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RESUMO

CRESPO, LUIZ EDUARDO DE CAMPOS, Ds; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro; Julho 2007; Cultivo in vitro de cana-de-agucar
(Saccharum spp.) em ambientes que favorecem condi¢cdes heterotréficas e
mixotroficas: um estudo relacionado a fotossintese, a eficiéncia fotoquimica e as
relacdes hidricas; Eliemar Campostrini, Ricardo Enrique Bressan Smith, Mara
Menezes de Assis Gomes, Carlos Frederico de Menezes Veiga.

O Brasil busca, como maior produtor e exportador de acucar e etanol oriundos da
cana-de-agucar, ganhos da produtividade agricola com uso de plantulas de
excelente qualidade, pela micropropagacao. Nessa cultura in vitro, a adicdo de
sacarose no meio, em concentracdes variadas, eleva a produg¢ao de biomassa e
favorece o enraizamento. O objetivo deste trabalho foi estudar os aspectos
ecofisiolégicos do cultivo in vitro da cana-de-agucar relacionados a fotossintese,
fluorescéncia, crescimento e as relagdes hidricas. Os tratamentos consistiram na
combinacdo de sacarose adicionada ao meio (1,5%; 3% e 4,5%), com dois tipos
de ventilagao no frasco. O frasco sem trocas gasosas com ambiente externo (VO0),

e o ventilado (V1) com a injecao de ar comprimido caracterizado com 30 mL min™;
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75% UR; 27°C; 370 uL de CO, L' e esterilizado (Filtro Millipore; 0,2um). A
unidade experimental contemplava um frasco de vidro transparente de 2,2 L e
cada frasco continha frascos menores com 30 mL de meio cada. Os explantes
foram colmos inteiros, de plantulas, com dois a trés centimetros, contemplando
folhas cortadas transversalmente acima do pice caulicar para a padronizagcédo do
tamanho. Nas prateleiras, o experimento foi instalado a 25°C +1,0; 135 ymol de
FFF m? s™'; fotoperiodo de 16h; meio MS acrescido de mio-inositol (100 mg L™),
agar (13g L") e sem reguladores de crescimento. Aos trinta dias da inoculacéo,
avaliou-se o pH do meio, o comprimento da nervura central da folha, a
fluorescéncia da clorofila a, as trocas gasosas, a intensidade de cor verde da
folha (indice SPAD), a massa seca, o déficit de pressao de vapor entre a folha e 0
ar, a transpiragdo, a condutancia estomatica, a taxa de perda de agua e a
fotossintese potencial. Como resultado, as plantulas nao apresentaram
competéncia fotossintética em 300 umol m? s (FFF), quando avaliadas pela
assimilacdo de CO.,. Este caso foi associado a comprometimentos na fase
bioquimica da fotossintese, causados pela presenca da sacarose no meio, uma
vez que as plantulas apresentaram significativa estrutura e atividade do PSII. O
complexo de liberacdo de oxigénio (CLO), representado pela fotossintese
potencial, apresentou atividade a 1,5% de sacarose, nas intensidades de 300 a
750 umol de FFF m? s™'. Houve fotossintese potencial nas folhas das plantulas
cultivadas nos frascos ventilados, em FFF acima de 350 pmol m? s'. Na
substituicdo da fonte exégena de carbono (sacarose) pelo carbono via CO, (370
uL L"), em condicao de FFF de 135 pmol m? s, ndo houve estimulo relacionado
ao metabolismo autotréfico. Nessa espécie, a ventilagdo dos frascos de cultivo
reduziu a taxa de perda de agua, proporcionou uma menor condutancia
estomatica, maior intensidade de cor verde nas folhas e maior ganho de
biomassa. Estas respostas podem estar associadas a eliminacao do etileno e de
outros gases toxicos, ou por ter evitado a deplecdo do oxigénio dentro dos
frascos.

Palavras-chaves: Cana-de-agucar; micropropagacao; ventilacdo forcada;

condigao mixotréfica; fotossintese.
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ABSTRACT

CRESPO, LUIZ EDUARDO DE CAMPOQOS, Ds; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro; July 2007; Sugar cane in vitro cultivation (Saccharum
spp.) in environments that favor heterotrophical and mixotrophical conditions: a
study related to the photosynthesis, to the photochemical efficiency and to the
hydrical relations; Eliemar Campostrini, Ricardo Enrique Bressan Smith, Mara
Menezes de Assis Gomes, Carlos Frederico de Menezes Veiga.

Brazil searches for, as the biggest producer and exporter of sugar and ethanol
derived from the sugar cane, agricultural productivity gain by using seedlings with
excellent quality, by micropropagation. In this in vitro crop, the sucrose addition in
the environment, in varied concentrations, increases the biomass production and
favors the rooting. The aim of this paper was to study the ecophysiological aspects
of the sugar cane in vitro cultivation related to the photosynthesis, fluorescence,
growing and to the hydrical relations. The treatments consisted of the sucrose
combination added to the environment (1,5%; 3% and 4,5%), with two types of
ventilation in the flask. The flask without gaseous exchanges with the external
environment (V0), and the ventilated (V1) with compressed air injection
characterized by 30 mL min-1; 75% UR; 270C; 370 pyL of CO2 L-1 and sterilized
(Millipore Filter; 0,2um). The experimental unit contemplated a 2,2 L transparent
glass flask and each flask had smaller flasks each one with 30 mL of environment.
The explants were entire stems, of seedlings, ranging from 2 to 3 centimeters,
contemplating leaves transversely cut above the stem apex for the size
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standardization. On the shelves, the experiment was installed at 25°C +1,0; 135
umol of FFF m? s™; photoperiod of 16h; MS environment plus Myo-Inositol (100
mg L), agar (13g L") and without growing regulators. After thirty days of
inoculation, the PH of the environment was evaluated, as well as, the central
ribbing length of the leaf, the chlorophyll fluorescence, the gaseous exchanges,
the green color intensity of the leaf (SPAD index), the dry mass, the steam
pressure deficit between the leaf and the air, the transpiration, the stomatal

conductance, the rate of water loss and the potential photosynthesis.

As a result, the seedlings have not presented photosynthetic competence in 300

umol m? s

(FFF), when evaluated by the CO. assimilation. This case was
associated with compromises in the biochemical phase of the photosynthesis,
caused by the sucrose presence in the environment, once that the seedlings
presented significant structure and activity of the PSII. The complex of liberating
the oxygen (CLO), represented by the potential photosynthesis, presented activity
at 1,5% of sucrose, under intensities ranging from 300 to 750umol of FFF m?s™.
There was potential photosynthesis on the leaves of the seedlings cultivated in
ventilated flasks, in FFF over 350 umol m? s”. When replacing the carbon
exogenous source (sucrose) by the carbon via CO; (370 uL L), under the FFF
condition of 135 pmol m? s, there was no stimulus related to the autotrophic
metabolism. In this species, the ventilation of the cultivation flasks reduced the
water loss rate, provided lesser stomatal conductance, higher green color intensity
on the leaves and higher biomass gain. These answers can be associated to the
ethylene elimination and other toxic gases, or for had avoided the oxygen
depletion inside the flasks.

Key-words: Sugar cane; micropropagation; forced ventilation; mixotrophical
condition; photosynthesis.
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1. INTRODUCAO

A cana-de-agucar foi introduzida no Brasil no século XVII, com o objetivo
de quebrar o monopdlio mundial exercido pela Frangca no comércio com o agucar
produzido nas llhas do Caribe. Desde aquele periodo, o cultivo e a producao
desta espécie vém representando um importante segmento no setor socio-
econbmico do pais. O cultivo da cana-de-acucar teve um grande aumento
quando, em meados da década de 70, o Brasil criou o Programa Nacional do
Alcool. Neste programa, o objetivo foi estimular a producdo do etanol visando ao
atendimento das necessidades dos mercados interno e externo e da politica de
combustiveis automotivos. Hoje, o Brasil € o principal pais do mundo a implantar,
em larga escala, um combustivel renovavel alternativo ao petréleo. O etanol é
reconhecido mundialmente pelas suas vantagens ambientais, sociais e
econOmicas e 0s paises do primeiro mundo estao interessados nesta tecnologia
brasileira.

Atualmente, a cana-de-agucar € uma das principais culturas do panorama
brasileiro, ocupando uma area de mais de 4 milhdes de hectares. Esse niumero
continua crescendo em funcdo do uso desta cultura como fonte de energia
(acucar e élcool). Segundo a UNICA (2007), nas safras de 2004/05, 2005/06 e
2006/07, o Brasil produziu 386,1; 386,6 e 426,0 milhdes de toneladas de cana,
respectivamente. Desta producao de cana, nestas safras, foram produzidas 22,1;
22,0 e 25,6 milhdes de toneladas de acucar; e foram produzidos 15,41; 15,94 e



17,76 milhdes de m® de etanol, respectivamente. Estas producdes correspondem
a cerca de 30% do total mundial, o que consolida o pais como o maior produtor de
cana-de-agUcar e maior exportador de agicar do mundo.

No Estado do Rio de Janeiro, dentre os diversos produtos agricolas
cultivados, a cana-de-acucar € a cultura de maior importdncia econdmica,
apresentando a maior area colhida e o maior valor de produgdo. Em 2005, o
Estado do Rio de Janeiro registrou a maior safra desta cultura dos ultimos dez
anos: 6,5 milhées de toneladas, 15% a mais que na safra anterior (Veiga, 2006).
O recorde na producdo foi resultado de condi¢cbes climaticas adequadas,
inovacgdes tecnoldgicas e pesquisa cientifica aplicada.

No Brasil, a regido Norte do Estado do Rio de Janeiro foi uma das
primeiras a iniciar a atividade canavieira, a qual ainda representa um importante
segmento na economia regional. De acordo com o levantamento da Producgéo
Agricola Mundial 2003/2004 do IBGE, citado por Veiga (2006), Campos dos
Goytacazes é o municipio que apresenta a maior area colhida de cana-de-acucar,
com cerca de 60% do total da area colhida do Estado. Em relagdo a quantidade
total de cana-de-acucar produzida por municipio, Campos dos Goytacazes ocupa
o segundo lugar, seguido apenas do municipio de Morro Agudo, situado na regiao
nordeste do Estado de Sao Paulo (Veiga, 2006). Diante da importancia da cultura
da cana-de-acucar no estado do Rio de Janeiro, torna-se necessaria, cada vez
mais, a busca na elevacao da produtividade desta espécie. Uma das alternativas
para esta elevacao € a formacao de lavouras de alta qualidade. Tal acdo somente
se consegue por meio do uso de mudas de excelente qualidade. Desta maneira, a
micropropagacao é uma técnica que pode contribuir significativamente para a
producdo de mudas de qualidade desta espécie. Entre as diversas vantagens que
esta técnica apresenta, destaca-se a producéao rapida de mudas em larga escala
e a eliminacdo de microrganismos potencialmente fitopatogénicos (Teixeira,
2001).

