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SUMARIO

CASSANA, F.F. Universidade Federal de Pelotas, |Abde 2007.
Caracterizacdo fotossintética e do desenvolvimentde plantas de batata-
doce cultivadasin vitro e aclimatizadas.Orientador: José Antonio Peters. Co-
orientadores: Marcos Antonio Bacarin e Eugeniardd®olacel Braga.

A batata doce é uma espécie de expressao econguna@presenta varios fatores
que limitam sua produtividade, dentre os quaisestaga a utilizacdo de ramas e
raizes para a obtencdo de mudas, que favorecesamiiimcdo de doencas,
principalmente viroses. Desta forma, a técnicaullei@ de tecidos € de extrema
importancia para producdo destas mudas, com altdidgde genética e
fitossanitaria. Entretanto, fatores bioquimicos mbi@ntais interem no
metabolismain vitro, dificultando o estabelecimento das plantas darantase
de aclimatizac&do. O objetivo deste estudo foi aaal influéncia da sacarose e
da densidade de fluxo de fétons no desenvolvimemtana capacidade
fotossintética de plantas de batata doce cultivadagtro e aclimatizadas. A
densidade de fluxo de fétons de 42 pmét s maximizou o crescimento e
desenvolvimento e o0 acréscimo na concentracao @cs® proporcionou um
aumento significativo nos teores de pigmentos &ddticos, como no aumento
da biomassa das plantas. Para a determinacao dasecsticas fotossintéticas
folnas geradasn vitro e ex vitro foram monitoradas sob o aspecto da
Fotossintese Potencial e Fluorescéncia das ClasofilOs resultados
demonstraram que a concentracdo de 20 dd_sacarose e a densidade de fluxo
de fétons de 21 pmol ™ s* proporcionaram condicbes fisiologicas que
permitiram uma adaptacdo mais eficiente durantdimatizacdo. Por outro lado,
ndo ocorreu efeito dos tratameniosvitro na performance fotossintética das
folhas geradaex vitro.
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SUMMARY

CASSANA, F.F. Universidade Federal de Pelotas, I8807.Characterization
photosynthetic and of the development of sweet pdta cultivated in vitro
and aclimatized. Adviser: José Antonio Peters. Co-advisers: Mar&otonio
Bacarin e Eugenia Jacira Bolacel Braga.

Sweet potato is a species of economical importémaiepresents several factors
that limit its productivity, of which the main omethe use of shoots and roots in
order to obtain plantlets, favoring diseases digsation, mainly viruses.
Therefore, the tissue culture is of great importafoe the production of plantlets
with improved genetic and phyto-sanitary qualitielewever, biochemical and
environmental factors interfere in the metabolism vitro, hindering the
establishment of the plants during the aclimatimaphase. The objective of this
study was to analyze the influence of the sucroskead the photon flux density
in the development and in the photosynthetic capamfi sweet potato plants
cultivated in vitro and aclimatizated. The phottnxfdensity of 42 pmol s
maximized growth and development and, the incréaseicrose concentration
allowed a significant increase in photosynthetignpént contents as well as an
increase of plant biomass. For the determination tlegé photosynthetic
characteristics (Potential Photosynthesis and Gployll Fluorescence) were
monitored in leaves generated in vitro and ex yaifter transferring the plants to
a greenhouse. The results demonstrated that thessuconcentration of 20 g'L
and the photon flux density of 21 pmoFra® provided physiological conditions
which allowed a more efficient adaptation duringclecatization. However,
there was no effect of in vitro treatments in th®fosynthetic performance of
leaves generated ex vitro.



INTRODUCAO GERAL

A origem da batata-docéppmoea batatas L.) € discutida pelos historiadores
e pessoas interessadas no assunto. Alguns estidmssideram que a origem da
batata-doce seja do continente africano, onde tdizada pelos nativos, sendo,
apés muitos séculos, levada para a América e &xuidros consideram que a
batata-doce € originaria das Américas Central 8udpsendo encontrada desde a
Peninsula de Yucatam, no México, até a ColombiatBede seu uso remontam
de mais de dez mil anos, com base em analise deabatecas encontradas em
cavernas localizadas no vale de Chilca Canyon, @wm,Pe em evidéncias
contidas em escritos arqueolégicos encontradoggida ocupada pelos Maias,
na América Central (Silvat al., 2002). Outro argumento a favor da origem
latino-americana € o fato de existir mais de dwerspécies de batata-doce no
continente americano, enquanto que na Africa, Aduropa, ocorrem cerca de
cem (Barrera, 1986).

A batata-doce é uma planta dicotiledonea, pertéacedn familia
Convolvulaceae, que agrupa, aproximadamente, 5@rg&re mais de 1.000
espécies sendo, h batatas, a Unica com cultivo de expressdo econdmica
(Edmond & Ammerman, 1971). E uma planta herbacaamalmente com habito
de crescimento rasteiro, mas podendo também séo exe intermediario

(Ritschelet al., 1999), com ramificacdes de tamanho, cor e pidmdvariaveis;
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folhnas largas com tamanhos e recortes diferenfesesf hermafroditas de
fecundacéo cruzada e fruto do tipo capsula deisaarh até quatro sementes de
cor castanho-claro (Edmond & Ammerman, 1971).

A batata-doce é cultivada em 111 paises, send@ppoximadamente 90%
da producéo é obtida na Asia, apenas 5% na AfrE% @o restante do mundo.
Apenas 2% da producdo estdo em paises industti@izaomo os Estados
Unidos e Japao. A producdo mundial de batata-dacano de 2004, foi de 127
milhdes de toneladas em uma area de aproximadar@emithdes de hectares
(FAOSTAT, 2005). A China ocupa o primeiro lugar érea plantada (5,3
milhdes de hectares) com uma producdo de 106 msilhde toneladas
(FAOSTAT, 2005). J4 no Brasil, a area plantada essa hortalica foi de 43.000
hectares, colocando o pais no 19° lugar dentraise$ produtores e, em termos
de producao, ocupa a 162 posicao com 495 mil tdaglgdFAOSTAT, 2005).

No Brasil, a batata-doce é cultivada em todas g®es. Embora bem
disseminada no pais, esta mais presente nas r&jibesNordeste, notadamente
nos estados do Rio Grande do Sul, Santa Catadmnan®, Pernambuco e Paraiba
(Silva et al., 2002). O perfil das regiées produtoras no paieczoh regiao Sul
em primeiro lugar, responsavel por cerca de 55%rdducédo nacional, seguida
pela regido Nordeste com uma participacéo de 2R@GTAT, 2005).

A batata-doce constitui um alimento altamente efterg, rico em
carboidratos (superior a 30% em média em peso daarieesca) e boa fonte de
vitaminas, principalmente B e C (Folquer, 1978)erAldisso, as cultivares de
polpa amarela apresentam elevados teorgsaotenos, substancia precursora
da vitamina A, de grande importancia nutricionaindustrial (Corréaet al.,
2003). Levando-se em conta a grande limitacdo spodibilidade de outros
alimentos em periodos criticos de estiagem prolbenga cultura da batata-doce
assume maior importancia social no nordeste bnas{l®agalhdes, 2005). Além
disso, quando comparada com as culturas de arammnb, milho e sorgo, a
batata-doce € mais eficiente em quantidade de iankggida produzida por
unidade de area e tempo (Silea al., 2002), sendo capaz de nutrir mais

individuos por hectare que qualquer outra esp&¢am(fe, 1992).
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Além do uso para alimentagdo humana e animal,nsefarmain natura ou
industrializada, a batata-doce apresenta poteparal producédo de biomassa na
fabricacdo de etanol e metano (Smith & Frank, 198m disso, alguns paises,
como os Estados Unidos e Japao industrializam lesgalica na forma de
xaropes, geléias, sorvetes, corantes, tecidos,vadegylucose, alcool, entre
outros (Mirandaet al., 1995).

Os métodos vegetativos, por meio de ramas e raizesrosas, Sao
tradicionalmente empregados na propagacédo da d{ukteda (Folquer, 1978).
Porém, estes métodos apresentam sérios problearase @s quais se destaca a
dificuldade de conservacao do material, dissemmad@ pragas e doencas,
pequena capacidade multiplicativa do material digpd, desuniformidade nos
plantios e baixa produtividade (Corréaal., 2003). Além disso, o material de
propagacao pode sofrer degenerescéncia em dedardgnacumulo de doencas,
principalmente as de origem virética (Sibtaal., 1991).

Durante a culturain vitro, a capacidade dos explantes sobreviverem,
desenvolverem e se multiplicarem é consequénciaades fatores, como o
genético, o estado fisioldgico, a composicdo doondkei cultura e as condicdes
ambientais de cultivo (Pereirg al., 2003). O uso de um meio de cultura
apropriado para cada fase do cultivo € condicamdadevendo proporcionar os
nutrientes necessarios ao metabolismo das célelgstais em cultivo para o
crescimento e diferenciacdo dos tecidos (Koztaral., 1997). Entretanto, a
exploracdo do processo de micropropagacdo, muéassy € restringida pelos
custos de producéo, especialmente os relacionadoses de cultura (agentes
geleificantes), pela contaminacdo e também pelatapalevido a baixa taxa de
sobrevivéncia durante a aclimatizacao (Setah., 2000; Martin, 2004).

A fonte de carboidrato € de extrema importancia pamorfogénes vitro
(Romanoet al., 1995). As plantas crescidas em um meio contesabarose
podem exibir baixa competéncia fotossintética quatmmparadas com plantas
crescendan vivo (Lesset al, 1991 apud Seost al., 2000), visto que os niveis de
carboidratos normalmente usados em cultura deaggiddem inibir a sintese de

clorofila. De acordo com Kozai (1991), na presedeaacucar, as plantas nao
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desenvolvem capacidade fotoautotréfica, podendsacatrescimento reduzido e
morte de plantas durante a fase de aclimatizac&simi a adicdo deste
carboidrato ao meio de cultura pode afetar negasvie o crescimento de
plantas e o processo fotossintético (Katail., 1995; Serreét al., 1997); porém
outros autores verificaram que a fonte exdgena cd@cam estimulou o
crescimento e a fotossintese, como no cuitivatro de tabaco (Furbandt al.,
1997; Tichéet al., 1998), beterreba (Kovtun & Daie, 1995) e ba(&aurnacet
al., 1991). De acordo com Let al. (2001) esta contradicdo na literatura
provavelmente reflete os mdultiplos papéis dos aescaoliveis na fisiologia
celular, por prover substratos para sintese de amedéculas e também por
servir como um sinal molecular para a regulacdoedeimas chaves do
metabolismo do carbono. Estes mesmos autores,|hasold com plantas de
tomate, sugerem que a fonte exdgena de sacarose gbetr diretamente o
crescimento e a fotossintese de plantas cultivadastiro de acordo com as
condicdes de densidade de fluxo de fotons e coraggat de gas carbonico.

Da mesma forma, fatores ambientais, como a luzempodnhfluenciar
diretamente a cultura de tecidos. A intensidaderniaosa é mais importante que a
qualidade e fotoperiodo, pois quanto maior a lgiante, mais intensa também
sera a fotossintese, sendo esta afirmacédo cortéteceamto limite, pois a
intensidade luminosa pode ser prejudicial apdésatalter atingido seu ponto de
saturacdo luminica, caracterizado pelo mais alt@u grde atividade
fotossintetizante (Linhares & Gewandsznajder, 199&sim, por um lado a
densidade de fluxo de fétons fornecida em excessequerido para assimilacao
de gas carbbnico, pode desencadear processosodehbigio como a producao
de espécies reativas de oxigénio (Seatrat., 2001; Carvalho & Amancio, 2002;
Horton & Ruban, 2005). Por outro lado, baixo flude fotons, aliado a baixa
disponibilidade de gas carbénico e a alta concefidrde aclcar no meio durante
a culturain vitro, pode gerar condicfes heterotroficas (Amaetca., 1999).

