife-
rentes tipos de recipientes desde que estes estivessem tapados com
o mesmo tipo de cobertura, ou seja a influéncia do volume de ar
no interior do recipiente era baixa. A taxa de troca deste gés, em
recipientes tapados com plastico era quase dez vezes superior a
de recipientes tapados com folha de aluminio. De Proft e colabo-
radores (1985) demonstraram também que a excessiva acumulagao
de etilenc nos recipientes pode ser evitada através da utilizagao
de tampas que facilitem as trocas gasosas com o exterior. Ke-
vers e colaboradores (1992) confirmaram a acumulagdo de etileno
em elevadas concentragoes no interior de recipientes de cultura e
que essas concentragoes sao variaveis com o tipo de recipiente e
modo de fecho deste. Também Fal e colaboradores (1995) con-
cluiram que é possivel reduzir o grau de vitrificagao de tecidos de
Dianthus caryophyllus através de uma reducao da quantidade de
etileno presente na atmosfera de cultura, aumento da ventilagao
ou aumento do volume de ar no recipiente. Estes e outros da-
dos levam-nos a pensar que as diferengas no grau de vitrificagao
observadas nos dois tipos de recipientes - tubos e frascos - nao
é devida propriamente a forma ou volume do recipiente, mas ao
tipo de cobertura que foi utilizado. Os tubos de ensaio ao serem
tapados com papel de aluminio, um material estanque aos gases,
nao permitiram a saida ou entrada destes, contribuindo para um
aumento da vitrificagao dos tecidos em cultura. Pelo contrério, os
frascos fechados com filme de polietileno, permitem a realizagao
de trocas gasosas entre o recipiente e o meio externo. Assim, a
utilizacao durante a fase de multiplicagao, de frascos com tam-
pas que facilitem as trocas gasosas permite de algum modo re-
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duzir alguns factores causadores ou ampliadores do fenémeno de
vitrificagdo, permitindo de certo modo controlar este fenémeno
(Bottcher et al., 1988; Gaspar, 1991). Este aspecto poderd ser
esclarecido através da quantificagao do etileno acumulado nos re-
cipientes em diferentes condigoes de cultura e com diferentes tipos
de tampas (Gaspar & Kevers, 1985; Kevers et al., 1984).

O efeito das citocininas presentes no meio nutritivo sobre
o fenémeno de vitrificagdo foi estudado por numerosos autores.
Aparentemente a vitrificagao podera ser uma resposta dos tecidos
a um excesso de citocininas; no entanto, verificou-se que alguns
rebentos vitrificam na auséncia destes compostos. Este facto levou
a hipétese destes compostos nao serem indutores do processo mas
actuarem sinergicamente com outros factores. O papel das auxi-
nas no fenémeno da vitrificagdo nao tem sido muito estudado; no
entanto, alguns autores sugerem que a vitrificagao podera depen-
der do balango hormonal entre citocininas e auxinas.

A redugao do nivel hormonal do meio de cultura MS aparente-
mente permite controlar a vitrificagao, reduzindo muito a incidén-
cia desta anomalia durante a fase de multiplicagao. Esta redugao
tem, no entanto, grandes inconvenientes a nivel do rendimento
da fase de multiplicagdo que se vé bastante penalizado nas plan-
tas multiplicadas em meio 1/2 N, nédo se revelando aplicavel na
pratica e a longo prazo. Em meio com 1/2 N verifica-se pois uma
menor produgao total de ramos, sendo no entanto a produtividade
bastante elevada. E de salientar que em ambos 0s casos a taxa
de multiplicagido sofreu um decréscimo a medida que o nimero de
repicagens aumentou, no entanto, o nimero de ramos nao vitri-
ficados manteve-se sensivelmente constante ao longo do tempo.
O decréscimo do nivel de vitrificagao a medida que o nimero
de repicagens aumentou pode estar relacionado com o facto de
em cada repicagem se ter realizado uma selecgao do material no
sentido de utilizar somente plantas nao vitrificadas, resultando a
prazo no menor grau de vitrificacao das plantas em estudo. Estes
e outros resultados parecem indicar que o controlo da vitrificagao
dos tecidos deve basear-se na manipulacao das condigoes da at-
mosfera de cultura, por exemplo, através da utilizagao de recipi-
entes com filtros de ventilagao (Majada et al., 1995) ou de tampas
permeaveis aos gases.
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