A micropropagacdo tradicional tem como premissa a presenga de
sacarose no meio de cultivo, uma vez que este composto eleva a producéo de
biomassa e pode contribuir para aumentar o enraizamento de muitas espécies in
vitro (Grattapaglia e Machado, 1990). Entretanto, quando a concentragdo deste

composto apresenta-se em excesso, ele pode aumentar o grau de contaminagio



do meio de cultivo, promover alteracdo no estado hidrico, inibir a sintese de
clorofila, diminuir as atividades de algumas enzimas do ciclo de Calvin e, desta
maneira, comprometer significativamente a capacidade fotoautotréfica (Kozai,
1999). Com base nestas informacgdes, torna-se necessario utilizar no meio de
cultivo uma concentracdo adequada de sacarose. Ao se utilizar em quantidades
adequadas deste composto, pode-se otimizar o crescimento do explante sem uma
elevacdo nos custos e na contaminacdo do meio de cultivo. A concentracado de
sacarose em niveis adequados pode evitar o comprometimento no metabolismo

fotossintético e nas relagdes hidricas do material micropropagado.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 — CANA-DE-AGUCAR (Saccharum officinarum)

A cana-de-agUcar (Saccharum officinarum) € uma graminea perene do
reino Plantae, filo Magnoliophyta, classe Liliopsida, ordem Poales, familia
Poaceae, género Saccharum.

A cana-de-agucar € produzida por meio da propagacao assexuada. Na
brotacdo da gema estdo envolvidas substancias reguladoras de crescimento. O
rapido desenvolvimento das gemas depende do estado nutricional do tolete, que
influenciard também o desenvolvimento da cultura (Clements, 1980).

As raizes da cana-de-agucar sao fasciculadas e podem atingir até 4m de
profundidade. Em S. officinarum, cerca de 80% das raizes concentram-se nos
20cm superficiais do solo (Sampaio et al., 1995). Esta planta apresenta rizomas
com nds, entre-nds e gema. As folhas sdo simples, alternadas e compostas de
lamina e bainha, ambas ligadas por uma por¢cdo internamente membranosa,
denominada ligula. Normalmente, a bainha apresenta na borda a auricula e
existem pélos. Dependendo das condigcdes climaticas, a duracao da folha pode
variar de 30 a 150 dias, e 0 espaco de tempo entre o aparecimento de uma folha
e outra, em nos sucessivos, varia de cinco a sete dias (Haag et al., 1963).

Esta espécie apresenta uma inflorescéncia denominada panicula, o caule
€ um colmo e as folhas possuem laminas com silica nas bordas. A bainha das



folhas € do tipo aberta. Em curto periodo, € uma cultura que produz um alto
rendimento de matéria verde, energia e fibras, sendo considerada uma das
plantas com maior eficiéncia fotossintética. Em larga escala, o plantio da cana-de-
acucar é tradicional e é, em varios paises das regides tropical e subtropical,
utilizado para a producdo de acucar, etanol e outros subprodutos. Os colmos,
caracterizados por n6s bem marcados e entrends distintos, quase sempre sao
fistulosos, espessos e repletos de suco acucarado. As flores, muito pequenas,
formam espigas florais, agrupadas em paniculas e rodeadas por longas fibras
sedosas, congregando-se em enormes penddes terminais de coloragcao cinzento-
prateada.

Existem diversas variedades cultivadas de cana-de-aglcar que se
distinguem pela cor e pela altura do caule. Esta parte da planta pode atingir entre
trés e seis metros de altura e ter de dois a cinco centimetros de didmetro. A
multiplicacdo desta espécie é feita por meio de estacas e algumas variedades néo
produzem sementes férteis. A cana-de-agUcar € cultivada, principalmente, em
clima tropical, em que se alternam as estagdes secas e Umidas. Em geral, a
floragdo da cana-de-acucar comeca em abril e a colheita se da na estacao seca,
durante um periodo de trés a seis meses. No Sudeste do Brasil, esta espécie é
plantada de outubro a margo e colhida de maio a outubro. No Nordeste, ela é
plantada de julho a novembro e colhida de setembro a maio.

2.2 - MICROPROPAGAGAO

Em escala comercial e em curtos periodos de tempo, a micropropagacao
pode produzir plantas com alta qualidade fitossanitaria e com excelente
homogeneidade genética (Teixeira, 2001).

Na micropropagacao, o material de multiplicacdo utilizado é proveniente
do meristema. Conforme pesquisa de Hendre et al. (1983), o método de
propagacdao de cana-de-acucar, por meio do uso de meristemas, mostrou-se
viavel, pois os clones obtidos sdo fenotipicos e genotipicamente idénticos a
planta-mae. Lee (1988) aperfeicoou 0 método para aplicacao industrial.



Falando-se do sistema tradicional de cultivo in vitro, Miocque (1999)
relata os procedimentos adotados para a multiplicacdo por cultura de meristema

de cana-de-agucar conforme a seguinte descricao:

2.2.1 - PREPARO DA EXTRACAO DE EXPLANTE — ESTAGIO |

O explante é constituido de apices caulinares oriundos das gemas de
minitoletes de variedades (clones) de cana-de-acucar sadia em plena vegetacao
(6-8 meses de idade). Os minitoletes sdo desinfestados com hipoclorito de sédio
(2,5% Cloro ativo; Imersdo 10 min.) e lavados em agua pura. Em seguida, os
pequenos toletes sdo colocados para brotar em substrato esterilizado (Vermiculita
ou Composto Organico) em casa-de-vegetacdo (Incubado a 37°C; 15 dias). Na
seqUéncia, selecionam-se 0s ponteiros dos brotos mais vigorosos (cerca de 20
cm) e, no laboratério, apds lavagem com agua destilada, é extraido um pedaco,
contendo o meristema apical, com cerca de cinco centimetros. Faz-se uma
desinfestacao superficial (Hipoclorito de célcio (65% Cloro ativo; Imersao 15 min)
e uma lavagem, por imersdo, com agua destilada autoclavada, em ambiente
asséptico numa capela de fluxo laminar. Os apices caulinares (2-3 mm) sao
extraidos e inoculados em tubos de ensaio (2,5 x 8,5 cm) contendo ponte de
papel e 8,0 mL de meio denominado MS1. Neste primeiro estagio, o meio de
cultura contém cinetina (0,1mg L") como o tnico regulador de crescimento.

A composicado destes meios de cultura foi pesquisada por Murashige e
Skoog (1962), e é conhecida pelas abreviagbes MS seguido do numero de
referéncia do estagio de desenvolvimento, MS1; MS2 e MS3, correspondente ao
estagio |, Il e o lll respectivamente.

Os frascos de cultivo ficam em camara de crescimento com temperatura
de 28-30°C; iluminagdo com lampadas fluorescentes de 3000 Lux (+ 38 umol. m®
s”; Distancia de 20 cm dos recipientes) e um fotoperiodo de 12 horas. Este
estagio €& caracterizado apdés cerca de 30-45 dias apdés o inicio do
estabelecimento in vitro, quando as plantas atingem o tamanho de 03 cm de

altura.

2.2.2 - DESENVOLVIMENTO DAS PLANTULAS - ESTAGIO I



As plantas estabelecidas in vitro passam para a fase de desdobramento
vegetativo. Estas sdo transportadas para vidro maior (5 x 12 cm) com 50 mL do
meio de cultura MS2, adicionada cinetina (0,1 mg L") e 6-benzilamina purina
(BAP; 0,2 mg L". A cada trés semanas procede-se ao subcultivo
(aproximadamente cinco vezes ou mais). Em geral, a permanéncia por um
periodo de 3 a 4 meses na camara de crescimento € suficiente. A taxa de

multiplicacdo é de 1:10, conforme a variedade considerada.

2.2.3 - FORMACAO DAS RADICULAS — ESTAGIO Il

As touceiras, bem desenvolvidas, provenientes da segunda etapa, sédo
divididas na base de manejos de trés perfilhos, os quais sdo colocados em
frascos de vidro contendo o meio MS3, adicionado cinetina (0,1 mg L) e &cido
indol butirico (AIB; 0,2 mg L ™). Nestas condi¢des, apds 21 dias, aparecem raizes,
e nessa etapa, ainda pode ocorrer a formacao de alguns perfilhamentos. Neste

estagio Ill, na camara de crescimento, o fotoperiodo deve ser de 16 horas.

2.2.4 - TRANSPLANTIO E ACLIMATACAO

Apos 15-20 dias, as touceiras mais desenvolvidas séo retiradas do meio
de cultura e subdivididas em manejos com as folhas aparadas e, para evitar o
ressecamento das raizes antes do transplante, as touceiras sdo postas em
recipientes com agua.

O transplante para a condi¢ao ex vitro é feito em recipientes préprios para
mudas (copos de plasticos; saquinhos de plasticos ou bandejas de isopor),
contendo substrato esterilizado. Em estufa com sombreamento, as mudas
transplantadas ficam mantidas em condi¢ées com umidade relativa acima de 80%
e temperatura de 28-35°C. Apéds 15 dias, é retirado o sombreamento e, durante 40
a 50 dias, as plantas sao expostas ao ambiente externo com irrigacao controlada,
até o plantio definitivo no campo (viveiro).

Veiga (1997) cita que na fase de enraizamento, ou seja, no terceiro
estagio da micropropagacdo em cana-de-agucar, a composicdo do meio de
cultura pode apresentar diferencas em relacao a apresentada por Miocque (1999).
Basicamente, as diferengcas consistem em uma reducao pela metade nos niveis

de todos os macronutrientes, do pH (de 5,8 para 4,0), a ndo-adicao de vitaminas e



reguladores de crescimento ao meio, e o0 nivel de sacarose é dobrado (de 2%
para 4%).

Com relacdao a micropropagacao, a partir de pouco material vegetativo,
esta técnica pode proporcionar uma rapida multiplicacao e em elevada quantidade
de plantas sadias e tal multiplicacdo em larga escala é independente da época do
ano. Além disso, a micropropagacao necessita de um espaco fisico pequeno,
permitem a obtencao de plantas livres de microrganismos como bactérias, fungos
e virus, os quais podem afetar, de maneira significativa, o desenvolvimento das
plantas (Grattapaglia e Machado, 1998).