Grout (1988) agrupou as plantas cultivadas em rasggptico em duas
classes. Na primeira, plantas cujas folhas formadasdesenvolvem capacidade

fotossintética, quando crescendo em meio conteadarase (heterotroficas e
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mixotroficas) e, na segunda encontram-se as platdaptadas para condi¢cdes
autotréficasin vitro que, apesar das condicdes artificiais de cultivajem
apresentar uma significante taxa fotossintética.

Além dos fatores genéticos, fatores bioquimicombi@entais interferem na
culturain vitro, afetando o crescimento e a fisiologia de plantasa&brdo com
0 exposto acima, tanto a sacarose como a densittaflexo de foétons a que
plantas sdo submetidas durante o cultiveitro, influenciam o crescimento, o
desenvolvimento e a formacdo do aparato fotoswiojésendo seus efeitos
observados até mesmo apls a aclimatizacdo. Tamkiste eontradicdo na
literatura a respeito da necessidade ou nao deocsacao meio de cultivo e do
indicativo de que a alta densidade de fluxo denftpode causar danos ao
aparato fotossintético das folhas de plantas @dtsin vitro, inibindo a
fotossintese liquida das mesmas.

Assim, o objetivo desta pesquisa foi analisar duémicia de fatores
bioquimicos e ambientais no desenvolvimento detpéade batata-doce, cultivar
ILS19, visando alta eficiéncian vitro, relacionando-a com as alteracoes
fisiolégicas, sob o0 aspecto fotossintético, ocasgidnas mesmas apos a
aclimatizacao.



CAPITULO 1

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS E TEOR DE PIGMENTOS
CLOROPLASTIDICOS EM PLANTAS DE BATATA-DOCE cv. ILS1 9
CULTIVADAS IN VITRO SOB DIFERENTES CONCENTRACOES DE

SACAROSE E DENSIDADES DE FLUXO DE FOTONS

INTRODUCAO

A batata-doce € a sexta hortalica mais consumid@nasil, sendo uma
cultura tipicamente tropical e subtropical, rusticaa resisténcia contra a seca e
ampla adaptacéo (Silvet al., 2002; Magalh&es, 2005). Apresenta custo de
producao relativamente baixo, com investimentosmug, e de retorno elevado,
sendo uma das hortalicas com maior capacidadeodezor energia por unidade
de area e tempo (Sihgh al., 2002). Entretanto, varios fatores séo limitapies
a producdo da cultura da batata-doce. Por ser utivocuustico e pouco
exigente, sao raros os investimentos e uso deltegas (Garciaet al., 1989) e,
consequientemente, o processo de multiplicacédo ateget através de ramas e

raizes, para a producdo comercial, pode acumulatte egeracdes de
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multiplicacéo, diversos patdégenos, principalmeniieisy (Castroet al., 1999;
Silva et al., 2002). Para Bowkamp (1985), praticamente todasuldivares de
batata-doce cultivadas no sul do Brasil estdo fafls por um ou mais virus,
apresentando sintomas que correspondem a varios tip cloroses foliares,
malformacdo de folhas e diminuicdo do crescimefonforme Magalhdes
(2005), a qualidade fitossanitaria de um campo delycdo da batata-doce
dependera da qualidade fitossanitaria do materiedado na propagacao.

Uma das estratégias para contornar essa limitagdoratlucdo de mudas
com alta qualidade genética e fitossanitaria é @ des métodos de cultura de
meristemas e de propagacidovitro (Madeiraet al., 2005; Magalhaest al.,
2006), pois conforme Souza (1990) a cultura de stemas possibilita a
obtencdo de mudas livres de virus e outros patégerabilizando a producéo de
grande numero de plantas que podem ser utilizagl@asgpformacdo de matrizes
com todo o potencial genético.

A cultura in vitro de plantas € uma técnica que ndo apenas apresenta
importancia préatica na area florestal e agricolas também na ciéncia basica,
sendo, dentro da biologia de plantas uma das &nmais polivalentes (Kozai &
Kubota, 2001; Amaral, 2003). No campo da aplicdg@sica, a cultura de tecidos
da suporte técnico também a bioquimica, fisiologeyetal, fitopatologia,
citogenética, melhoramento genético de plantasndeologia, obtencédo de
plantas livres de doencas e micropropagacdo, basead fenbmeno de
totipoténcia das células vegetais, isto €, na didpde de uma Unica célula se
diferenciar formando uma planta completa (Pete986;1Kozai, 1988; Amaral,
2003).

Conforme Grattapaglia & Machado (1990), a varidbilie na resposta
morfogenétican vitro, que existe ndo apenas entre espécies, mas taddndro
de cada gendtipo, leva a necessidade de se defipiretocolos diferenciados.
As diferentes fases da organogénese e os diferpriesssos que ocorrem em
nivel celular durante a regeneragéovitro sdo influenciados bioquimicamente
pela composicdo mineral, vitaminas, fontes de ae8ca& reguladores de

crescimento, além dos estimulos ambientais aossqoai explantes sao
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submetidos, como quantidade e qualidade de luzpdmtura, umidade e
concentragcdo de GO entre outros (Carvalhat al., 2001; Peres, 2002;
Semoradovét al., 2002). Dessa forma, o controle adequado dessakcoes é
determinante para o sucesso da regeneracao eloadifmin vitro.

Células, tecidos e plantas cultivadias vitro ndo encontram condicoes
adequadas de iluminacdo e concentracdo de gasnmarbé, as vezes, néo
apresentam teores de clorofila suficiente pardazegafotossintese que sustente
seu crescimento (Torreg al., 2001). Desta forma, as células possuem o
potencial para a fotossintesevitro, mas o crescimento da maioria das culturas é
sustentado pela fonte de carbono adicionado ao deeicultura (Kozai, 1989;
Caldaset al., 1990; Torret al., 2001), sendo a sacarose 0 acucar mais utilizado
na micropropagacdo em concentracbfes que variam de3% (George &
Sherrington, 1984; Floret al., 1999). Entretanto, sua necessidade vem sendo
discutida por alguns autores, pois 0s niveis dareae, normalmente usados em
cultura de tecidos, podem inibir a sintese de &lar¢George e Sherrington,
1984). De acordo com Kozai (1991), na presencacgieaa as plantas ndo
desenvolvem capacidade fotoautotrofica, podendoeseptar crescimento
reduzido e morte das mudas durante a fase de &eklg@. Conforme
Grattapaglia & Machado (1990), concentracdes dareae inferiores a 2%
podem resultar em clorose das culturas e concéesagcima de 4% podem
elevar excessivamente o0 potencial osmotico do maldicultando o
desenvolvimento do materikal vitro.

Além dos fatores bioquimicos e de nivel celulaadis acima, condicbes
ambientais, como a luz, podem influenciar a taxa nagtiplicacdo e o
crescimentadn vitro (Radmanret al., 2001) e, também pode exercer um efeito
pronunciado no desenvolvimento foliar, modificandaracteristicas como a
espessura foliar, a diferenciacdo do mesdfilo, seneolvimento vascular, a
divisdo celular e o desenvolvimento dos estomdasthéudo & Fronda, 1993).
Além de influenciar no crescimento e na prolifeacdas brotacdes, a

intensidade luminosa pode afetar diretamente adcém de raizes, podendo,
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também, quando em excesso, reduzir a formacdo eamas (Economou &
Read, 1987).

A densidade de fluxo de fétons necesséria pardt@a&in vitro difere entre
0s estagios de micropropagacdo, o tipo de explanss diferentes espécies
vegetais (Zimmerman, 1981; Economou & Read, 19Bii)retanto as respostas
fotomorfogénicas ndo sado relacionadas somenterdidade (densidade de fluxo
de fotons) e duracdo (fotoperiodo), mas também m@posicdo espectral
(comprimento de onda) da luz (Economou & Read, 198Wa intensidade,
qualidade e duracdo afetam particularmente o psocdstossintético e o0s
processos mediados pelo fitocromo (Amaral, 2008%iA, a densidade de fluxo
de fétons e o comprimento de onda podem ter efpisiivos e/ou negativos no
cultivo in vitro (Seabrook, 1987; Kozait al., 1991; Kodim & Zapata-Arias,
1999).

Desta maneira, 0 objetivo do presente estudo faliavo crescimento e
desenvolvimentan vitro de plantas de batata-doce, cv. ILS19, submetidas a
diferentes densidades de fluxo de fétons e difesenbncentracdes de sacarose

no meio de cultura e seus efeitos sobre os teerpgychentos cloroplastidicos.
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MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratéri€dikura de Tecidos de
Plantas do Departamento de Botanica do Institut@idegia da Universidade

Federal de Pelotas.

Multiplicacdo do material vegetal e instalacdo dosxperimentos

Para a realizacdo desta pesquisa foram utilizaldedas de batata-doce,
(I. batatas), cv. ILS19, oriundas da cultura de meristemaspaitir desta
cultura, foram realizadas varias multiplicacfegs, ppeio de segmentos nodais
com cerca de 1 cm de comprimento, em meio MS (Nhigas& Skoog, 1962)
suplementado com 0,5 mg'Lde benzilaminopurina (BAP) e 30 g'lde
sacarose até a obtencdo da quantidade de plamssagas para a instalacao

dos experimentos.

Crescimento e Desenvolvimentm vitro

Segmentos nodais de batata-doce, com cerca ded& comprimento, foram
utilizados como explantes e inoculados em meios ktHitendo diferentes
concentracdes de sacarose (Reagen) (5, 10, 20,4B0gel’"). Aos diversos

meios foram acrescentados 100 mi§de mio-inositol e 0,5 mg tde BAP
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(Sigma), sendo o pH ajustado para 5,8 antes daadi agar (7 g'1). Os meios
foram distribuidos em erlenmeyers de 250 mL e aschs vedados com algodao.
A esterilizacdo dos meios de cultura foi feita patoclavagem a 121°C e 1,5
atm, por 20 minutos.

O cultivoin vitro foi realizado, durante 60 dias, em sala de crestioncom
fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 25°C durante o periodo claro e 23
1 °C durante o periodo escuro e sob diferentesdietes de fluxo de fotons: 14,
21, 42 e 6Qumol m? s, determinadas através de um sensor quantico (iéehsa

QSRED) e fornecidas por lampadas fluorescentesdttudia especial”.

Variaveis e delineamento experimental

No primeiro experimento, caracteristicas morfolaégiéoram avaliadas por
meio das médias das seguintes variaveis: altupmda aérea, numero de folhas,
comprimento do sistema radicular, nUmero de raémes, foliar e massa seca da
parte aérea e do sistema radicular.

A altura da parte aérea foi determinada a partimédida entre a base e o
apice do caule, enquanto que o comprimento médigsistema radicular foi
obtido da base do caule ao apice radicular de reazlaambos expressos em cm.

Para a determinacdo da éarea foliar foi utilizado imbegrador de éarea
modelo LI3000, sendo essa expressa end. dhara esta avaliacdo, foram
utilizadas quatro repeticées contendo 25 folhaa.cad

Para a determinacdo da massa seca, a parte aesspdoada do sistema
radicular, os quais foram acondicionados separaci@rem sacos de papel e
colocados em estufa de secagem a 70 °C, por uodpeile 72 horas, sendo 0s
valores expressos em mg por planta.