Apesar das vantagens da propagacao in vitro, esta técnica pode produzir
plantas com certas caracteristicas peculiares, tais como partes aéreas muito
pequenas, menor quantidade de cera cuticular e epicuticular nas folhas, tecidos
com reduzida resisténcia mecanica (menos colénquima e esclerénquima), maior
conteudo de agua e estdmatos nao-funcionais (Cassells e Walsh, 1994; Ziv et al.,
1987). Em relacdo as plantas cultivadas ex vitro, esta técnica pode produzir
plantas com folhas finas (Wetzstein e Sommer, 1982) e pequenas, com poucos
tricomas e com baixa atividade fotoautotréfica (Catsky e Solarova, 1992; Deng e
Donnelly, 1993; Donnelly e Vidaver, 1984; Fujiwara, et al., 1987; Pospisilova et al.,
1992).

2.3 — FATORES AMBIENTAIS E CULTIVO IN VITRO

2.3.1-LUZ

A luz é utilizada na sala de cultura como estimulo ao crescimento e ao
desenvolvimento de plantas. A acado deste fator é devido a sua importancia em
relacdo aos mecanismos da fotossintese, da fotomorfogénese e do fototropismo
(Genoud et al., 1999; Pyke e Loépez-Juez, 1999). A luz branca fluorescente
apresenta uma composicdo espectral que pode variar e, com isto, causar
respostas diferenciadas na cultura in vitro. Como exemplo, em alguns casos, a
predominancia na emissdo de fétons na regido do vermelho até o azul pode
estimular a inducédo de calos, quebrar a molécula de AlA (acido indol acético) e
ainda estimular a inducao de brotos. Porém, nesta regidao do espectro, pode ter
inibicdo na inducao de raizes (Chamovitz e Deng, 1996; Barrueto Cid, 2001).



A exposicdo do material vegetal in vitro em intensidades luminosas
combinadas com composi¢coes espectrais pode fazer parte de estudos em varios
aspectos, como foi feito nos estudos relacionados a proliferacdo de brotos em
atemdia (Rasai et al.,, 1994), em macad a Malus domestica Borkh (Noé et al.,
1997), em Rhododendron (Marks e Simpson, 1999) e em petunia (Michalczuk e
Michalczuk, 2000); no desenvolvimento de brotos em Ceratonia siliqua L.
(Vinterhalter et al., 2001), e em tabaco Nicotiana tabacum (Radochova et al.,
2000; Kadlecek et al., 2001).

Em geral, a intensidade da luz na faixa de 400 a 500 ymol m?s™ melhora
a atividade fotossintética (Desjardins, 1994). Kozai et al., (1988, 1991), Lee et al.
(1995) e Dubé e Vidaver (1992) mostraram que a elevacdo da intensidade
luminosa, fornecida durante o cultivo in vitro, resultou no aumento na fotossintese.
Tendo as demais condicdes necessarias para se obter uma elevada atividade
fotossintética, 0 aumento da intensidade luminosa pode melhorar o crescimento

do explante. Entretanto, Lee et al. (1995) citam que, na presenca de 314 ymol m™

s de fluxo de fétons fotossintéticos, as plantas tiveram menor saturacgdo
fotossintética do que as plantas crescidas sob intensidade de luz considerada
média (115 pmol m? s™). A diminuicdo da fotossintese foi atribuida a danos
especificos nos pigmentos receptores de luz ligados ao sistema antena dos
fotossistemas. Ja Anna et al. (1999) citam que, sob um maior fluxo de fétons
fotossintéticos (FFF) (70 umol m? s™) e, tanto em condicdes fotomixotréfica
(sacarose 15 g L) e fotoautotréfica, o crescimento de brotos de explantes de
roseiras (cv. Samanta e Landora) cultivados in vitro foi superior quando
comparado ao crescimento sob um menor FFF (35 ymol m?s™).

Uma interacdo significativa foi observada entre o DIF (diferenca da
temperatura média diurna com a média noturna) e o FFF, em cultivos de plantas
de Rehmannia glutinosa, em condi¢des fotoautotréfica e fotomixotréfica (Cui et al.,
2000). O maior crescimento das plantas foi em DIF positivo (+8 DIF; 25/18°C) e
com o FFF de 210 umol m?s™.

Uma outra concepcao de fornecimento de energia luminosa no ambiente
in vitro é o uso de luz natural. Em bananeira, Kodym e Arias (1999) utilizaram a
luz natural numa intensidade média de 570 ymol m?s™ de FFF, temperatura de
23-30°C e fotoperiodo de 12-16 h. Nestas condigdes, houve a maior producéo de



brotos comparativamente a plantas crescidas em luz artificial a 65 pmol m?s™,

temperatura de 23-29°C e fotoperiodo de 16 h.
2.3.2 - CARBOIDRATOS

Dentre os componentes do meio de cultivo, a sacarose se mostra de
extrema importancia, pois é a fonte de carbono para o crescimento e
desenvolvimento do explante, quando a taxa fotossintética nas condi¢ées in vitro
nao é otimizada. Este composto é indispensavel e garante a permanéncia viva do
explante in vitro, ja que o sistema tradicional de cultivo ndo é suficientemente
autotréfico (Barrueto Cid, 2001). Sabe-se que os carboidratos fornecem energia
metabdlica e esqueletos carbdnicos para a biossintese de aminoacidos e
proteinas e polissacarideos estruturais como celulose (Torres et al., 1998).
Entretanto, quando as fontes de carbono sdo adicionadas em altas
concentragdes, o potencial osmoético do meio pode acarretar estresse hidrico, com
perdas de hidratacdo dos tecidos na condigcéo in vitro (Souza, 1995).

Os estudos fisiologicos de fatores ambientais, ligados a atividade
fotossintética de plantas em cultura de tecidos, sao fundamentais para o processo
de propagacao in vitro bem como o acompanhamento do material vegetal até as
condi¢cbes ex vitro, ap6s a utilizacdo de pré-tratamentos in vitro. A utilizacdo de
fatores ambientais como niveis de irradiancias e compostos organicos como a
sacarose foram estudados em Ceratonia siliqua L. Neste trabalho, foi verificado
que maiores valores de area foliar foram obtidos em combinagées com menor
concentracdo de sacarose e sob alta irradiancia e baixa irradiancia com maior
concentracdo de sacarose (Vinterhalter et al., 2001). Entretanto, os estudos com
tabaco (Nicotiana tabacum), de Kadlecek et al. (2001), mostraram que os maiores
valores de éarea foliar total foram encontrados nos pré-tratamentos com alta
irradiancia e alta concentracao de sacarose no meio. Neste trabalho, foi verificado
um aumento de espessura foliar em condicGes elevadas de irradiancia associadas
a presenca de sacarose. Segundo os autores do trabalho, este fato mostrou que
esses dois fatores foram os principais responsaveis pelo crescimento e
desenvolvimento de plantas in vitro da espécie em estudo. Nesse caso, o controle

do ambiente e do meio de cultura pode refletir a possibilidade de adequar as
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condicoes in vitro, com o objetivo de aproxima-lo ao maximo do ambiente ex vitro.
Tal agdo pode diminuir as perdas na aclimatacao.

Em elevadas concentragdes de sacarose, 0 crescimento de plantas de
rosa teve forte impacto no teor de amido nas folhas e, posteriormente, na
fotossintese (Capellades et al., 1991). Neste trabalho, observou-se uma
quantidade elevada de granulos de amido nas plantas crescidas em meio com 5%
de sacarose, enquanto que nos teores de 0 a 1%, nenhum granulo foi observado.
Paralelamente, o aumento na concentragdo da sacarose em niveis em torno de
5% reduziu, consideravelmente, a fotossintese. Tal comprometimento na
fotossintese foi associado a alteracbes na emissado de fluorescéncia da clorofila
(Capellades et al., 1990).

Ap6s quatro dias de cultivo, plantas de orquideas em condigdes fotoautotréficas
apresentaram maior crescimento, maiores taxas de fotossintese liquida e massa
fresca e seca. O valor destas duas ultimas variaveis foi 1,5 vez superior ao das
plantas cultivadas em condicdes fotomixotréficas (com sacarose no meio e sem

ventilacado forgada) (Hahn et al., 2001).

Segundo Pasqual (2001), tem sido sugerido que uma vez que as plantas in vitro
tém certa habilidade fotossintética e desenvolvem autotrofia, na presenca de
fatores fisicos do ambiente como o CO, e luz, ndo € necesséaria adicionar
sacarose ao meio de cultura. Assim, € conceituada a cultura de tecidos autotréfica

(livre de agucar) e a mixotrofica (intermediaria).

2.4 - FLUORESCENCIA DA CLOROFILA a

Uma técnica importante no diagnéstico do fotossistema Il (PSIl) é a
fluorescéncia. Varios artigos foram publicados sobre a base tedrica e aplicacoes
na ecofisiologia relacionados a fluorescéncia (Krause e Weis 1991; Schreiber et
al., 1998; Mohammed et al., 1995). Segundo Krause e Weis (1991), a medicao da
fluorescéncia pode ser considerada como uma medida de complemento as
medicdes do processo fotossintético. Segundo alguns autores, a emissédo da
fluorescéncia mostra o nivel da energia de excitacdo nos complexos

pigmentos/proteinas, energia esta que controla a fotossintese. Por meio da
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fluorescéncia, é possivel obter informagdes detalhadas sobre a estrutura, a
distribuicdo de energia e atividade do aparelho fotossintético e, em especial, o
fotossistema Il (PSII) (Strasser et al., 2000).

Em brotos de Pinus radiata, o estudo da fluorescéncia da clorofila
demonstrou que a eficiéncia fotossintética do PSII foi superior, quando estes
brotos foram desenvolvidos em meio de cultura in vitro, sem adicdo de sacarose.
Durante a mudanca da condicao heterotréfica para a autotréfica, ocorrida durante
a fase de aclimatizagao, a fluorescéncia da clorofila foi uma técnica util para
avaliar o nivel de estresse nutricional ou fisioldgico dos brotos de plantas de P.
radiata cultivado in vitro (Aitken-Christie et al., 1992).

Em comparacédo as plantas cultivadas nos meios de cultivo contendo 0%
ou 1% de sacarose, as plantas de morango cultivadas nos meios contendo 3% ou
5% de sacarose apresentaram menores valores do rendimento quantico e do
rendimento quantico maximo do PSII, caracterizado pela relagao F./Fn, (Hdider e
Desjardins, 1994). Segundo os autores, a sacarose afetou a capacidade
fotoquimica das plantas de morango micropropagadas. Tal dano foi possivel ser
detectado por meio do estudo da emissao da fluorescéncia.
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3 - MATERIAIS E METODOS

O experimento foi realizado na unidade de pesquisa em fotossintese de
plantas in vitro, no Setor de Fisiologia Vegetal, UENF, Campos dos
Goytacazes/RJ. Para tanto, utilizaram, como explante, plantulas de cana-de-
acucar (Saccharum Oficcinarum spp.) da variedade SP-791011, com dois a trés
centimetros de altura, sem raiz, proveniente de material vegetal cultivado em meio
MS modificado (0,2 mg L' de fonte de nitrogénio combinado; 0,1 mg L' de
cinetina; 0,2 mg L™ de 6-benzilamina purina (BAP); 1,0 mg L™ de tiamina; 100 mg
L™ de mio-inositol e 20 g L™ de sacarose), em condicdes de perfilhamento. O
material vegetal foi obtido no Laboratério de Cultura de Tecido, Campus Dr.
Leonel Miranda, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ) em
Campos dos Goytacazes/RJ.

A partir do material obtido na UFRRJ, instalou-se o experimento em sala
de crescimento de cultivo in vitro, a uma temperatura 25°C = 1,0; a um fluxo de
fétons fotossintéticos de 135 umol m? s, com 16h de fotoperiodo, obtido por
meio de lampadas fluorescentes do tipo grow lux (40 watts).

O meio de cultura utilizado no experimento foi o0 MS padrao (Murashige e
Skoog, 1962), acrescido de 100 mg L' de mio-inositol, 13 g L™ de agar, pH 5,7 (=
0,1) e sem adicao de reguladores de crescimento. Os trabalhos consistiram do
cultivo em ambiente com dois diferentes tipos de ventilacado (VO e V1) com quatro
niveis de sacarose adicionados ao meio de cultura (0%; 1,5%; 3% € 4,5%). A
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ventilagdo VO foi assim denominada, pois o frasco de cultivo ndo apresentava
trocas gasosas entre o ambiente in vitro e o meio externo. Neste tratamento, o
frasco era completamente fechado. A ventilacdo considerada V1 apresentava
trocas gasosas entre 0 ambiente de cultivo e 0 meio externo, e, nesta condicdo
V1, era injetado ar comprimido esterilizado a um fluxo de 30 mL min™, com 75%
de umidade relativa, a 27°C e com uma concentragdo em torno de 370 uL L™ de
CO:..

No sistema de ar comprimido, trabalhou-se com o ar natural oriundo de
um compressor (localizado externamente ao laboratério) acrescido de tubulagées;
registros; um regulador de pressdo com filtro (remover particulas em suspensao
tais como 6leo e agua); um distribuidor do fluxo (uniformizar o fluxo ar na
distribuicao); mangueiras (diametro 4.mm); um medidor da umidade relativa (UR)
e temperatura do ar comprimido; e um medidor do fluxo. O ar comprimido, antes
de penetrar nos vidros pelas tampas de cada frasco de cultivo, passava por filtros
esterilizadores (0,2 um; Millipore) instalados em cada frasco, sendo um localizado
na entrada e outro na saida do ar injetado, perfazendo dois filtros por frasco. Uma
vez que os frascos de cultivo apresentavam um volume de 2,2 L, o tempo
necessario para haver a troca completa do ar no frasco era de 73 minutos, ou
seja, nestas condi¢des, ocorriam 19,7 trocas por dia.

A unidade experimental foi constituida com um frasco de vidro maior (2,2
L; 180 mm altura e 150 mm diametro), e, neste frasco maior, foram colocados
quatro vidros menores (70 mL; 65 mm altura e 60 mm didmetro) sem tampa, tipo
“baby food”. O frasco menor, num volume de 30 mL, continha, individualmente, o
meio de cultura com uma das quatro diferentes concentracées de sacarose (0%;
1,5%; 3% € 4,5%).

Os frascos maiores, numa quantidade de 16 frascos, foram divididos em
dois grupos, conforme o ambiente de cultivo. Em um grupo de oito frascos, a
tampa foi completamente vedada (V0), e, em outro grupo, a tampa permitia a
troca gasosa num fluxo de ar de ventilagdo forgada (V1) (Figura 1).

Os frascos maiores com as respectivas tampas, e os frascos menores
com o0s meios de cultura foram conjuntamente esterilizados em autoclave com

pressdo de 1,5 atm e a temperatura de 121°C, por 20 minutos.
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Os trabalhos de inoculacao foram realizados sob condicdes assépticas, em
camara de fluxo laminar. Os explantes, plantulas de cana, receberam um corte
transversal do limbo foliar acima do épice caulinar, para que houvesse, no inicio
do experimento, uma padronizagdo do material vegetal a ser inoculado nos
frascos de cultivo. Aos trinta dias da inoculacdo, o meio de cultura e as plantulas
de cana desenvolvidas nos respectivos tratamentos receberam avaliacdo das

caracteristicas descritas a seguir:

Figura 1 - Plantulas de cana-de-agucar cultivadas in vitro em frascos tipo “baby
food”. Os frascos “baby food” estavam dentro dos frascos maiores

sem ventilagédo (VO) e com ventilagao forgada (V1).

3.1.1 - Determinagdo da massa seca da parte aérea (MSPA), matéria seca de
raizes (MSR) e a relagdo da massa seca da parte aérea com a massa seca das
raizes (MSPA / MSR): No final do experimento, as plantulas foram divididas em
duas partes: a aérea e raiz. Estas partes foram colocadas em estufa a 70°C por
48 h e foram pesadas para a determinacdo das respectivas massas secas. Com
os dados da massa seca, foi possivel estimar a relagdo da massa seca da parte

aérea com a massa seca da raiz (MSPA/MSR).

3.1.2 - Comprimento da nervura central da folha (CNF): Por meio de um
paquimetro digital da marca Starred (modelo Digital Caliper 727, 0-150 mm) o
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comprimento da nervura central da folha foi determinado medindo-se o tamanho

da nervura central da maior folha de cada plantula.

3.1.3 - Intensidade de cor verde das folhas (indice SPAD): O teor de clorofila total
foi estimado por meio de um medidor portatil do teor de clorofila modelo SPAD
502 (Chlorophyll Meter — Minolta, Japao). As medidas foram realizadas em
plantulas inteiras, em uma das 2° ou 3° folhas expandidas contadas a partir do
apice, de um dos colmos da plantula. As medidas foram feitas em trés diferentes
pontos do limbo foliar, direcionados a parte mediana evitando-se as extremidades
da folha. Apdés as medidas do indice SPAD, realizaram-se, nessas mesmas
folhas, as medidas das varidveis da fluorescéncia da clorofila a.

3.1.4 — O pH do meio de cultura: No final do experimento, o pH do meio de cultura
foi novamente medido com auxilio de um peagametro da marca Quimis, Séao
Paulo, e, durante as medidas, este foi inserido dentro do meio de cultura. Nesta
avaliacdo consideraram-se os frascos de cultivos que n&o se inclui sacarose ao

meio (0%), mas se fez o cultivo do explante.

3.1.5 — Trocas gasosas, Condutancia estomatica, Transpiracdo e o Déficit de
pressdo de vapor entre a folha e o ar: A taxa fotossintética liquida (A), a
condutancia estomatica (gs), transpiracao (E) e o déficit de pressao de vapor
entre a folha e 0 ar (DPVioha-ar) foram determinados na 2° ou 3° folha expandida
contada a partir do apice, de um dos colmos da plantula. Estas determinacdes
foram feitas a uma intensidade de 300 umol m? s de FFF, utilizando-se um
conjunto de LED’s vermelhos, sem alterar a temperatura da folha avaliada, e este
sistema de LED's estava acoplado a camara do Sistema Portatil de Medicao das
Trocas Gasosas, modelo LI - 6200 (LI-COR, Lincoln, NE, USA). As folhas

estavam fixadas a planta.

3.1.6 - Taxa de perda de agua (TPA): A taxa de perda de agua (TPA) da folha de
cada explante foi determinada segundo metodologia proposta por Eliasson et al.
(1994). A massa fresca (MF) de cada uma das 2° ou 3° folhas expandidas
contadas a partir do apice, e destacadas de um dos colmos da plantula, foi
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determinada. Inicialmente, a folha destacada, e, ininterruptamente, a cada 30
minutos, por meio de uma balanca de precisdo, foram feitas, seis leituras até
completar 180 minutos. A determinagcdo da TPA foi feita em bancada do
laboratério, nas condigdes de 25,6°C e 81% de umidade relativa. Estas variaveis
foram monitoradas por um medidor digital (Spectrum Technologies, USA; modelo
Watch 470) exposto ao lado da balanca. Nestas condi¢des, as folhas ficavam
sobre a bancada do laboratério durante todo o tempo de medicdo para que
ocorresse a perda de agua pelo tecido vegetal. Finalizadas as determinacbes da
massa fresca das folhas, estas foram colocadas em estufa a 70°C por 48 h e,
depois, foi determinada a massa seca (MS). A taxa de perda de &gua foi
calculada segundo a equacao:

TPA = ((Mf — My) (Mg — Ms)™") 100). Em que Mg corresponde & massa fresca
inicial, Mx corresponde a massa fresca a cada trinta minutos entre as medicoes, e

Ms corresponde a massa seca.

3.1.7 - Fluorescéncia da clorofila a: Nas mesmas folhas onde foram feitas as
medi¢des do indice SPAD e mantendo-as intactas com as plantulas em contato
com o meio de cultura, as variaveis da fluorescéncia da clorofila a foram medidas
usando o fluorimetro ndo-modulado PEA (Plant Efficiency Analyser-Hansatech
Ltd., King’s Lynn, Norfolk, UK). Na bancada do laboratério, apés adaptacdo ao
escuro por 30 minutos com auxilio de pincas, foram determinadas a fluorescéncia
inicial (Fo), a relagéo F,/Fn, (rendimento quantico maximo do PSIl) e a area sobre
a curva (area esta proporcional a quantidade dos aceptores localizados na parte
redutora do PSIl, redutores estes que passam elétrons para Qa) (Bolhar-
Nordenkampf et al., 1989).

3.1.8 - Fotossintese potencial: A fotossintese potencial (Apt) foi determinada no
limbo foliar da 2° ou 3° folha expandida contada a partir do apice de um dos
colmos da plantula, utilizando-se o eletrodo de oxigénio do tipo Clark (Hansatech
Instruments Ltd, King’s Lynn, Norfolk, Inglaterra). Para tanto, uma area conhecida
do limbo foliar foi posta na cAmara do aparelho e a taxa de liberagdo de oxigénio
foi determinada segundo a metodologia proposta por Delieu e Walker (1983). Por

meio do eletrodo e uma fonte externa de luz variavel, foi possivel tracar curvas
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entre a fotossintese potencial (taxa de liberacdo de oxigénio) e o fluxo de fétons
fotossintéticos incidentes sobre a parte da folha do explante. No tragcado da curva
da Apot versus Fluxo de Fétons Fotossintéticos (FFF), foram utilizados, por meio
de LED’s vermelhos, seis intensidades de FFF, com os valores de 0; 150; 300;
450; 600 e 750 umol m? s™'. Em cada intensidade de FFF, o tempo de medicdo da
Apot, foi de 3 minutos.