Um segundo experimento foi realizado para quaagfo dos teores de
pigmentos cloroplastidicos (clorofilas e caroter8itbtais). Para extracdo destes
pigmentos folhas frescas foramaceradas (aproximadamente 150 mg) com
acetona 80% gelada, em almofariz com auxilio dé@isendo, posteriormente,

os extratos filtrados em funil com papel filtro earsferidas para baldo
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volumétrico (25 mL), em sala com luz verde. Osdgsatos pigmentos presentes
nos extratos foram medidos, por meio de leituras atbsorbancias, em

espectrofotbmetro UV-VIS, nos comprimentos de ahel®63 nm, 645 nm para

o calculo dos teores das clorofilas e 470 nm parloulo dos teores dos

carotenoides e calculados, conforme Lichtenthdl@87), utilizando as seguintes
equaces, dadasem  pghmL

Clorofilaa: 12,23 Agz— 2,79 Ass

Clorofilab: 21,50 As— 5,10 Ags

Clorofila total: 7,15 Aez+ 18,71 Ays

Carotenoides totais: (100Q,A— 1,82 Chla — 85,02 Chb) /198

Os valores foram corrigidos para miligramas de jgigim fotossintético por
grama de massa fresca através da multiplicacdesidtado pelo volume final
do extrato (mL), dividido pela massa fresca (g)utiglicado por 0,001, sendo o
resultado final expresso em miligramas de pigm@otograma de massa fresca
(mg g* MF).

O delineamento experimental utilizado em cada ex@eito foi
inteiramente casualizado, em esquema fatorial $e®do cinco concentracdes de
sacarose e quatro densidades de fluxo de fétoms, Torepeticbes. Cada
repeticdo foi constituida por 5 explantes, totaldta25 explantes por tratamento.
Todos os experimentos foram repetidos duas vezes.

A analise estatistica foi realizada pelo Sistemadalise Estatistica para
Microcomputadores — SANEST (Zonta & Machado, 19&7)as médias

comparadas pelo teste de Tukey, com 5% de protbattdide erro.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Em relacdo as densidades de fluxo de fétons esisdadbservou-se que
42 umol m? s' determinou maior altura da parte aérea, em todas a
concentracdes de sacarose, embora ndo diferinddsgesamente dos demais
fluxos quando utilizado 5 gt deste carboidrato (Tabela 1). Em todas as
densidades de fluxo de fotons, a altura da partsaa® final do cultiven vitro,
foi maior nas concentragdes mais elevadas de s&casendo 12,86 vezes maior
em plantas cultivadas sob 40 § ém relacdo a 5 g1, sob a densidade de fluxo
de fétons de 14imol m? s* (Tabela 1). Estes resultados estédo de acordo com
Nicoloso et al. (2003), os quais estudaram o efeito de doses tsfode
carboidratos no crescimento de plantas de ginseaglldiro [Pfaffia glomerata
(Spreng.) Pedersen] cultivadas vitro, e verificaram que a altura média das
brotacbes e altura da maior brotacdo aumentaram comcréscimo da
concentracédo de sacarose (de 30 até 60)gA maior altura média da parte
aérea (6,20 cm), obtida sob gol m? s* e 40 g [* de sacarose, foi similar a
obtida por Souza (1990) para a multiplicagéovitro desta mesma espécie,
mesmo quando utilizando o meio de cultura MS, cafde30 g [* de sacarose,
10 mg L* de &cido giberélico e fluxo de fétons de 53,8®l m* s™.

Fuenteset al. (2005), trabalhando com crescimemitovitro de plantas de

coco sob diferentes concentracdes de sacarosererdds densidades de fluxo
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de fotons, observaram que baixas densidades de fliex fotons e baixas
concentracdes de sacarose proporcionavam planiasesjaenquanto que altas
concentracdes deste agucar, no meio de cultivoziadnenor crescimento. No
presente estudo, a altura da parte aérea foi rsatr42umol m? s?*, sendo
similares aos obtidos pelos autores citados aaiist, que a baixa densidade de
fluxo de fétons utilizada pelos mesmos foi de @iol m? s’. Entretanto,
observou-se que quanto maior a concentracdo deosacanaior foi a altura
média da parte aérea das plantas de batata-déeesntdémente dos resultados
obtidos por Fuentest al. (2005), que relataram que sob @@ol m? s* as
plantas cultivadas em concentracdes extremas darosac(0 ou 90 g )
mostraram menor altura da parte aérea do que asvidgidas em 22,5 ou 45,0
g L™ de sacarose.

Observou-se, neste estudo, que o numero medio ldasfpor planta foi
maior e praticamente constante sob a densidadexaede fotons de 4gmol m
2 s, ndo havendo diferencas significativas entre asamtracdes de sacarose
(Tabela 1). Entretanto, nas demais densidadesuge fle fétons foi observado
que o0 acréscimo da concentracdo de sacarose promoke aumento
significativo do nimero de folhas, sendo que solu®®l ni* s* o nimero de
folhas foi 4,23 vezes maior em 40 @ kem relacdo a menor concentracdo de
sacarose. Estes resultados diferem dos resultdédio®® por Ambrosio & Melo
(2004), os quais indicaram uma reducdo no numerdoltb@as de plantas de
Nephrolepis biserrata (Sw.) devido ao aumento da concentracdo de sacaosse
meios de cultura. Ja no estudo desenvolvido poaz@dnea (2006), o nimero de
folhas por brotagcdo de macieira foi estatisticameniperior aos demais no
tratamento com 14imol m? s?, ocorrendo uma reducdo significativa com 60
umol m? s?, independente do meio de cultura utilizado. Fuedtel. (2005)
salientaram que o numero de folhas de coco foadéehegativamente somente
quando plantas foram submetidas a concentracoesnmead de sacarose (0 ou
90 g L!). No presente trabalho, uma reducdo brusca do neide folhas foi
observado quando plantas de batata-doce foramdaargim 5 g L de sacarose

associado as densidades de fluxo de fétons extrétdasu 60umol m? sb),
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enguanto que os maiores valores foram encontrawlosltivo contendo 40 g't
de sacarose, sendo que ndo houve diferencas cigvidis entre as densidades de
fluxo de fétons nesta concentracéo de acucar (adbel

Observacdes visuais permitiram verificar que plmialtivadas sob menor
fluxo de fétons (14umol m? s') e menor concentracdo de sacarose (57 L
apresentavam caules mais finos, flexiveis e deragdo verde-clara, enquanto
que nos tratamentos com maiores concentracfes derosa e maiores
densidades de fluxo de fétons, as plantas apresanteaaules mais rigidos, com
maior diametro e de coloracdo marrom. Resultadaselbantes foram
observados por Radmanéa al. (2001) e Zanandrea (2006), trabalhando
respectivamente, com multiplicacdo vitro de Gypsophila paniculata e de
brotos de macieira sob diferentes densidades xe<flde fotons.

Em relagdo ao comprimento do sistema radicular, foé@m observadas
diferencas significativas entre as densidadesuwte flie fotons quando as plantas
cresceram no meio de cultivo contendo 5 ou 40'gle sacarose (Tabela 1).
Nestas concentracdes observaram-se 0S menoresTRioes valores para o
comprimento do sistema radicular, respectivamedés demais concentracoes
deste acucar, a densidade dawtl m? s* proporcionou 0 maior comprimento
meédio do sistema radicular, apesar de nao difigmifecativamente da densidade
de fluxo de fétons de 2amol m? s* nas concentracdes de 10 e 30 fde
sacarose, bem como da densidade demdl m? s*na concentracdo de 10 & L
de sacarose (Tabela 1). George (1996) relata que fermacao de raizasvitro
h&d necessidade de energia e carboidratos, sende feshecidos através da
fotossintese (em condi¢Bes autotroficas) ou oriuelaima fonte exdégena de
acucar (em sistemas heterotréficos ou mixotréficdsyarbono exégeno no meio
de cultivo serve como fonte de energia, influerdiam fisiologia da planta,
diferenciacdo e crescimento dos tecidos, inducd@iifeeenciacdo de 6rgéaos e,
para a maioria das espécies, a formacdo de ratoee@ela adicdo de 20 a
30 g L' de sacarose (George, 1996; Leital., 2000).

Com os resultados obtidos neste trabalho foi peksierificar que o

comprimento do sistema radicular das plantas datddbce aumentou com o
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acréscimo de sacarose no meio de cultivo (Tabel@dl)za (1990) verificou que
as plantas de batata-doce apresentavam raizes dsamvdlvidas, compridas e
ramificadas nos meios em que foi utilizado somentido giberélico. Neste
estudo, em que foi utilizado BAP como regulador cdescimento, estas
caracteristicas de raiz estavam presentes em planlivadas com as maiores
concentracdes (30 e 40 J)Lde sacarose (Tabela 1).

Quanto ao numero de raizes, ndo houve diferengadicitivas entre as
densidades de fluxo de fétons utilizadas, com é@ee 6Qumol m? s* que foi
significativamente menor que as demais densidagesido utilizado 20 g't.de
sacarose. Nesta mesma densidade de fluxo de fatéosforam observadas
diferencas estatisticas entre as concentracdes @@ & 20 g ! de sacarose,
ocorrendo, no entanto, um aumento significativandmero de raizes quando as
plantas foram cultivadas em 30 e 40 § de sacarose (Tabela 1). Em todas as
densidades de fluxo de fétons, baixas concentrad@esacarose (5 e 10 ¢')L
induziram um ndmero de raizes significativamentenaneque as demais
concentracdes deste acucar (Tabela 1). Conformé&dten (1988), quando o
suprimento de fotossintatos € insuficiente, ndfolrdacéo de raizeas vitro.

A presenca de sacarose a partir de 30'griostrou-se fundamental para o
desenvolvimento das raizasvitro, tendo em vista que, o comprimento médio
do sistema radicular, bem como o nimero médio idegsdormadas nas plantas
crescidas sob baixas concentracOes de sacardsastante inferior aos formados
nas demais concentracdes deste acucar. Os daddesodfio concordantes com
as afirmacdes de varios autores de que a presercaxiobidrato é essencial para
0 enraizamenton vitro de muitas espécies (Sriskandarajah & Mullins, 1981;
George & Sherrington, 1984; Grattapaglia & Machad®90). Entre as
densidades de fluxo de fétons, 4@nol m? s' proporcionou o maior
comprimento do sistema radicular (23,43 cm) e cwmaimero de raizes (2,14)
por planta (Tabela 1).

Observou-se que a densidade deuftbl m? s* determinou a maior area
foliar quando as plantas foram cultivadas com 40'gle sacarose (5,16 &n

Neste mesmo fluxo de foétons, observou-se o mendor vide area foliar
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(0,16 cnf), quando as plantas foram cultivadas com 5'glé sacarose, mas nédo
diferindo estatisticamente dos demais fluxos denf®t(Tabela 1).