3.2 - ANALISE ESTATISTICA

O modelo estatistico adotado foi o fatorial com parcelas subdivididas no
delineamento inteiramente casualisado. Desta forma, adotou-se, para as
avaliacbes que contemplaram dois fatores, o modelo de equacdo descrito a
seguir: Yix=H + Vi + (Gk) + S; + VSj + (Gij); em que:

Yik = valor da ijk-ésima observacao;

U = efeito da média geral;

Vi = efeito do fator (Ventilacéo; V),i=1e 2,;

S; = efeito do fator (Sacarose; S),j=1,2 e 3.;

VS;; = efeito da interacdo do i-ésimo nivel de V com o j-ésimo nivel de S; e
Gk = erro experimental comk =1, 2, 3,... r. (repeti¢éo).

O modelo de equacao correspondeu ao numero de fatores considerados
em cada avaliacdo, bem como a analise de variancia (Quadro 1). Nos testes F e
de Tukey, considerou-se uma significancia a 5% de probabilidade.

Quadro 1 - Modelo da anélise de variancia para as avaliagdes de dois fatores,

Ventilagao e Sacarose, em parcelas subdivididas.

Somade Graude Quadrado

Coeficiente Variagdo . o F
Quadrado Liberdade Médio

Repeticao (R) SQr GLgr

Fator Ventilagéo (FV) SQpy GLpy QMEgy QMr/QMRges.|
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Residuo | (Res.l) SQRes.i GLRes.| QMges.|

PARCELA

Fator Sacarose (FS) SQks Glrs QMes QMrv/QMRes.i
Fator Interagdo (FVXFS) SQgvxrs) GLEvrs) QMEvixes) QMFvxrsy/QMRes.ii
Residuo Il (Res.ll) SQRes.ii GLRes.ii QMges i
SUB-SUBPARCELA SQrotal GLotal

Nas avaliagGes das massas secas, comprimento da nervura central foliar,
indice de SPAD, fluorescéncia da clorofila a e da taxa de perda de agua
ocorreram oito repeticées (r= 8), dois niveis para ventilacdo (VO e V1) e trés niveis
de concentracao de sacarose (1,5%; 3% e 4,5%); proporcionando um tamanho de
amostra igual a quarenta e oito (n= 48).

Nas avaliagbes da Fotossintese Potencial (Apst), Taxa Fotossintética
Liquida (A), Condutancia Estomatica (gs), Transpiracdo (E) e do Déficit de
Pressao de Vapor (DPVigna-ar) OCOrreram cinco repeticdes (r= 5), dois niveis para
ventilagcdo (VO e V1) e trés niveis de concentracdo de sacarose (1,5%; 3% e
4,5%), proporcionando um tamanho de amostra igual a trinta (n= 30).

Na avaliacado do pH do meio, ocorreram oito repeticdes (r= 8), dois niveis
para ventilacdo (V= 2) e quatro niveis de concentracdo de sacarose (0%; 1,5%;
3% e 4,5%), 0 que proporcionou um tamanho da amostra igual a sessenta e
quatro (n= 64).

Na avaliacao da taxa de perda de agua, ocorreram oito repeticdes (r= 8),
seis niveis de leitura (30; 60; 90; 120; 150 e 180 min.), dois niveis para ventilacao
(VO e V1) e trés niveis de concentragcdo de sacarose (1,5%; 3% e 4,5%),
proporcionando um tamanho de amostra igual a duzentos e oitenta e oito (n=
288). Esses resultados também foram submetidos a analise de regressao.

Na avaliacdo da Fotossintese Potencial (Apot), 0OCOrreram cinco repeticoes
(r= 5), seis niveis para leitura (0; 150; 300; 450; 600 e 750 pmol m? s™), dois
niveis para ventilacao (VO e V1) e trés niveis de concentragédo de sacarose (1,5%;
3% e 4,5%), proporcionando um tamanho de amostra igual a cento e oitenta (n=
180). Esses resultados também foram submetidos a analise de regressao.
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Na analise de varidncia das avaliagcbes em que se consideraram trés
fatores, o fator Leitura (F.) foi a parcela, o fator Ventilacédo (Fy) foi a subparcela e

o fator Sacarose (Fs) foi a subsubparcela.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

As plantas cultivadas in vitro sem adicdo de sacarose no meio (0%), nao
se estabeleceram nas duas condicdes do ambiente de cultivo, ou seja, sem e com
a ventilacédo forcada (Figura 2). Nesta fase da micropropagacao, este fato mostra
a importancia de se adicionar ao meio de cultura uma fonte exdégena de
carboidrato no inicio do estabelecimento das plantulas de cana-de-acucar. Mesmo
com a injecdo de ar, num fluxo de 30 mL min™ e na concentracéo de 370 uL L' de
CO,, no interior dos frascos de cultivo, sem adicao de sacarose, essa injecao nao
foi suficiente para fornecer carbono necessario para o crescimento dos explantes.
Possivelmente, nas condigdes estudadas neste trabalho, a intensidade luminosa
pode ter sido o fator limitante para esta espécie. De fato, sendo a cana-de-acucar
uma planta do metabolismo C4, requer elevadas intensidades luminosas para que
haja incorporacdo do carbono. Ou seja, as plantas que apresentam tal
metabolismo C4 necessitam de maiores quantidades de ATP, uma vez que,
nestas plantas, o CO, necessita ser concentrado nas células da bainha. Esta
concentragdo requer um adicional de dois ATP (Buchanan et al., 2000). Este fato
torna tais plantas mais exigentes em luz, o que as caracteriza como possuirem
elevada irradiancia de compensacao (Taiz e Zeiger, 2002). Sendo assim, torna-se
justificavel que as plantas C4 necessitem de um maior numero de fotons para
fazer funcionar, em maior intensidade, a fase fotoquimica da fotossintese (Taiz e
Zeiger, 2002). Estes resultados podem mostrar que, na auséncia de sacarose, em
frascos de cultivo ventilados com ar na concentragdo de 370 uL L de CO,, uma
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maior quantidade de luz acima de 135 pmol m? s devera ser necessaria para

uma melhor propagacao in vitro da cana-de-agucar.

O% {_5"/", 30%

Figura 2 — Plantulas de cana-de-aglucar (Saccharum Oficcinarum spp.) da
variedade SP-791011 em frasco de vidro, tipo “baby food”, aos 30
dias do cultivo em trés niveis (1,5%; 3% e 4,5%) de sacarose
adicionada ao meio e em dois niveis do ambiente de cultivo, o frasco
fechado (V0) e o com ventilagdo forcada (V1). A esquerda dois
frascos plantulas de cana-de-acucar que nao se estabeleceram em

meio sem sacarose (0%).

Nos quadros 2 e 3, observa-se que, das quinze caracteristicas avaliadas,
duas ndo apresentaram efeito significativo em nivel de 0,05, ou seja, o rendimento
quantico maximo do PSII (F,/F) e a area proporcional a quantidade de aceptores
localizados na parte redutora do PSIl (AREA). Houve, em oito caracteristicas,
efeito significativo da interacao entre ventilagdo no frasco de cultivo com a adicéo
de sacarose ao meio de cultura. As oito caracteristicas s&o assim relacionadas:
matéria seca (MSPA; MSR e MSPA/MSR), comprimento da nervura central da
folha (CNF), indice do SPAD, condutancia estomatica (gs), taxa de perda de agua

e liberagdo de CO, (Fotossintese potencial; Apot).
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Quadro 2 - Estimativa dos quadrados médios do fator ventilagdo (F,), do fator
sacarose (Fs), da respectiva interacao (Fy x Fs) e dos residuos em
parcela subdividida. Caracteristicas avaliadas em cultivo de
plantulas de cana-de-acucar aos trinta dias de cultivo in vitro.

Coeficiente Qm” Quadrados Médios - QM"
Variacao GL pH GL MSPA MSR MSPA/MSR CNF
Fv 1 0,001 ns 1 0,0201 * 0,0007 * 1,346 * 29677 *
Fs 3 23,48 * 2 0,0134 * 0,0032 * 0,7528 * 755 ns
Fv x Fs 3 0,037 ns 2 0,0127 * 0,0014 * 1,55634 * 1487 *
Residuo | 7 0,068 7 0,0005 0,0001 0,1182 193
Residuo Il 42 0,254 28 0,0004 0,0002 0,0958 261
T. Amostra (n) 64 48
Continua...

YpH = pH do meio de cultura; MSPA = Massa seca da parte aérea; MSR = massa
seca das raizes; MSPA/MSR = relacdo das massas secas da parte aérea com
das raizes; e CNF = Comprimento da nervura central da folha.

ns = N&o significativo em nivel de 0,05; e

* = Significativo em nivel de 0,05.

Quadro 2 - continuacao.

Coeficiente Quadrados Médios”

Variacao SPAD Fo Fv/Fm AREA
Fv 1 385,3 * 34347 * 0,0006 ns 77775208 ns
Fs 2 19,6 * 8782 * 0,0003 ns 16057708 ns
Fv x Fs 2 62,0 * 1183 ns 0,0006 ns 20068958 ns
Residuo | 7 4.7 399 0,0003 18813780
Residuo Il 28 3,4 426 0,0003 8795476

T. Amostra (n) 48

Continua...
SPAD = indice SPAD; F, = Fluorescéncia inicial; Fv/Fm = Rendimento Quantico
Maximo do PSIl; e AREA = Area proporcional & quantidade de aceptores
localizados na parte redutora do PSII.
ns = Nao-significativo em nivel de 0,05; e

* = Significativo em nivel de 0,05.
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Quadro 2 - continuacao.

Quadrados Médios"”

Coeficiente GL

Variacao A gs E DPV
Fv 1 30,4557 * 0,0663 * 26,5080 * 0,0684 ns
Fs 2 8,4038 ns 0,0299 * 18,2730 * 0,0447 *
Fvx Fs 2 6,6845 ns 0,0098 * 2,8470 ns  0,0031 ns
Residuo | 4 1,0231 0,0013 0,8555 0,0100
Residuo Il 16 3,4009 0,0012 2,1067 0,0096
T. Amostra (n) 30

VA = Liberacdo de CO, (Taxa Fotossintese Liquida); gs = Condutancia

Estomatica; E = Transpiracao; e DPV = Déficit pressao de vapor entre folha e ar.

ns = Nao-significativo em nivel de 0,05; e

* = Significativo em nivel de 0,05.

Quadro 3 - Estimativa dos quadrados médios do fator leitura (F_.) do fator

ventilacdo (Fv), do fator sacarose (Fs), das respectivas interacdes e

dos residuos em parcelas subsubdividida. Caracteristicas avaliadas

em plantulas de cana-de-acucar aos trinta dias de cultivo in vitro.

Coeficiente TPA Apot
Variacao GL QM GL QM

FL" 5 0,6144 ~ 5 311,30 *
Fy 1 3,6956 * 1 221,85 *
Fg Mo 2 0,1209 * 2 223,58 *
FLxFy 5 0,0077 ns 5 10,00 *
FLxFs ™ 10 0,0014 ns 10 2,99 ns
FyxFs ™ 2 0,1300 * 2 15,07 *
Fux FyxFg "™ 10 0,0027 ns 10 5,61 ns
Residuo | 35 0,0020 20 1,06
Residuo Il 42 0,0039 24 1,93
Residuo Il 168 0,0081 96 3,44
Amostra (n) 288 180

"TPA = Taxa da perda de &gua da folha e A,y = Liberagdo de O, (Fotossintese

Potencial).

" = Parcela [;

" = Subparcela; e
'l = Subsubparcela.
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ns = N&o-significativo em nivel de 0,05; e
* = Significativo em nivel de 0,05.

No quadro 4, observa-se que a maior producdo de biomassa seca, da
parte aérea como no sistema radicular, foi no frasco ventilado e na maior
concentracdo de sacarose. A maior producédo de biomassa foi de 0,183 g e 0,080
g de massa seca da parte aérea (MSPA) e massa seca da raiz (MSR),
respectivamente, para o tratamento ventilado e com 4,5% de sacarose. A maior
relagdo MSPA/MSR ocorreu no tratamento ventilado e na menor concentragéo de
sacarose adicionada ao meio. Este fato mostra que, nestas condi¢cbes (V1 e
1,5%), 0 explante alocou mais assimilados para a parte aérea, em detrimento do
sistema radicular, o que mostra que, nas condicdes in vitro, a presenca da
sacarose no meio contribuiu para a otimizacdo do enraizamento nesta espécie.
No frasco fechado, a sacarose nao teve efeito sobre a MSPA, MSR e
MSPA/MSR, o que nao evidenciou diferengas na alocacao dos assimilados entre
a parte aérea e o sistema radicular no frasco de cultivo em que nao se permitiu a

troca gasosa.

Quadro 4 - Estimativa das médias dos niveis do fator ventilacdo (Vo e V1) e
sacarose (1,5%; 3% e 4,5%) e das seis respectivas combinagdes
(tratamentos) da massa seca da parte aérea (MSPA), da massa
seca das raizes (MSR) e da relacdo das massas secas da parte
aérea com as das raizes. (MSPA/MSR). Caracteristicas avaliadas

em plantulas de cana-de-agucar aos trinta dias de cultivo in vitro.

T MSPA (grama) MSR (grama)
Medias Ventilacio (V) Ventilacdo (V)
VO V1 VO V1
Sacarose (S) 5084 B 0,125 a] . 0,047 b 0,055 a] S.
S.1,5% 0,077 C 0,074 c| 0,08 c 0,040 b 0,034 b| 0,04 c
S. 3% 0,094 Bc 0,115 b| 0,10 b 0,051 b 0,050 b| 0,05 b
S. 45% 0,081 C 0,186 a| 0,13 a 0,050 b 0,080 a| 0,07 a
T. Amostra (n) 48 48
Continua...
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YAs médias seguidas da mesma letra ndo sublinhada entre os niveis de cada
fator (V e S) e as médias seguidas pela mesma letra sublinhadas entre os
tratamentos (VoS1,5%; VoS3%; VoS4,5%; V1S1,5%; V1S3% e V1S4,5%) nao diferem

estatisticamente entre si (p < 0,05).

Com relacdo as trocas gasosas nos frascos de cultivo, resultados
semelhantes a producdo de matéria seca foram observados para a caracteristica
comprimento da maior folha (Quadro 5). A movimentagdo de ar no interior dos
frascos contribuiu para elevar o comprimento da maior folha dos explantes. A
presenca da sacarose nao teve efeito sobre o comprimento da nervura central da
folha. Nos frascos fechados, foi observado que as plantas apresentaram um
enrolamento da folha (dados ndo-mostrados), o0 que pode ser caracterizado como
uma epinastia foliar (Abeles et al.,1992). Ou seja, nos recipientes fechados, pode
ter ocorrido um acumulo de etileno, fato que pode nao ter acontecido nos frascos
ventilados. Nestes frascos, o movimento de ar foi suficiente para eliminar tal
fitorm6nio, uma vez que nestes frascos o ar era trocado, em aproximadamente,
1h (0,8 h™' de trocas). A epinastia foliar pode ser confirmada por meio da redugéo

no comprimento foliar nos frascos sem trocas gasosas (Quadro 5).

Quadro 4 - continuacao.

T MSPA / MSR
Medias Ventilagao (V)
VO V1
Sacarose (S.) 1.88 b 221 A s
S.1,5% 1,83 b 2,72 A 2,27 A
S. 3% 1,80 bc 2,25 Ab 2,02 Ab
S.4,5% 201 b 1,67 C 1,84 B
T. Amostra (n) 48

As médias seguidas da mesma letra ndo sublinhada entre os niveis de cada
fator (V e S) e as médias seguidas pela mesma letra sublinhadas entre os
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tfratamentos (V081,5%; V083%; V084,5%; V1S1’5%; V1S3% e V1S4’5%) nao diferem
estatisticamente entre si (p < 0,05).

As plantas cultivadas nos frascos ventilados apresentaram maior indice
SPAD comparado com as do nao-ventilado (Quadro 5). Os valores desta variavel
estdo positivamente correlacionados com os teores de clorofilas totais e N em
varias espécies (Torres Netto et al., 2002; Torres Netto et al., 2005; Chang e
Robison, 2003). Segundo Hendry e Price (1993), a reducao no teor de clorofilas
totais pode ser considerada um indicador sensivel do processo de senescéncia e
Baurle et al. (2004) cita que o teor de clorofila decresce quando a folha remobiliza
compostos, em preparagcdo para a senescéncia. Uma vez que uma das respostas
do tecido vegetal a acado do etileno é a senescéncia deste tecido, a diminuicéo
dos valores do indice SPAD nas plantas cultivadas nos frascos fechados pode ser
explicada pela degradacdo das moléculas de clorofilas nos explantes cultivados
nestes frascos. Tal degradacao destes pigmentos fotossintéticos pode ter sido
promovida pela agéo do etileno. Nas plantas cultivadas nos frascos de cultivos em
que se permitiram as trocas gasosas, possivelmente, este fitorménio tenha sido
arrastado pelo fluxo do ar que foi injetado no interior dos frascos. Em relacao as
plantas que cresceram nos meios de cultivo com 1,5% e 3% de concentracao de
sacarose, apresentaram o maior valor do indice SPAD, as plantas do meio com
4,5% (Quadro 5). Entretanto, uma resposta contraditéria foi obtida por La Rosa et
al. (1984). Estes autores relataram que a presenca da sacarose no meio de

cultivo inibiu 0 acumulo de clorofila nos tecidos vegetais.

Quadro 5 - Estimativa das médias dos niveis do fator ventilacdo (Vo e V1) e
sacarose (1,5%; 3% e 4,5%) e das seis respectivas combinacdes
(tratamentos) do comprimento da nervura central da folha (CNF) e
do indice SPAD. Caracteristicas avaliadas em plantulas de cana-de-

acucar aos trinta dias de cultivo in vitro.

Médias" CNF (milimetro) SPAD
Ventilacdo (V) Ventilagéo (V)
Sacarose (S.) Vo Vi Vo Vi
843 b 1340 a S. 23,6 b 29,27 a S.
S.1,5% 90,3 bc 1414 a| 1159 a 24,55 cd 27,26 bc|25,91 b
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S. 3% 947 b 1244 a| 1095 a 2361 d 27,76 b (25,69 b
S. 4,5% 68,0 c 136,3 a| 1021 a 2264 d 32,78 a |27,71 a

T. Amostra (n) 48 48

As medias seguidas da mesma letra ndo sublinhada entre os niveis de cada
fator (V e S) e as médias seguidas pela mesma letra sublinhadas entre os
tfratamentos (V081,5%; V083%; V084,5%; V1S1’5%; V1S3% e V1S4’5%) nao diferem

estatisticamente entre si (p < 0,05).

Nos frascos de cultivo em que ndo se adicionou sacarose no meio, tanto
nos frascos ventilados como nos frascos fechados, o pH foi mais alcalino (Quadro
6) e equivalente ao valor do pH no meio de cultura quando elaborado (5,7 + 0,1).
Nos cultivos em que se adicionou a sacarose, os valores do pH foram mais acidos
em relacao ao valor inicial do meio e nao apresentaram diferencas entre si. O
valor do pH nao alterado pode estar relacionado com a nao-absor¢do de
nutrientes minerais pelos explantes nos frascos em que se teve auséncia de
sacarose no meio (Williams, 1995). Tal fato mostrou que o ndo-crescimento do
explante na auséncia de sacarose no meio, possivelmente ocorreu pela falta da
acao direta deste composto como fonte de energia e de carbono para o explante
de cana-de-acucar. A ventilagdo nos frascos de cultivo ndo causou efeito nos
valores do pH (Quadro 6).

Quadro 6 - Estimativa das médias dos niveis do fator ventilagdo (VO e V1) e
sacarose (0%; 1,5%; 3% e 45%) e das oito respectivas
combinagdes (tratamentos) do pH no meio de cultura.
Caracteristicas avaliadas em meio com plantulas de cana-de-agucar

aos trinta dias de cultivo in vitro.

T PH

Medias Ventilacao (V)
VO V1

Sacarose (S.) 3.09 a 312 a s
S. 0% 555 a 5,48 a 551 a
S.1,5% 3,01 b 3,12 b 3,06 b
S. 3% 3,02 b 293 b 298 b
S. 4,5% 3,23 b 3,32 b 3,27 b

T. Amostra (n) 64
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YAs médias seguidas da mesma letra ndo-sublinhada entre os niveis de cada
fator (V e S) e as médias seguidas pela mesma letra sublinhadas entre os
tratamentos (VoSo% VoS1,5%; VoSaw; VoSas%; ViSow; V1St 5% ViSsw € V1S4 s%) ndo
diferem estatisticamente entre si (p < 0,05).