Nao foram observadas diferencas significativaseesdrdensidades de fluxo
de fétons, quando as plantas foram cultivadas erg §* de sacarose,
concentracdo na qual se obteve os menores valer&sed foliar (Tabela 1). Em
geral, a area foliar aumentou gradativamente caunoento da concentracao de
sacarose no meio de cultivo, atingindo os maiom@sres em 40 g t de
sacarose, independente da densidade de fluxo dasfattilizada. Os baixos
valores de &rea foliar obtidos em 5 ¢' lde sacarose poderiam estar
correlacionados com o baixo acumulo de energiaorsearuentemente, baixa
atividade metabdlica (Calvet al., 2002), ja que a sacarose quando absorvida
do meio de cultivo é rapidamente convertida em ses@ piruvato, que por sua
vez podem ser utilizados na respiracdo e/ou sinteseoutros produtos
metabdlicos (Geiger & Servaites, 1991). Observquaeeanto, que houve uma
maior capacidade de expansdo foliar com o aumeatoccahcentracdo de
sacarose, principalmente em @®ol m? s*, densidade de fluxo de fétons que
pode induzir processos de fotoinibicdo durante Ihivouin vitro, conforme
observado por Zanandrea (2006).
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Tabela 1. Caracteristicas morfologicas de plantas de batate;dcv. ILS 19,
cultivadasin vitro sob diferentes concentracfes de sacarose e dessidad
fluxos de fotons

Concentracdo de sacarose (g1)

Caracteristicas Ly
morfologicas DFF* 5 10 20 30 40 média
Altura da 14 0,30 aC 0,86 bC 1,37 bBC 2,59 cAB 3,86 bA1,80
parte aérea 21 0,48 aC 1,15 abC 2,04 bC 4,35 abB 6,03 a®,81
(cm) 42 1,75 ab 2,40 aCD 3,95 aBC 5,44 aAB 6,20 aA3,95
60 1,00 aC 1,11 abC 1,38 bC 3,14 bcB 5,36 a/2,40
média 0,88 1,38 2,19 3,88 5,36
14 2,12 bcC 5,77 bAB 4,88 bB 5,68 bAB 8,16 aA5,32
Ndmero de 21 3,52 bB 4,37 bB 4,73 bB 7,19 abA 9,28 aA5,82
folhas 42 7,29 aA 8,43 aA 7,39 aA 8,43 aA 8,22 aA7,95
60 1,95 cC 5,38 bB 6,52 abAB 7,07 abAB 8,33 aA5,85
média 3,72 5,99 5,88 7,09 8,50
Comprimento 14 0,45 aD 8,90 abCD 12,46 bcBC 21,80 bAB 27,81 ai¥,28
do Sistema 21 2,78 aC 8,73abBC 17,11 bB 32,04 aA 32,90 arg,71
Radicular (cm) 42 1,22 aC 13,60 aB 31,86 aA 35,60 aA 34,88 a23,43
60 1,42 aC 3,17 bC 6,55 cC 22,43 bB 33,20 aP3,35
média 1,47 8,60 17,00 27,97 32,20
14 0,22 aB 1,59 aA 1,82 aA 1,53 aA 2,29 aA1,49
Ndmero de 21 0,23 aC 1,44 aB 2,09 aAB 2,33 aAB 3,40 aA1,90
raizes 42 0,70 aC 1,54 aBC 2,62 aAB 2,33 aAB 3,53 aA2,14
60 0,67 aB 0,85 aB 0,83 bB 2,61 aA 3,25 aAl,64
média 0,46 1,36 1,84 2,20 3,12
14 0,26 aAB 1,22 abAB 1,52 aAB 1,74 bA 2,48 bA1,44
Area 21 0,51 aC 1,42 abBC 2,07 aAB 2,30 abAB 3,43 bAL,95
foliar (cm?) 42 0,58 aB 2,17 aA 2,36 aA 3,17 aA 2,93 bA2,23
60 0,16 aD 0,70 bCD 1,86 aC 3,34 aB 5,16 aA2,24
média 0,38 1,38 1,95 2,64 3,50
Massa seca 14 2,86 dE 9,23 bD 11,11dC 21,43 dB 33,33 dA5,59
parte aérea 21 5,00 bE 6,15 cD 16,00 bC 28,42 cB 65,56 b24,23
(mg planta®) 42 7,78 aE 18,50 aD 23,64 aC 46,67 aB 58,00 39,92
60 3,08 cE 3,57dD 14,00 cC 35,33 bB 76,00 a’6,40
média 4,68 9,36 16,19 32,96 58,22
Massa seca 14 0,01 bE 3,08 bD 5,55 bC 10,00 dB 12,21 dB,17
sistema 21 2,00 aE 3,85 aD 5,00 cC 13,68 cB 34,43 bA1,79
radicular 42 0,01 bE 3,00 cD 8,64 aC 22,67 aB 33,00 cA3,46
(mg planta™) 60 0,01 bE 1,50 dD 1,55dC 15,33 bB 46,66 aA3,01
média 0,51 2,86 5,19 15,42 31,58

* DFF — Densidade de Fluxo de Fétopspl m? s

Médias seguidas pela mesma letra mailscula nadimmaindscula na coluna ndo apresentaram
diferenca significativa ao nivel de 5% de probdhbilie de erro pelo teste de Tukey, dentro de
cada caracteristica morfolégica estudada.
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Niveis crescentes de sacarose resultaram em aui@rfimmassan vitro,
tanto para a parte aérea como para o sistema ladifiabela 1). Quando
submetidas a 5 g'Lde sacarose, a massa seca da parte aérea das plant
batata-doce variou, nas densidades de fluxo dendotilizadas, entre 2,86 e
7,78 mg planta, enquanto que sob 40 ¢ lforam encontrados os valores entre
33,33 e 76,00 mg planta(Tabela 1). Estes resultados estdo de acordo com
Calveteet al. (2002), que relataram que o0 maior conteudo darese no meio de
cultivo corresponde a maior concentracdo de resemeatecido foliar, o que
aumenta a capacidade das folhas de permanecer gertempo na planta.
Conforme Haimerong & Kubota (2003) a éarea foliar uén importante
determinante para a producéo de massa seca.

Em relacdo a massa seca do sistema radicular @rapebbservou-se que
ocorreu um aumento desta varidvel dependente dzeetacdo de sacarose, a
qual determinou niveis de densidade de fluxo denitdiferentes para um
maximo crescimento. Assim, nas concentracdes dd® @ L' de sacarose, o
melhor fluxo de fétons foi de 2dmol m? s, aumentando para 4#nol m? s*
quando utilizado 20 ou 30 g'Ldeste aclcar. Tendéncia similar foi obtida
quando as plantas foram cultivadas com 40 glé sacarose, quando se verificou
maior acimulo de massa seca solpu®dl m? s™.

Nos resultados obtidos por Fuengeal. (2005), a massa seca da parte aérea
e do sistema radicular de plantas de coco submsetiddluxo de fétons de 40
umol m? s', foi maior nas concentracdes intermediarias darsae (22,5 e
45 g L'Y). Ainda segundo estes autores, houve um pequemésgéno na massa
seca tanto da parte aérea quanto do sistema @dmuhndo cultivadas sob a
concentracgéo de 45 g'Lao contrario dos resultados obtidos neste trabaim
gue a massa seca das plantas de batata-doce ridicaiiyamente maior sob
40 g L' do que nas demais concentracdes de sacarosedasdensidades de
fluxo de fotons (Tabela 1).

Zanandrea (2006) estudando o desenvolvimentwitro de plantas de
macieira ‘M-9’ submetidas a diferentes fluxos deofé (7, 14, 21 ou

60 umol m? s) e concentragdes de sacarose (10 ou 30)g \terificou que o
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melhor fluxo de fotons para maximizar o crescimentonero de brotacdes e de
folhas foi de 14umol m? s!, enquanto que a reducdo na concentracdo de
sacarose nao afetou os parametros analisados. &stat#o, verificou-se que a
densidade de 4amol m? s* proporcionou os maiores valores em todas as
caracteristicas morfologicas analisadas. Tambémnmastando com o exposto por
Zanandrea (2006), a concentracdo de sacarosenaitwesignificativamente o
crescimento e morfologia das plantas de batata;deoelo que seu acréscimo no
meio de cultura promoveu um aumento significaties garametros avaliados.
Obviamente, além dos fatores inerentes a pecudideidle cada espécie, esta
discordancia entre trabalhos tdo similares pode dmrido a forma de
multiplicacdo da macieira (multiplicacdo por geradsenticias) e da batata-doce
(através de gemas axilares), para 0s quais utismnmaltas e baixas
concentragdes de citocininas, respectivamente.

De forma analoga ao que ocorreu com as analisescaagteristicas
morfoldgicas, o contetdo de clorofdadas plantas de batata-doce aumentou com
0 aumento da concentracdo de sacarose no meioltie diTabela 2). Os
menores teores de clorofgeforam encontrados em folhas de plantas submetidas
a 5 g L* de sacarose, independentemente da densidadexded#ufétons. J& o
cultivo com 30 g [* de sacarose proporcionou os maiores teores dgstemnto,
variando entre 0,52 e 0,63 mg NIF, nas densidades de 14, 21 qu®l m? st
de fluxo de fétons. Apenas sob a densidade dews6l m? s* houve um
aumento do teor de clorofilaem 40 g [* (0,87 mg § MF) em relacdo ao obtido
com 30 g ' de sacarose (0,64 mg'gF) (Tabela 2). De maneira geral, o
conteudo de clorofila ndo variou entre as densidades de fluxo de fopmrgm
21 umol m? s*, que proporcionou menor concentracdo média dégteepto
(Tabela 2).
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Tabela 2.Teor de clorofilaa e b, clorofila total e carotendides totais em plantas
de batata-doce, cv. ILS 19, cultivadasvitro sob diferentes concentracdes de
sacarose e densidades de fluxos de fétons

Concentracéo de sacarose (g1)

Pigmentos

N = = L
fotossintéticos 5 10 20 30 40 média
(mg g* MF*)
14 032aB _ 0,47aAB 040bAB 063aA 0,56 bABO,48
Clorofila a 21 0,18abC  0,24bBC 0,31 bABC 0,52aA 0,48 bABO,35
42 0,14abC  023bBC 069aA  053aA 041 bABO,40
60 0,07bC  0,12bC  0,49abB  0,64aAB 0,87 aA 0,44
média 0,18 B 0,27 0,47 0,58 0,58
14 012aB  0,17aAB 0014bcB  024aA 021 abAB, 18
Clorofila b 21 0,07aC  0,09abBC 0,11 cABC 021aA 0,18 bABO,13
42 0,05aD  0,09abCD0,26aA  022aAB 0,16 bBC 0,16
60 0,03aB  0,04bB  020abA 024aA 029aA 0,16
média 0,07 0,10 0,18 0,23 0,21
14 0,44aB  0,66aAB 053bAB 087aA 0,77bA 0,65
Clorofila total 21 0,25 aC 0,34 abBC 0,41 bABC 0,72 aA 0,66 bABO,48
42 019aC  031bBC 093aA  075aA 0,58 bABO,55
60 0,10aC  0,16bC  069abB  0,88aAB 1,16 aA 0,60
média 0,25 0,37 0,64 0,81 0,79
- 14 0,06 aA  0,09aA  0,09aA  0,09aA 0,09bA 0,08
g?;?steno'des 21 0,03abB  0,05bAB 0,06aAB 008aA 0,08bA 0,06
42 0,03abB  0,04bB  009aA  009aA 0,07 bABO,06
60 0,02bD  0,03bCD 0,06aBC 0,09aB  0,15aA 0,07
média 0,04 0,05 0,08 0,09 0,10

* MF — Massa Fresca

** DFF — Densidade de Fluxo de Fétopsrol m? s?)

Médias seguidas pela mesma letra mailscula nadimlmaindscula na coluna ndo apresentaram
diferenca significativa ao nivel de 5% de probdhitie de erro pelo teste de Tukey.

Quanto ao conteudo de cloroflaobservou-se um aumento significativo no
teor deste pigmento quando as plantas foram cdiivaem meios com
concentragdes iguais ou superiores a 20" glé. sacarose (Tabela 2). Ndo houve
diferencas significativas quanto as densidadesude fle fotons quando plantas
foram cultivadas em 5 e 30 g'Lde sacarose variando, dentre estas
concentragdes, entre 0,03 e 0,24 myMF (Tabela 2). Observou-se que a
densidade de fluxo de fétons de irtol ni* s* proporcionou o0 maior contetido
médio de clorofiledb (Tabela 2).