Em todos os tratamentos, as plantas apresentaram abertura nos
estébmatos (Quadro 7). Nos tratamentos com a presenca de sacarose, os valores
da condutancia estomatica variaram em média de 0,16 a 0,40 mol m? s'. Em
relacdo aos frascos fechados, os valores desta variavel foram menores nas
plantas cultivadas nos frascos ventilados (Quadro 7). A troca gasosa no interior do
frasco ventilado promoveu um maior ajustamento estomatico. Ou seja, a
movimentacdo de ar em torno das plantas pode ter proporcionado maior
regulacao na abertura e fechamento dos estématos. Tal movimentacado permite a
remocdo da camada de ar limitrofe, 0 que pode tornar os estdbmatos mais
responsivos a agao do ar externo as células estomaticas da epiderme das plantas
de cana-de-acucar micropropagadas. Plantas micropropagadas em frascos que
nao permitem as trocas gasosas podem apresentar elevada transpiracao cuticular
e estomatica (Ziv, 1995). De fato, em plantas micropropagadas na auséncia de
trocas gasosas, os estdmatos estdo freqlentemente abertos (Preece e Sutter,
1991, Ziv et al, 1987). Nestas condicdes, tais alteragdes anatdbmicas estariam
associadas a elevada umidade relativa no interior dos frascos e limitadas trocas
de CO, (Ziv, 1995). De fato, as plantas que foram micropropagadas nos frascos

fechados apresentaram maior transpiracao (Quadro 7).

Quadro 7 - Estimativa das médias dos niveis do fator ventilacdo (VO e V1) e
sacarose (1,5%; 3% e 4,5%) e das seis respectivas combinacoes
(tratamentos) da liberacdo de CO2 (A), da condutancia estomatica
(gs), da transpiracao (E) e do déficit de pressdo de vapor entre a
folha e o ar (DPV). Caracteristicas avaliadas em meio com plantulas

de cana-de-agucar aos trinta dias de cultivo in vitro.

A A (umol de CO, m*s™) gs (mol m?s™)
Medias Ventilagao (V) Ventilagao (V)
Sacarose (S.) VO V1 VO VA
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-10,44 a -8,42 b S. 033 a 023 b| S.
S.1,5% -9,95 ab -6,93 a -8444 a 040 a 0,27 b|0,34|a
S. 3% -10,32 ab -10,19 ab| -1025a 0,29 b 0,16 c| 0,23 |b
S. 4,5% -11,05 b -8,14 ab| -959 a 0,30 b 0,27 b| 0,28 |b
T.Amostra(n) 30 30
Continua...

YAs médias seguidas da mesma letra ndo-sublinhada entre os niveis de cada
fator (V e S) e as médias seguidas pela mesma letra sublinhadas entre os
tratamentos (VoS15%; VoS3%; VoSasw; ViSisw; ViSsw € ViSssy) nao diferem
estatisticamente entre si (p < 0,05).

A condutancia estomatica apresentou interacao significativa (p < 0,05)
entre os fatores ventilacdo e teor de sacarose. E sabido que a presenca de
sacarose no meio promove uma diminuigdo no potencial hidrico. Tal diminuigéo
podera promover uma maior limitacdo na absorcdo de agua, podendo, assim,
promover um pequeno déficit hidrico nas plantas cultivadas nos meios com
maiores concentracoes de sacarose. Entretanto, a abertura de estbmato foi
inferior no teor intermediario de sacarose (3%) e na combinacao deste com a
presenca da ventilacdo. A reducdo na transpiracdo nas folhas das plantas
micropropagadas nestes meios podera ser explicada pelas reduzidas
condutancias estomaticas nas folhas das plantulas cultivadas.

Apesar de Desjardins et al. (1995) citarem que maiores concentracdes de
sacarose no meio de cultivo podem elevar a taxa respiratéria de plantas
micropropagadas, por meio de uma maior disponibilidade de substrato
metabdlico. No quadro 7, foi observado que as concentracdes de sacarose
adotadas no meio de cultivo promoveram uma liberacdo similar de CO, nas
condicdes fluxo de fétons fotossintéticos (300 umol m? s™). Estes resultados
também mostraram que, nas condicoes em que foi realizado este presente
trabalho, as plantas micropropagadas ndo apresentaram assimilacdo
fotossintética quando estas foram submetidas a 300 umol m? s™'. Como estas
plantulas de cana-de-aglcar foram micropropagadas em 135 umol m? s, em
todo o periodo de cultivo (30 dias), tais plantas apresentaram o comportamento
heterotréfico.
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Quadro 7 - continuacao.

A/ E (mmolm®s™) DPV (kpa)
Medias Ventilacao (V) Ventilacao (V)
Sacarose (S.) Vo Vi Vo Vi
' 10,68 a 8,80 b S. 3,78 a 3,87 a S.
S. 1,5% 12,46 a 9,64 ab| 11,056 A 3,73 b 3,78 ab|3,75|b
S. 3% 940 b 7,30 b 8,35 Ab 3,83 ab 3,94 a |3,89|a
S. 4,5% 10,18 a 9,46 b 9,82 B 3,78 ab 3,90 ab | 3,84 |ab
T. Amostra(n) 30 30

VAs médias seguidas da mesma letra ndo-sublinhada entre os niveis de cada
fator (V e S) e as médias seguidas pela mesma letra sublinhada entre os
tratamentos (VoS1,5%; VoS3%; VoS4,5%; V1S1,5%; V1S3% e V1S4,5%) nao diferem

estatisticamente entre si (p < 0,05).

Segundo Langford e Wainwright (1987), a sacarose pode inibir a
assimilacao fotossintética do carbono por meio de uma “down-regulation” da
enzima rubisco. Segundo Desjardins et al. (1995), uma outra forma de inibicdo da
enzima rubisco seria a inibicdo do tipo “feedback”. Segundo este autor, a
presenga da sacarose causa uma menor atividade desta enzima. Em adicdo,
Capelades et al. (1990) relatam que a elevada concentracao de sacarose no meio
de cultivo pode inibir as reacées da fase bioquimica da fotossintese. Tais
informacdes podem explicar a auséncia da assimilagdo fotossintética do carbono
nas plantas de cana-de-acucar micropropagadas nas trés concentracdes de
sacarose no meio de cultivo.

A ventilacdo nos frascos de cultivo promoveu menor taxa de liberacao de
CO: pelas folhas das plantas de cana-de-agucar micropropagadas, quando estas
folhas foram submetidas a 300 umol m? s de FFF (Quadro 7). Esta menor
liberagdo de CO, podera estar associada a uma menor condutancia estomatica
verificada nas folhas das plantas crescidas nestas condicbes em que se

promoveram as trocas gasosas nos frascos.
Quadro 8 - Estimativa das médias dos niveis do fator ventilagdo (VO e V1) e

sacarose (1,5%; 3% e 4,5%) e das seis respectivas combinacoes

(tratamentos) da taxa de perda de agua (TPA) da folha (média de
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seis observagoes sucessivas a cada trinta minutos), da
fluorescéncia inicial (Fo), do rendimento quéntico maximo do PSII
(Fv/Fm) e da area proporcional a quantidade de aceptores
localizados na parte redutora do PSII (AREA). Caracteristicas
avaliadas em meio com plantulas de cana-de-acucar aos trinta dias

de cultivo in vitro.

Ariacl/ TPA Fs
Medias Ventilacao (V) Ventilacao (V)
Sacarose (S.) Vo vV Vo Vi
54% a 31% b S. 511 b 564 a| S.
S.1,5% 60% a 33% ¢ 46% a 4911 d 5453 b|518 b
S. 3% 47% b 33% ¢ 40% b  513,3 cd 5493 b|531 b
S. 4,5% 55% a 28% ¢ 41% b 5285 bc 598,9 a|564 a
T. Amostra (n) 288 48
Continua...

YAs médias seguidas da mesma letra ndo-sublinhada entre os niveis de cada

fator (V e S) e as médias seguidas pela mesma letra sublinhadas entre os

tratamentos

(VoS1,5%; VoSs%;, VoSasw; ViSisw; ViSse, € ViSssy) ndo diferem

estatisticamente entre si (p < 0,05).

O déficit de pressao de vapor entre a folha e o ar ndo apresentaram

valores com diferencas significativas entre os tratamentos (Quadro 7). Este

resultado pode mostrar que ndo foram verificadas diferencas entre as

temperaturas das folhas entre todos os tratamentos avaliados, uma vez que a

temperatura

influencia significativamente na pressdao de vapor de saturacao

dentro da folha.

Quadro 8 - continuacao.

T Fo/Fm AREA
Medias Ventilacao (V) Ventilacao (V)
Sacarose (S.) vo Vi vo Vi
0,76 a 0,77 a S. 26225 a 23679 a S.
S.1,5% 0,76 a 0,77 a| 0,77 a 24213 a 23400 a | 23806 a
S. 3% 0,76 a 0,78 a| 0,77 a 26538 a 24788 a | 25663 a
S. 4,5% 0,76 a 0,76 a| 0,76 a 27925 a 22850 a | 25388 a
T. Amostra (n) 48 48
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YAs médias seguidas da mesma letra ndo-sublinhada entre os niveis de cada
fator (V e S) e as médias seguidas pela mesma letra sublinhadas entre os
tratamentos (VoS1,5%; VoS3%; VoS4,5%; V1S1,5%; V1S3% e V1S4,5%) nao diferem

estatisticamente entre si (p < 0,05).

Com base nos resultados obtidos no quadro 7 e relacionados a
condutancia estomatica e a transpiracdo, esses resultados mostraram que as
plantulas cultivadas em frascos fechados podem exigir maiores cuidados durante
a retirada destas dos frascos para o ambiente externo, uma vez que estas podem
ter maior facilidade em perder agua. De fato, ao se analisar o quadro 8 e a figura
3, pode-se verificar que as plantas micropropagadas nos frascos em que se
permitiram as trocas gasosas apresentaram uma menor taxa de perda de agua.
Esta resposta pode estar relacionada com a menor condutédncia estomética e
menor transpiragdo determinada nas folhas dos explantes de cana-de-agucar
(Quadro7). Segundo Jeong et al. (1995), a micropropagacao de plantas em
sistemas em que nao se permitem as trocas gasosas (geralmente com umidade
relativa em torno de 90 a 100%) pode produzir plantas superidricas (vitrificadas).
Tais plantas apresentam reduzida formagdo de cera cuticular e epicuticular
(Fuchigami et al.; 1981), ndo apresentam controle na abertura estomatica e na
perda de agua (Brainerd et al., 1981; Reuther 1988). Reuther (1988) comparou a
anatomia de plantas cultivadas em frascos fechados com plantas cultivadas em
casa-de-vegetacdo. Neste trabalho, Reuther (1988) observou que, quando as
plantas micropropagadas em sistema fechado foram cultivadas em condicao ex
vitro, foi verificada uma substancial perda de agua seguida de uma intensa
desidratacdo. Segundo o autor, tal perda elevada de agua foi devido a falta de
cera e a um ineficiente controle estomatico. Com base nestas informacoes, as
plantulas de cana-de-agucar micropropagadas em frascos fechados podem ter
tido uma alteracdo na anatomia, o que pode justificar os resultados obtidos.
Obviamente, durante a transferéncia para o ambiente ex vitro, maior atencao
relacionada as relac¢des hidricas deve ser dada a essas plantulas.