Observou-se que houve um aumento no teor de dlradtal com o
acréscimo da concentracdo de sacarose no meioltdeaca partir de 20 gt

deste carboidrato. Os menores e 0s maiores vaereforofila total foram de
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0,10 e 1,16 mg §MF, sendo estes valores encontrados em folhasamldis sob
5 e 40 g [* de sacarose, respectivamente, ambos sob a demsidafiuxo de
fotons de 60pmol m? s' (Tabela 2). A densidade de I#nol m? s!
proporcionou o maior contetido médio deste pigméhib mg g MF) (Tabela
2).

Vifa et al. (2001) estudando o efeito das densidades de fexttons de
35, 60 e 85umol m? s no crescimento e morfologia dersea americana,
verificaram que o conteudo de clorofila diminuilnt@ aumento do fluxo de
fétons, entretanto, os resultados ndo diferirammifsigtivamente entre as
densidades de 35 e G0nol m? s’. De acordo com Seoet al. (2000), o
conteudo de clorofila pode refletir na competérfotmssintética das plantas,
sendo que baixo teor de clorofila pode indicar gsdolhas foram danificadas
devido a processos de fotoinibi¢ao.

De modo geral, a baixa concentracdo de sacarosauilimos teores de
clorofila (Tabela 2), entretanto ndo afetou a radémfila a/b, a qual manteve-se
entre 2,55 e 2,75 mg'gVIF entre os tratamentos com este carboidratoeErsr
densidades de fluxo de fétons, a razdo clorofila variou entre 2,60 e
2,72 mg @ MF. Segundo ltoet al. (1993), ocorre uma interconverséo
significativa entre as clorofilaes e b, de forma a estabelecer uma razéo clorofila
a/b adequada durante a adaptacao das folhas a altaixaidensidade de fluxo
de fotons.

Pandey et al. (2006) realizaram um experimento com plantas de
Anoectochilus formosanus cultivadasin vitro e aclimatizadas sob diferentes
densidades de fluxo de fétons (60, 180 e 3@l m* s%). Os autores
observaram que nas plantas aclimatizadas sob lalto fle fétons a razédo
clorofila a/b mostrou-se constante, entretanto houve uma foménagicdo do
conteudo de clorofilaa e b e sugeriram que este resultado foi obtido devalo a
excesso de fotons que atuariam na degradacdo dat@patossintético e/ou na
reducéo do tamanho do sistema antena.

Amancioet al. (1999), em um estudo de aclimatizacdo de plargasdkira

multiplicadasin vitro utilizaram as densidades de fluxo de fétons deod0



23

90 pmol nf s*. Sob baixo fluxo de fétons, houve um acréscimeoreentracéo
de clorofilaa e b de folhas novas e persistentes, quando compatadasolhas
originadadn vitro, mantendo constante a razéo cloradifa Entretanto, sob alto
fluxo de fétons, o teor de clorofila manteve-se praticamente constante,
enquanto que o teor de clorofdbaliminuiu, promovendo um aumento na relacéo
clorofila a/b, quando comparadas com folhasvitro e com 0os mesmos tipos
foliares submetidos a baixa densidade de fluxa@tin§.

Serret et al. (2001), em um estudo com plantas de gardénia
(Gardenia jasminoides) submetidas ao cultivoin vitro com diferentes
concentracdes de sacarose (0; 0,5 e 3%) e densidadituxo de fotons (50 e
100 umol m? sb), verificaram que baixa concentracdo de sacarosiEwiu ndo
s6 os teores de clorofila mas também a razdo dmrefb e a razéo
clorofila/carotendides, sugerindo baixa sinteseu efoaior degradacdo da
clorofila a (Sestak, 1985 apud Sergttal., 2001). Estes autores sugeriram que a
baixa ou nenhuma concentracdo de sacarose podeirirthnos no aparato
fotossintético, em lugar da alta densidade de fldgof6tons. Também citam
Serret e Trillas (2000), os quais demostraram quailteaestrutura dos
cloroplastos de plantas de gardénia foi alteradandm as plantas foram
submetidas a baixa concentracdo de sacarose e dansidade de fluxo de
fétons.

Com relacdo ao teor de carotendides, observou-saeusidades de fluxo
de fétons de 14 e 60mol m? s proporcionaram as maiores concentracées
destes pigmentos (0,08 e 0,07 my MF, respectivamente), enquanto que as
densidades de 21 e 4@mol m? s' proporcionaram uma média de
0,06 mg ¢ MF (Tabela 2). Sob 6@mol m? s*, obteve-se o menor (0,02 mg g
MF) e o maior (0,15 mgyMF) teor de carotendides, nas concentracées de 5 e
40 g L de sacarose, respectivamente (Tabela 2).

Observou-se também, como em relagdo ao conteludorddilas, que houve
um aumento no teor de carotenodides com 0 acrésgargacarose no meio de

cultivo, sendo que sob as concentracées de 20 g L30deste carboidrato, ndo
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houve diferengas estatisticas entre as densidaddlsnad de fotons utilizadas
(Tabela 2).

Segundo Engel & Poggiani (1991), a eficiéncia feiutgtica esta ligada ao
teor de pigmentos cloroplastidicos das plantastaaf® o crescimento e
influenciando a adaptabilidade das mesmas aossow@mbientes. Em presenca
da luz, os pigmentos sdo constantemente sinte8zadtestruidos pelo processo
da fotooxidacdo, sendo que a velocidade de decogdipo diretamente
proporcional a densidade de fluxo de fétons mulita, @ausando dessa forma
prejuizos para a fotossintese. De acordo com L888J1l estudos realizados
evidenciaram que o teor de clorofila varia muittrems espécies, assim como
entre gendtipos de uma mesma espécie.

De maneira geral, verificou-se, neste estudo, qdersidade de fluxo de
fétons de 42umol m? s* proporcionou a maximizac&o de todas as caractassti
morfoldgicas estudadas. Estas foram influenciagées goncentracédo de sacarose
no meio de cultura, sendo que a concentracdo del40de sacarose promoveu
0s maiores valores de altura da parte aérea, nudeefolhas e de raizes, area
foliar, e massas secas da parte aérea e do sisthwalar. Ja quanto ao
comprimento do sistema radicular ndo foram obsewatiferencas estatisticas
entre as concentracées de 30 e 40 glé sacarose.

O acréscimo na concentracdo de sacarose tambeéprgommu um aumento
significativo nos teores de pigmentos fotossino&tica partir de 20 gt de
sacarose para os teores de clorofila e a partB0dg L' de sacarose para 0s
teores de carotendides. A densidade de fluxo dengétle 14umol m? s*
proporcionou a maximizacdo dos teores destes pigsieporém nédo diferiu
estatisticamente das densidades de 42 @ngl m’ s, quando avaliado os
teores de clorofila, e da densidade de.6®I m? s?, guando avaliado os teores

de carotendides totais.
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CONCLUSAO

Apbs a realizacao deste estudo, pode-se concleienubora o crescimento e
desenvolvimenton vitro de plantas de batata doce, cv. ILS9, sejam infiaelos
pela densidade de fluxo de fotons, a concentragdsadarose, adicionada aos
meios de cultura, tem efeito mais determinantebmesos mesmos, promovendo
um acumulo de biomassa, teor de pigmentos fot@ssios e reserva energética,

CcOom O Sseu incremento no meio de cultivo.
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CAPITULO 2

FOTOSSINTESE POTENCIAL E FLUORESCENCIA DAS
CLOROFILAS EM PLANTAS DE BATATA-DOCE CULTIVADAS IN
VITRO E ACLIMATIZADAS

INTRODUCAO

Durante a culturan vitro, as plantas sdo submetidas a condi¢cbes especiais,
tais como alta umidade relativa do ar, baixa i&adia, baixo teor de gas
carbdnico e a presenca de acuUcares e reguladoresese@mento no meio
(Kadlecek et al., 2003). Nestas condicdes, freqientemente, observaaixa
capacidade fotossintética das folhas das plantasp(§llovaet al., 1997). De
acordo com Amancioteal. (1999), a luz influencia o desenvolvimento do
mesofilo foliar, principalmente do parénquima padico, podendo, também,
gerar deficiéncias na estrutura dos cloroplastesgiavolvimento dos grana) e na
atividade da rubisco, em nivel bioquimico, contrde para a baixa taxa
fotossintética de plantas cultivadasiitro.

A melhoria da capacidade fotossintética de plaotdtsvadasin vitro pode

ser realizada através do aumento da irradidnciegssgando o suprimento
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adicional de gas carbbnico em plantas cultivadascendicbes autotroficas
(Kozai, 1991; Kadleceket al., 2003), sendo, também, restringida pela
susceptibilidade aos processos de fotoinibicdo damtags cultivadas sob
condicBes tanto autotroficas (Tichéal., 1998) como mixotréficas (Serrettal.,
2001). Dessa forma, plantas cultivadasiitro sdo potencialmente capazes de
desenvolver um aparato fotossintético funcional gYet al., 1993) e
apresentarem taxa fotossintética mensuravel (Aroaetial., 1999; Van
Huylenbroecket al., 2000). Entretanto, esta capacidade fotossiatgtatencial
nao previne os sintomas de fotoinibicdo, a quelagas podem ser submetidas,
durante a aclimatizagdo, quando expostas a altesdaeles de fluxo de fotons
(Van Huylenbroeclet al., 2000; Carvalheet al., 2001; Carvalho & Amancio,
2002).

A aclimatizacdo consiste nas adaptacfes morfoaidé+fisiologicas
necessarias a sobrevivéncia das plantas cultiviadeisro quando levadas ao
ambiente ex vitro (Skrebskyet al., 2004). O aumento, a reducdo e/ou a
eliminacéo de carboidratos no meio de cultivo peeledeterminante no sucesso
da aclimatizacdo (Leitet al., 2000; Skrebskyet al., 2004). De acordo com
Carvalho e Amancio (2002), o aumento da irradiaresiavitro, permite a
aquisicdo de estruturas autotroficas e, consegilente, maior taxa de
sobrevivéncia das plantas durante a aclimatizacao.

A cinética de emisséo da fluorescéncia das clasfibrnece um indicativo
da performance fotossintética das plantas, pdisteeinudancas na organizacéo e
funcionamento das membranas dos tilacéides (Ouaonifl llias, 2005).
Recentemente, tem sido relacionada com a taxasimilagdo fotossintética de
carbono e amplamente utilizada para estudos qéan#pacidade fotossintética
de folhas (Barbagallet al., 2003), sendo um método rapido e néo destrutivo
capaz de detectar condicdes de estresse e injirdatecidos vegetais (Saquet &
Streift, 2002).

O objetivo do presente estudo foi monitorar carétieas fotossintéticas em
plantas de batata-doce, cv. ILS 19, cultivadasvitro e, posteriormente,

aclimatizadas.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Qualtde Tecidos de Plantas
e na casa de vegetacao do Departamento de Botimiostituto de Biologia da
UFPel.

Multiplicacdo do Material vegetal

Para a realizacdo do ensaio foram utilizadas amtea batata-doce
(I. batatas), cv. ILS19, oriundas da cultura de meristemapaKir desta cultura,
foram realizadas véarias multiplicacdes, por meicegmentos nodais com cerca
de 1 cm de comprimento, em meio MS (Murashige & 08k01962)
suplementado com 0,5 mg'lde BAP (Sigma) e 30 g'Lde sacarose (Reagen)
até a obtencdo da quantidade de plantas necesgatiasa instalacdo do

experimento.
Cultivo in vitro e aclimatizagao
Segmentos nodais com cerca de 1 cm de comprimendonfutilizados

como explantes e inoculados em meios MS, contends doncentracdes de

sacarose (20 e 40 g'L. A estes meios foram acrescentados 100 thdeLmio-
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inositol e 0,5 mg L' de BAP. O pH foi ajustado para 5,8 antes da adigdagar
(7 g LY. Os meios foram distribuidos em erlenmeyers de 85 e os frascos
vedados com algodao, sendo autoclavados a 121,%a#m, por 20 minutos.

As culturas permaneceram em sala de crescimenent@ud5 dias, com
fotoperiodo de 16 horas, temperatura de: 25°C, durante o periodo claro, e 23
+ 1 °C, durante o periodo escuro, e em duas dersididfluxo de fétons (21 e
60 pmol m? s%), fornecidas por lampadas fluorescentes “luz daedpecial’.

Ao término do cultivo, folhas geradas vitro foram utilizadas para
determinacfes de parametros de fluorescéncia dafilels (dia zero) e taxa de
liberacdo de oxigénio. Como a determinacdo da dexiberacdo de oxigénio é
um método destrutivo, outras plantas obtidas dosnmoe tratamentos foram
transplantadas para recipientes contendo cerca ot Idros de substrato
comercial (PlantMax) e aclimatizadas em casa detaego sob temperatura e
umidade controladas (23-28°C e 80%, respectivamedtenonitoramento dos
parametros de fluorescéncia das clorofilas em $ofexradasn vitro iniciou-se
imediatamente apds o transplante, seguindo-se sémamte, por 29 dias,
quando as folhas j& se encontravam senescentesemntmmue antecedeu a
abscisao foliar.

Duas semanas apds o término das avaliacGes ciaitaa, folhas novas,
geradas sob as condicbes de temperatura, umidadeiosidade da casa de
vegetacao (denominadas vitro) foram utilizadas para uma nova determinacgéo
da taxa de liberacdo de oxigénio. Dois meses apésnaferéncia das plantas
para a casa de vegetacao, folhas geradasro foram demarcadas e os mesmos
parametros de fluorescéncia das clorofilas forandideos, semanalmente,
partindo-se de folhas incompletamente expandides 1(jdaté o momento que

antecedeu a abscisao foliar (dia 29).
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Analise da Cinética de Fluorescéncia das Clorofilas

Os parametros de fluorescéncia das clorofilas fomaedidos, seguindo o
modelo descrito por Rohacek (2002), usando umdlmetro modulado (FMS 2,
Hansatech, King’s Lynn, UK), na segunda ou teectatha a partir do apice de
cada planta. Fo (Fluorescéncia inicial) foi medielm folhas previamente
adaptadas ao escuro por 20 minutos usando<iug1l pmol nf s!, e a
fluorescéncia maxima (f apdés um pulso saturanteed 0,8 s
(> 3500 umol rf s%); a fluorescéncia variavel (/= Ry — k) e a eficiéncia
fotoquimica maxima do FS Il () foram calculadas para folhas no estado
adaptado ao escuro (EAE).

Determinados os parametros em EAE, as folhas faabmetidas a luz
actinica para as determinagfes dos parametrostaidoesdaptado a luz (EAL):
fluorescéncia maxima na luz (ff'e fluorescéncia inicial na luz (B, os quais
permitiram o célculo dos seguintes parametros:rélsméncia variavel no EAL
(Fv = Fuy — Fp), eficiéncia quantica fotoquimica efetiva em EAR/(F\’) e
producdo quantica efetiva do FSARS = Fy — K)/ Fly ) (Gentyet al., 1989.
Os valores dos parametros de fluorescéncia foramalizados de acordo com
Fo (Rohacek & Bartak, 1999).

Taxa de evolug&o de oxigénio

A taxa fotossintética potencial foi medida na selguou terceira folha a
partir do apice de cada planta e estimada comgaada evolucdo ou liberacdo
de G através da utilizacdo de um eletrodo de oxigémiofase gasosa tipo
eletrodo de Clarck (LeafLab 2 Hansatech, UK), cqroamadamente 5% de
CO;no interior da camara, fornecido por tampao cartmoealensidade de fluxo
de fétons de 2000 umols™.
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Variaveis e delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente cazadb em esquema
fatorial sacarose x fluxo de fotons x tempo, sewm@s concentracdes de
sacarose (20 e 40 g, duas densidades de fluxo de fétons (21 e
60 pmol nt s?) enquanto que o fator tempo consistiu de doiszociou seis
niveis, dependendo da variavel estudada. Foranzadlds 4 repeticbes por
tratamento, sendo cada repeticdo constituida dédasovo contendo 5 explantes
durante a culturan vitro e de uma planta apés a transferéncia para a easa d
vegetacao.

A andlise estatistica foi realizada pelo SistemaAdélise Estatistica para
Microcomputadores — SANEST (Zonta & Machado, 19%7)as médias

comparadas pelo teste de Tukey, com 5% de protbattdide erro.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1) Eficiéncia fotoquimica durante a aclimatizacdo € folhas geradas na

cultura in vitro

O estado adaptado ao escuro € uma situacdo em fpleaaencontra-se
fotoquimicamente inativa, ou seja, onde todos axg®sos de transporte de
elétrons na membrana do tilacéide estdo desativaekdtando em um gradiente
transtilacoidal minimo e baixissimas concentragdesNADPH e ATP. Isso
permite a obtencdo de valores de eficiéncia maxpasa 0S processos
fotoquimicos da fotossintese (Rohacek & Bartak9).99

Segundo Baker (1991) e Krause & Weis (1991), aodg#, expressa a
eficiéncia de captura da energia de excitacado meEosos de reacdo abertos do
Fotossistema Il, podendo, de acordo com Hae#nal. (1982) representar a
eficiéncia quéantica do transporte de elétrons agalo Fotossistema Il (FSII),
sendo, também, um indicador valido para danosrfiitdrios (Krause & Weis,
1991). Além dos fatores genéticos, fatores amhbentemo temperatura,
salinidade, radiacédo, seca, entre outros, afetamrescimento das plantas e os
seus efeitos tém sido pesquisados usando medigbediaiEncia maxima do
fotossistema Il estimada através da razdo entrieicme$céncia variavel e a

maxima (Havauwet al., 1988).
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Nas avaliacdes realizadas ao término da cuituvéro (dia 0), observou-se
o menor valor da relacéq M em folhas oriundas do tratamento com o fluxo de
fétons de 2qumol mi?s*e concentracdo de 20 ¢ lde sacarose (0,773). Para os
demais tratamentos os valores determinados daicelag¢F, foram similares
(Tabela 1).Embora nédo havendo diferencas estatisticas, a F#ap aumentou
apos a primeira semana de aclimatizacéo (dia 8plaatas de batata-doce dos
tratamentos com 20 g'Lde sacarose, enquanto que nos tratamentos corh 40 g
houve um pequeno decréscimo desta relagcéo, indepimiente da densidade
de fluxo de fétons utilizada durante a cultumaitro. Apds este periodo, a razédo
F//Fy decresceu gradualmente ao longo do tempo (Tabekeddo observado
valores significativamente menores a partir do di&°nas folhas originadas do
tratamento com 6Qmol m? s' e 40 g ' de sacarose, enquanto que no
tratamento com 2fimol m?s®e 20 g ! de sacarose o decréscimo significativo
da razédo §/Fy ocorreu apenas no ultimo dia (dia 29) quando #sasoja
apresentavam sinais de senescéncia (Tabela l)adaest como fato mais
marcante o maior decréscimo da relac&t~jr medidos nas folhas originadas
dos tratamentos com a densidade de fluxo de faer&Oumol m?s™, podendo
ser indicativo de que as folhas originadas em me@s 20 g [* sacarose,
apresentem alguma caracteristica fisiolégica queeasitem adaptarem-se mais

eficientemente a aclimatizacao.
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Tabela 1.Eficiéncia fotoquimica maxima do fotossistema N/fy) em plantas
de batata-doce cultivadas vitro (dia zero), e apos transferéncia para casa de
vegetacao (dia 8-29)

Fluxo de fétons Sacarose Tempo (dias apds a aclimatizacao)
(umol m?s?) (gL 0 8 15 22 29
21 20 0,773A¢3 0,830Aal 0,779Aal 0,782Adal 0,687B&l
40 0,822A41 0,786ABa] 0,771ABal 0,746BCal 0,681Ca&]
60 20 0,827Aal 0,855Ada] 0,807ABal 0,750B&! 0,668Cal

40 0,823Ad] 0,799AH] 0,666BIf 0,650Blp  0,603BIf

Letras minusculas na coluna comparam médias deosacdentro de cada nivel dos fatores luz
e tempo. Letras mailsculas na linha comparam metiatempo dentro de cada nivel dos
fatores sacarose e luz. Letras gregas na colunpatam médias de luz dentro de cada nivel
dos fatores sacarose e tempo. Médias seguidasmesma letra ndo apresentaram diferenca
significativa ao nivel de 5% de probabilidade pgekie de Tukey.

Carvalho & Amancio (2002) combinaram alta e bairtadiancia (150 e
300 pmol m? s?) com alta e baixa concentracdo de gas carbonibd €3
700 ppm) durante o periodo de aclimatizacdo detgdaste castanheira hibrida e
observaram um decréscimo da eficiéncia fotoquinmmecaxima de folhas
persistentes ja no primeiro dia de aclimatizacd@mndo submetidos a baixa
concentracdo de GO independentemente da intensidade luminosa, sendo
recuperados quando submetidos a alta concentrac&®)d Nas folhas novas a
relacdo FK/Fy manteve-se praticamente constante durante o period
experimental. Segundo os autores, estes resuliamitesm indicar que plantas
aclimatizadas sob alta concentracédo de €€d&o aptas a fazer um bom uso da
luz pelo aumento do rendimento de FSII.

A eficiéncia quéantica fotoquimica efetiva em estadaptado a luz (FFy")
€ uma estimativa da eficiéncia fotoquimica do FEBil determinada intensidade
luminosa e representa a eficiéncia operacional 8b Baker & Rosenqvist,
2004), estando associado a mudancas na produghmEscéncia associadas a
co-acdo simultdnea de processos fotoquimicos efab@guimicos, sendo,
também, caracterizado pela continua sintese de NPMRPH e concorrente

fixacdo de géas carbbnico (Rohéacek, 2002).
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Para este parametro observou-se interacdo sigivficantre os fatores
sacarose e tempo e entre os fatores luz e tempel@Ba2 e 3). Quanto a relacao
F//Fu' nas folhas geradas durante a culturaitro e avaliadas imediatamente
antes da aclimatizacao (dia 0), ndo foram obsepsvatltos da concentracéo de
sacarose nem da densidade de fluxo de fétons agjpkantas foram submetidas
durante o cultivan vitro, apesar de ser ligeiramente superior para a camdie
40 g L' de sacarose e para a densidade de fluxo de fd®@®umol m? s’
(Tabelas 2 e 3).

Tabela 2. Eficiéncia quantica fotoquimica efetiva em estadtaptado a luz
(F/'/Fy') em plantas de batata-doce cultivadasvitro (dia zero) sob duas
concentracdes de sacarose (20 e 40'y & apos transferéncia para casa de
vegetacao (dia 1-29)

Sacarose Tempo (dias apds a aclimatizacao)
(g LY 0 1 8 15 22 29

20 0,707Aa 0,683Aa 0593Aa 04B& 0,28%Ca 0,20TCa
40 0,762Aa 0502Bb 0,458Bb 0,160Cb  0,169Cb 048

Letras minusculas na coluna comparam meédias deosacdentro de cada nivel do fator tempo.
Letras mailsculas na linha comparam médias de telmpwo de cada nivel do fator sacarose.
Médias seguidas pela mesma letra ndo apresentafem®nga significativa ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

Conforme pode ser observado na Tabela 2, a relag#,’ foi maior ao
término do cultivoin vitro (dia zero). Nas plantas cultivadas sob 20 gde
sacarose, os valores obtidos para a raza-F ndo foram estatisticamente
diferentes até o 15° dia, diminuindo a partir déstepo. Entretanto, nas plantas
cultivadas em meio contendo 40 ¢ lde sacarose, ocorreu um decréscimo
significativo a partir da primeira avaliacdo (dig imediatamente apés a

transferéncia das plantas para o solo (Tabela 2).
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Tabela 3. Eficiéncia quantica fotoquimica efetiva em estadaptado a luz

(F/'/Fy") em plantas de batata-doce cultivadasvitro (dia zero), sob duas

densidades de fluxo de fétons (21 eydfol m?s?), e apds transferéncia para
casa de vegetacéo (dia 1-29)

Fluxo Tempo (dias apés a aclimatizacao)
de fotons 0 L 8 15 22 29
(nmol m?s?)
21 0,706 Aa 0,689Aa 0528Ba 0,285Ca 0,264 Ca 0Ck06
60 0,762 Aa 0,496 Bb 0,523Ba 0,300Ca 0,194 CDa 0159

Letras minasculas na coluna comparam médias deldaro de cada nivel do fator tempo.
Letras maiusculas na linha comparam médias de teeptro de cada nivel do fator luz.
Médias seguidas pela mesma letra ndo apresentafem®nga significativa ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

Analisando os valores de fluxo de fétons dentroatta nivel do fator tempo
(Tabela 3), também observou-se que a raza-\F foi maior ao término do
cultivo in vitro (dia zero). Verificou-se um decréscimo significatida razao
F//Fyv' ja no primeiro dia de avaliacdo (dia 1) aposamdferéncia das plantas
para a casa de vegetacéo, oriundas do tratamemta atensidade de fluxo de
fotons de 60umol m? s' e a partir do 8° dia para o tratamento com
21 pmol m? s* (Tabela 3). Exceto no primeiro dia, ndo houveerdificas
estatisticas entre os fluxo de fétons dentro de cédel do fator tempo (Tabela
3).

A producédo quantica efetiva do FS@RS2 = (' — Fs)/ Ry’) representa a
capacidade da planta de converter energia do #toenergia quimica uma vez
que o transporte de elétrons atinge state-steady (Juneauet al., 2005),
permitindo assim, avaliar o rendimento e funcionaimelo FSIl (Gentyet al.,
1989). Para este parametro, observou-se interagaificativa entre os fatores
sacarose e tempo e entre luz e tempo (Tabelag paa®folhas geradas vitro
que persistiram ap0s a transferéncia para a casegé¢éacdo. Os maiores valores
de ®PS2 foram observados ao término do cultiveaitro (dia zero), ndo havendo

diferencas significativas entre as concentracO0essat@rose nesta avaliacao
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(Tabela 4). Apos a transferéncia das plantas paesa de vegetacd®PS2 foi
diminuindo significativamente ao longo do tempol{dla 4). Para o tratamento
com 20 g [* de sacarose, este decréscimo ocorreu a partibddid, sendo que
no ultimo dia,®PS2 foi de 0,174. Para o tratamento com 40'glé sacarose,
este decréscimo significativo ocorreu ja no primeiia de avaliacédo (dia 1) apos

a transferéncia das plantas para a casa de vegé¢lajiela 4).

Tabela 4.Producao quantica efetiva do FS®RS2) em plantas de batata-doce
cultivadasin vitro (dia zero), sob duas concentracdes de sacarose4@@ L),
e apos transferéncia para casa de vegetacao 28pn 1-

Sacarose Tempo (dias ap6s a aclimatizacao)
(g |_-1) 0 1 8 15 22 29

20 0,670 Aa 0,681 Aa 0,580 Aa 0,399 Ba 0,211 Ca 0aa4
40 0,726 Aa 0,519 Bb 0,439 Bb 0,094 Cb 0,111 Cb 043

Letras minUsculas na coluna comparam médias deosacdentro de cada nivel do fator tempo.
Letras mailsculas na linha comparam médias de telapwwo de cada nivel do fator sacarose.
Médias seguidas pela mesma letra ndo apresentafem@nga significativa ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

Analisando os valores dePS2 nas densidades de fluxo de fétons em funcéo
do tempo (Tabela 5), observou-se que o fluxo denftde 60umol m? s*
proporcionou o valor significativamente maior @S2 (0,738) ao término do
cultivo in vitro (dia zero), entretanto nas avaliagdes que seqgosam (dia 1 a
dia 29) a densidade de ainol m?s’ tendeu a proporcionar os maiores valores
de ®PS2. Verificou-se, também, que o decréscimo desiavel se deu a partir
do primeiro dia de aclimatizacdo em plantas origrdtatratamento com o fluxo
de fétons de 6@mol m?s', enquanto que naquelas submetidas a densidade de

21 umol m?s™ o decréscimo ocorreu a partir do 8° dia (Tabela 5)
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Tabela 5.Producao quantica efetiva do FS®RS2) em plantas de batata-doce
cultivadasin vitro (dia zero) sob diferentes densidades de fluxodten$ (21 e
60 umol m?s™), e apds transferéncia para casa de vegetacab-89in

Fluxo Tempo (dias ap6s a aclimatizacao)
de fotons 0 1 3 15 22 29
(nmol m?s?)
21 0,658 Ab 0,679 Aa 0,507 Ba 0,251 Ca 0,203 Ca 0Q%3
60 0,738Aa  0,522Bb  0513Ba 0,242Ca 0,119Db  O[24

Letras minasculas na coluna comparam meédias deldaro de cada nivel do fator tempo.
Letras maiusculas na linha comparam médias de teeptro de cada nivel do fator luz.
Médias seguidas pela mesma letra ndo apresentafem®nga significativa ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

2) Eficiéncia fotoquimica de folhas geradaex vitro sob as condi¢cdes da casa

de vegetacao

Para a eficiéncia fotoquimica maxima para as folblginadas durante
aclimatizacéo foi observado apenas o efeito da fampo (Tabela 6). Desta
forma, as condi¢cbes de densidade de fluxo de f@mecarose a que as plantas
foram submetidas durante o cultivovitro nao influenciaram a razaq/ffF, das
folnas geradas posteriormente na casa de veget@gioalores obtidos para
estes tratamentos foram bastante similares em wadalos dias em que as
analises foram realizadas (Tabela 6). Observoutse go primeiro dia de
avaliacdo as folhas eram muito jovens e, confondieado pelos valores obtidos
da razédo ¢/Fy, poderiam ainda nado ter desenvolvido completamerdparato
fotossintético. Apdés uma semana (dia 8), verifiseuque a razdo Ay
aumentou significativamente, permanecendo alta restante por mais duas
semanas (dia 22). Apos este periodo, observou-skearascimo significativo da
eficiéncia fotoquimica maxima do fotossistema I&(#9), atingindo uma média

de 0,842, momento que antecedeu a absciséo foliar.
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Tabela 6. Eficiéncia fotoquimica méaxima do fotossistemaR|/Fy) em folhas
gerada®x vitro (dia 1-29) nas plantas de batata-doce oriundasiitieacin vitro

Fluxo de fétons Sacarose  Tempo (dias apos a emergéncia de folhas vitro)

(nmol m2sY (gL 1 8 15 22 29
21 20 0,831 0,875 0,883 0,882 0,829
40 0,834 0,872 0,885 0,875 0,844
60 20 0,837 0,875 0,883 0,878 0,852

40 0,808 0,871 0,881 0,883 0,846
Média 0,827C 0873A 0883A 0879A 0,842B

Letras mailsculas na linha comparam médias de tedepiro de cada nivel dos fatores
sacarose e luz. Médias seguidas pela mesma laeiraprésentaram diferenca significativa ao
nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Segundo Krause & Weis (1991) este paramduaofluorescéncia das
clorofilas é véalido como indicador de processodadeinibicdo, sendo também
utilizado como indicativo de estresse (Havanal., 1988). 1€ et al. (2001)
relataram, em um estudo com plantas de tomateyaoees em torno de 0,830
sdo tipicos de plantas ndo estressadas, enquaatyaju Huylenbroeclet al.
(1998), em um estudo com plantasGitathea louisae, encontraram valores de
F/Fv de 0,660, e o atribuiram como indicador de estre@sgros estudos
evidenciaram que o valor deg,/Fy € reduzido com a senescéncia foliar de
plantas de batata-doce (Haimeirong & Kubota, 2008). presente estudo
observou-se uma reducdo da razgd§r para valores entre 0,603 e 0,687 no
ultimo dia de avaliacdo (dia 29) quando as folhasadgsin vitro ja se
encontravam senescentes (Tabela 1), estando, foortde acordo com os
resultados obtidos pelos autores citados acimaretanto, nas folhas geradas
vitro, os valores entre 0,829 e 0,852 no ultimo diaadasiacdes da razag -y,
(Tabela 6), apesar de significativamente menoreficam que as plantas de
batata-doce estavam amplamente adaptadas as amdigtbientais da casa de
vegetacdo, mesmo a folha avaliada encontrandofegpnmcesso de senescéncia
foliar.

Houve interacao tripla entre os fatores testadoa parelacéo V/Fy' em
folhas novas geradas sob as condi¢des da casajemg@o (Tabela 7). De uma
maneira geral, observou-se que a razg-f’ de folhas formadasx vitro foi

baixa no primeiro dia das avaliacdes, atingindorséximo entre o 8° e 15° dia
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para os tratamentos com a densidade de fluxo dasfate 2lumol m*s'e aos
15 dias para os tratamentos com o fluxo de fétoes6@ pmol m? s?,
independente da concentracdo de sacarose (Tabdlal fato pode indicar um
adiantamento no desenvolvimento fotossintéticofalass das plantas que foram
inicialmente submetidas a baixa densidade de flexdotons, podendo ter um
efeito residual da condicdo de cultivo vitro. Contudo, o comportamento da
eficiéncia fotoquimica efetiva para todos os traatos, esteve como previsto,
ou seja, um incremento com o crescimento da fdimaijar ao ocorrido com a

eficiéncia fotoquimica maxima (Tabela 6).

Tabela 7. Eficiéncia quantica fotoquimica efetiva em estadiaptado a luz
(F//Fv') em folhas geradagx vitro (dia 1-29) nas plantas de batata-doce
oriundas do cultiven vitro

Fluxo de fétons Sacarose Tempo (dias ap6s a emergéncia de folhas vitro)
(nmol m2sY) (gL 1 8 15 22 29
21 20 0,432 Cal 0,741 Abal 0,815 Aal 0,643Bal 0,594 B
40 0,440 Cal 0,723 Abal 0,816 Aal 0,614Bal 0,679 Abal
60 20 0,476 Cal 0,641 Bal 0,815 Aal 0,584 Bcal 0,706 Abal
40

0,521 Bal 0,606 B8 0,817 Aal 0,611 Bal 0,490 B

Letras minUsculas na coluna comparam médias deosecdentro de cada nivel dos fatores luz
e tempo. Letras mailsculas na linha comparam métiaseempo dentro de cada nivel dos
fatores sacarose e luz. Letras gregas na colunpazam médias de luz dentro de cada nivel
dos fatores sacarose e tempo. Médias seguidasedma letra ndo apresentaram diferenca
significativa ao nivel de 5% de probabilidade pgekte de Tukey.

Analisando a producao quantica efetiva do FS If@ims geradasx vitro,
observou-se interacdo tripla entre os fatores destgTabela 8). As folhas
apresentaram valores significativamente baixosP&&2 no primeiro dia de
avaliacdo, os quais, de um modo geral, aumentanaauntia do 8° dia e atingiram
um maximo no 15° dia. Para as folhas das plantasetidas aos tratamentos
com o fluxo de fétons de 2imol m?s* os valores méximos ocorreram no 15°
dia, porém nao diferiram estatisticamente do obtido8° dia (Tabela 8). No

entanto, apos este periodd?S2 voltou a decrescer, sendo o menor valor (0,382)
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obtido no Gltimo dia de avaliac&o (dia 29) paraatemento com 6@mol m?s*

e 40 g L' de sacarose (Tabela 8).

Tabela 8.Producéao quantica efetiva do FS®RS2) em folhas geradas vitro
(dia 1-29) nas plantas de batata-doce oriundasiltioain vitro

Fluxo de fétons Sacarose Tempo (dias apés a emergéncia de folhas vitro)
(nmol m2sY  (gL? 1 8 15 22 29
21 20 o389cal 0,711 Abal 0,796 Adl 0,558 Bcadl 0,580 Bcd
40 0,442 Cal 0,720 Abal 0,796 Aal 0,551 Bcal 0,572 Bcdl
60 20 0,391 Bal 0,680 Aal] 0,803 Aal 0,461 Bl 0,696 Ad]
40

0,421 Cal 0,545Bc@§ 0,805 Aal 0,658 Abal 0,382 CIf

Letras minusculas na coluna comparam médias deosacdentro de cada nivel dos fatores luz
e tempo. Letras mailsculas na linha comparam métiaseempo dentro de cada nivel dos
fatores sacarose e luz. Letras gregas na colunpazam médias de luz dentro de cada nivel
dos fatores sacarose e tempo. Médias seguidasmesma letra ndo apresentaram diferenca
significativa ao nivel de 5% de probabilidade pgekte de Tukey.

3) Fotossintese potencial ao término do cultivim vitro e em folhas geradas

ex Vvitro

Quando se comparou a taxa de liberacdo de oxiggn@representa a taxa
fotossintética potencial de folhas imediatamentésag retirada das plantas do
cultivo in vitro com a taxa medida de uma folha originada apodimaizacao
(ex vitro), observou-se que apenas o fator condicdo em guell@as foram
geradas foi significativo (Tabela 9). As folhas aglas durante a cultura de
tecidos apresentaram uma taxa fotossintética patemédia significativamente
superior (29,6(Qumol O, m?s') do que a exibida por folhas geradmsvitro
(22,21 umol O, m?s!). Cabe salientar que independente da condicaquem
foram geradas, as folhas utilizadas para estasarsdi encontravam expandidas e

verdes.
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Tabela 9. Taxa de evolugdo de oxigénionfol O, m?s?) em folhas de plantas
de batata-doce geradasvitro e em folhas geradas vitro, apos transferéncia
para a casa de vegetacao

Taxa de evolucdo de oxigénio

Fluxo de fétons Sacaflo 5 (umol O, m?s™)
(nmol m?s?) L) In vitro EX vitro
21 20 27,08 21,65

40 31,03 21,26
60 20 30,46 22,18
40 29,84 23,75

Média 29,60 A 22,21 B

Letras mailsculas na linha comparam médias de cdmddm que as folhas foram geradas.
Médias seguidas pela mesma letra ndo apresentafemanga significativa ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

Conforme Harelet al. (2004), o rendimento quantico da evolucao
fotossintética de oxigénio ou a assimilacdo de, C&3tdo fortemente
correlacionados com a eficiéncia fotoquimica méaxitodotossistema Il ({#Fy)

e por isso este ultimo parametro € amplamentezaditi como indicador de
fotoinibicdo. Em nossos estudos, verificou-se quazao k/Fy, é bastante alta
ao término do cultivén vitro, porém nao se diferencia muito dos valores obtidos
em folhas geradaex vitro.

Le et al. (2001) estudaram o efeito da sacarose exdégend8%0) @ma taxa de
evolucdo de oxigénio de plantas de tomdigcdpersicon esculetum Mill.)
cultivadasin vitro e submetidas aos tratamentos com baixa ou altddele de
fluxo de fétons (50 ou 50Qmol m?s?) e baixa ou alta concentracdo de gas
carboénico (400 ou 4000 ppm). Os autores verificacar®a a sacarose exdogena
promoveu um aumento na taxa de evolucdo de oxigfmeo 11,22 para
15,75umol O, m?s™), ap6s 20 dias de cultivia vitro com baixo fluxo de fétons
e baixa concentracdo de gas carbénico, evidenciasdefeitos positivos da
sacarose exdgena. Segundo os autores, esta aprigg@a da culturan vitro,
certamente limita a atividade fotossintética (lagdo de fonte) e favorece a

condicao fotomixotroéfica. Entretanto, quando asfala foram cultivadas sob alta



43

densidade de fluxo de fétons e alta concentrac&gadecarbdnico, o equilibrio
fonte-dreno foi direcionado para a limitacdo dondiee os efeitos no
crescimento e na fotossintese foram menores narg&sla sacarose.

Diversos autores relatam que durante o cultivatro condi¢des tais como
baixa densidade de fluxo de fétons, alta umidadeabdisponibilidade de gas
carbbnico e alta concentracdo de acucar no meicultera caracterizam
condicdes heterotréficas e/ou mixotroficas, o qumimmza a capacidade
fotossintética das plantas (Amanaial., 1999; Seoret al., 2000; Carvalhaet
al., 2001; Leet al., 2001). Isto ocorre porque 0 ambiemt@itro pode determinar
caracteristicas morfologicas, anatdmicas e fisiodfgyanormais, como precario
desenvolvimento dos grana dos cloroplastos (Casvathal., 2001) e dos
estdbmatos (Seoet al., 2000), retardo no desenvolvimento da cuticule eeras
epicuticulares (PospiSilowd al., 1998). Estas anormalidades sdo reparadas apos
o transplante para condicoex vitro, sendo necessario, em muitos casos,
semanas de aclimatizacdo em ambiente sombrio edeonéscimo gradual da
umidade do ar (Pospisilowfal., 1998). Dessa forma, a aclimatizacdo de plantas
em casa de vegetacdo ou em condi¢cdes de campes®uma passo critico para
o desenvolvimento de estruturas autotréficas entamgspécies (Carvalho &
Amancio, 2002), requerendo tempo e gastos queingsitn a aplicaciao
comercial do processo de micropropagacéao (sealn 2000).

Haimeirong & Kubota (2003) estudaram o efeito divesse de seca e da
idade foliar no processo fotossintético de quattivares de batata-doce e
verificaram que os valores dBPS2 diminuiram para 47,5%, em relacdo ao
controle, nas cultivares submetidas a seca, enugaetpara os valores de/Fy
houve uma grande variacdo entre as cultivares. c& sea idade foliar néo
afetaram muito a razdq M da cultivar KOG, que permaneceu em torno de 0,8,
indicando que ndo ocorreu danos funcionais ao dtiesna destas folhas. Ja
para a cultivar BEM, este parametro decresceu aamdte com a idade foliar,
enquanto que para as cultivares OKI e TSU estardra foi consideravelmente
baixo (proximos a 0,72). Comparando-se os valoeek,fF, obtidos por estes

autores com 0s observados neste estudo, obsenaueska uma similaridade
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com os resultados encontrados para as folhas gsistpam apos a transferéncia
das plantas para a casa de vegetacéao, entretantoes@éres quando comparados
com os obtidos com as folhas gerachagtro ouex vitro, 0s quais se mantiveram
acima de 0,81. Salienta-se, ainda, que a idadar falgue os autores se referem
sdo na verdade a posicdo em que as folhas se en@mta partir do apice
caulinar.

Pandeyet al. (2006) estudaram o efeito da aclimatizagcdo no gasm
fotossintético de plantas denoectochilus formosanus sob densidades de fluxo
de fotons de 60, 180 e 300 umof &', e verificaram que o maior fluxo de
fotons induziu processos fotoinibitorios em virtudiee diminuig&o significativa
dos valores das razbeg/ly e R/'/F\’ e PPS2.

Os resultados desta pesquisa estdo de acordo caall@eet al. (2001), os
quais cultivaram explantes de videik4t(s vinifera L.) e de castanheira hibrida
(Castanea sativa x C. crenata) in vitro com uma densidade de fluxo de fotons de
50 umol m? s*, com posterior irradiancia durante a fase de atliracéo de 150
e 300 umol nf s*. Os autores verificaram que a capacidade fotésiiatde
folhas persistentes em ambas as espécies e subsnetighlalquer tratamento, ndo
se diferenciou significativamente da capacidadeskintética das formadas
vitro. Estes mesmos autores também observaram que aRgEgodas folhas
que persistiram a aclimatizacdo diminuiu com o ®ngspecialmente 24 horas
apos a transferéncia das plantas para a casa dgag@&g, sendo que este
decréscimo ocorreu mais rapidamente nos tratamecdos alta irradiancia
(300 umol nf s e que em folhas novas, a razdg/Fy permaneceu
praticamente constante ao longo do periodo expetahe

Van Huylenbroeclet al. (1998) verificaram que o coeficiente de extingao
fotoquimico (gP) deSpathiphyllum floribundum cultivadas em meio contendo
3% de sacarose foi maior ao término do culfiveitro, diminuindo quando as
plantas foram aclimatizadas, enquanto que em pladeaCalathea louisae
submetidas a 3% de sacarose e 2% de glicose nweocurtvitro, houve um
aumento do gP na aclimatizacdo. Entretanto, em sabpecies, folhas novas

desenvolvidas apds a aclimatizacdo apresentaramgRulmem maior, enquanto
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que diferencgas significativas da relacd@Hy nao foram observadas entre as
condices foliares. Os mesmos autores relatampastsfotossintética positiva
de Spathiphyllum em virtude dos altos valores dg/f, e gP ao término do
cultivo in vitro, enquanto queCalathea apresentou baixa (0,66) eficiéncia
fotoquimica maxima do fotossistema |l e baixpenching fotoquimico,
indicando que houve uma regulacéo negativa dadatiel da rubisco em virtude
da fonte de carbono adicionada ao meio, sugerindoibécdo do processo
fotossintético.

No presente estudo, observou-se, de modo geral,oguparametros de
fluorescéncia das clorofilas atingiram valores mms ao término do cultivin
vitro e diminuiram ao longo do tempo ap0s a transfeaéd@s plantas para casa
de vegetacdo. Acredita-se que esses decréscimoeraco Ndo somente em
virtude da senescéncia foliar, mas também pelafesgncia de um ambiente
heterotrofico/mixotrofico para um autotrofico. Jasrfolhas geradaex vitro, os
parametros de fluorescéncia foram baixos no pronaia de avaliagcao,
possivelmente porque as folhas eram muito jovensingla ndo tinham
desenvolvido completamente o aparato fotossintéfimacional, atingindo
valores maximos no 15° dia e diminuindo nas demeadiacdes, quando ja se

encontravam em processos de senescéncia foliar.
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CONCLUSAO

A concentracdo de 20 g'lde sacarose e a densidade de fluxo de fétons de
21 pmol nf? s' proporcionam condicBes fisiolégicas que permitela a
capacidade fotossintética de folhas geradasitro, apés a transferéncia das
plantas para a casa de vegetacdo. Entretanto,nasrmmacdes de sacarose nos
meios de cultivo e as densidades de fluxo de fowmpie as plantas foram
submetidasin vitro ndo interferem na performance fotossintética dbafo

geradagx vitro.
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