Os tratamentos em que se utilizou a menor concentracdo (1,5%) de
sacarose no meio de cultivo apresentaram uma taxa de perda de agua (TPA)
superior comparado com os de 3% e 4,5% (Quadro 8). Possivelmente, a presenca
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em maiores concentracées deste composto osmoticamente ativo no meio pode ter
contribuido para uma pequena rusticidade in vitro dos explantes, uma vez que a
sacarose contribui para a redugdo do potencial osmoético do meio de cultivo
(Williams, 1995).

A ventilagcdo nos frascos de cultivo influenciou a variavel da fluorescéncia
Fo da fluorescéncia versus o tempo (Quadro 8). Segundo Havaux et al., (1998), a
elevagao nos valores de Fj esta relacionada a dissociacao fisica entre os centros
de reacao do fotossistema Il (PSll) e os complexos de coleta de luz no sistema
antena do PSII. Este fato pode mostrar que, em relagcéo as plantulas cultivadas no
frasco fechado, as plantulas de cana-de-acucar micropropagadas no frasco
ventilado apresentaram um comprometimento na estrutura fisica do PSIl. Esta
modificagdo poderia estar relacionada a um pequeno estresse causado pela
movimentacao de ar no interior dos frascos.

Entretanto, esta alteracdo ndo causou modificacdo no rendimento
quantico maximo do PSII avaliado pela relagéao F,/Fn, (Quadro 8). A concentracao
de sacarose nao influenciou nas variaveis F,/F, e a area sobre a curva entre Fy
até F, (Quadro 8). Aitken—Christie et al. (1992) obtiveram os mesmos resultados
relacionados a relacdao F,/Fn com Pinus radiata cultivado in vitro. Entretanto,
Hdider e Desjardins (1994) mostraram que, em relacdo as plantas de morango
cultivado na concentracdo de 0% e 1% de sacarose, as plantas micropropagadas
na concentracao de 3% e 5% apresentaram o valor do rendimento quéantico
maximo do PSIl (F./Fn) menor. Resultados semelhantes aos encontrados por
Hdider e Desjardins (1994) foram encontrados por Capelades et al. (1990).
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Figura 3 - Taxa de perda de agua (TPA) aos 30 dias do cultivo in vitro de plantulas
de cana-de-acucar em trés niveis (1,5%; 3% e 4,5%) de sacarose
adicionada ao meio e aos dois niveis do ambiente de cultivo, o frasco
fechado (VO) e o com ventilagcdo forcada (V1) (n= 288). Valores
médios das combinacbes (tratamentos) (a); valores médios e
regressao dos niveis de sacarose (b) e valores médios e regressao

dos niveis de ventilagado (¢) (p < 0,05).

Estes ultimos autores relataram que as reducdes na relacao F,/F,, nas plantas
micropropagadas em altas concentragfes de sacarose estariam relacionadas a
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uma possivel inibicdo das reagdes bioquimicas da fotossintese proporcionadas
pelo acimulo de amido no cloroplasto.

Com relacédo a variavel Fy, a maior concentragcao de sacarose (4,5%) no
meio de cultivo promoveu a elevacao nos valores desta variavel, o que mostra
efeito desta concentracao sobre a estrutura do PSIl (Quadro 8).

O quadro 9 mostra, pelas médias, que nao ocorreu liberacdo positiva de
oxigénio. Entretanto, nas figuras 4; 5 e 6, ao analisarem as médias entre os niveis
de FFF (0 a 750 umol m? s™), observa-se que as folhas das plantulas de cana-de-
acucar micropropagadas no meio com menor concentracao de sacarose (1,5%)
apresentaram uma liberagéo positiva do gas em valores acima de 300 pmol m? s’
' de FFF. A concentracdo de 3% de sacarose a partir de 600 umol m? s™ de FFF
também apresentou liberacdo positiva. A concentracdo de 4,5% nao houve
liberacao de oxigénio, mas sim um consumo deste gas pelas folhas das plantulas
(respiragao). Tal consumo de oxigénio mostrou que, na concentragdo de 1,5% de
sacarose, até o FFF de 300 umol m? s, ndo houve quantidade de luz suficiente
no fotossistema |l para que o processo fotoquimico no lado do PSII acontecesse,
uma vez que, no quadro 8, € mostrado que o PSIl estava com estrutura e
atividade suficientes. Nos demais tratamentos (3% e 4,5% de sacarose), as folhas
das plantulas micropropagadas apresentaram apenas respiracdo em 300 umol m’
2 s de FFF. Estes resultados mostraram que, nas condicdes em que as folhas
das plantulas de cana-de-aclcar foram formadas (FFF de 135 umol m?s™), e na
concentracdo de 1,5% de sacarose, a quantidade de luz em que se tem uma
baixa fotossintese potencial (+ 3 umol m? s”') estd num FFF em torno de 600
umol m? s™'. A metodologia da determinacdo da fotossintese potencial (Delieu e
Walber, 1983) preconiza que, durante as medidas, a cAmara do equipamento seja
saturada com 5000 uL L™ (5%). Ou seja, nestas condicdes, ndo ha limitagdo de
CO,, e a rubisco, quando funcional, apresenta apenas atividade carboxilase. Uma
vez que o fotossistema Il das plantulas de cana-de-agUcar micropropagadas
estava com o PSIl com boa estrutura e atividade (relacao F./F, acima de 0,75)
(Quadro 8), a reduzida fotossintese potencial das plantulas cultivadas na
concentracdo de 1,5% de sacarose e a auséncia desta fotossintese nas plantulas
micropropagadas nas concentragdes de 3% e 4,5% de sacarose, pode ser devido
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a inatividade da rubisco e/ou outras enzimas do Ciclo de Calvin, causada pela
elevada concentracao de sacarose e a reduzida atividade das enzimas envolvidas
na fase bioquimica da fotossintese nas plantulas cultivadas na concentracao de
1,5%. Resultados semelhantes sobre o efeito da concentracdo da sacarose no
meio de cultivo na fotossintese potencial foram encontrados por Hdider e
Desjardins (1994). Estes autores verificaram uma redugcdo em torno de 50% na
fotossintese potencial maxima quando a concentracao de sacarose passou de 0%
para 5%. Estes autores relataram\ que a elevada concentracdo de sacarose no
meio poderia ter promovido uma maior concentracdo de amido no cloroplasto
(Capellades et al.,, 1991) e, ainda, os carboidratos, em elevada concentragéo,
poderiam ter comprometido a regeneracdo da ribulose 1,5 bisfosfato (Azcon-
Bieto, 1986).

Quadro 9 - Estimativa das médias dos niveis do fator ventilagdo (VO e V1) e
sacarose (1,5%; 3% e 4,5%) e das seis respectivas combinagdes
(tratamentos) da liberacdo de O, (Apq.; Fotossintese Potencial).
Caracteristica avaliada em meio com plantulas de cana-de-agucar

aos trinta dias de cultivo in vitro.

Apot. (Umol de O, m*s™)

FTRY
Medias Ventilacao (V)
VO Vi
Sacarose (S.) 3,26 b 1,04 a S.
S.1,5% 150 b 143 a 0,03 a
S. 3% 317 ¢ 2,42 b 262 b
S. 4,5% 513 ¢ 227 b 3.80 ¢

T. Amostra (n) 180

As médias seguidas da mesma letra ndo-sublinhada entre os niveis de cada
fator (V e S) e as médias seguidas pela mesma letra sublinhada entre os
tratamentos (VoS1,5%; VoS3%; VoS4,5%; V1S1,5%; V1S3% e V1S4,5%) nao diferem

estatisticamente entre si (p < 0,05).
Os valores acima de 300 até 750 pmol m? s™ promoveram uma pequena

liberacdo de oxigénio nas folhas das plantulas micropropagadas nos frascos

ventilados. Este fato mostra que as trocas gasosas nos frascos de cultivo

37



propiciaram uma otimizacao da fotossintese potencial. Uma vez que as plantulas
de cana-de-agucar micropropagadas nos frascos ventilados apresentaram uma
maior intensidade de cor verde, e esta coloracao esta relacionada com maior teor
de clorofilas totais (Torres Netto et al, 2005). Esta pequena fotossintese potencial
pode ser explicada pelo incremento no teor de clorofilas, confirmado pelo indice
SPAD (quadro 5), que também foi superior em frascos ventilados.
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Figura 4 - Liberagao de oxigénio aos 30 dias do cultivo in vitro de plantulas cana-
de-acucar com trés niveis de sacarose (1,5%; 3% e 4,5%) adicionada
ao meio nos dois niveis do ambiente de cultivo, o frasco fechado (V0)
e o com ventilacao forcada (V1) (n= 180).
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Figura 6 - Liberagédo de oxigénio aos 30 dias do cultivo in vitro de plantulas cana-
de-acucar em dois niveis do ambiente de cultivo, o frasco fechado
(V0) e o com ventilacéo forcada (V1) (n= 180).
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5. CONCLUSOES

Neste experimento, nas condicbes em que foram micropropagadas as
plantulas de cana-de-acgucar, foi verificado que, em todos os tratamentos
estudados, tais plantulas ndo apresentaram competéncia fotossintética em FFF

de 300 pmol m? s’

, quando avaliadas pela assimilacdo de CO.. A néao-
assimilagcdo fotossintética do carbono estaria associada a comprometimentos na
fase bioquimica da fotossintese, causados pela presenga da sacarose no meio,
uma vez que as plantulas apresentaram significativas estrutura e atividade do
PSII.

O complexo de liberacdo de oxigénio (CLO), representado pela
fotossintese potencial, apresentou atividade nas plantulas micropropagadas na
concentragao de sacarose de 1,5%, em fluxo de fotons fotossintéticos entre 300 e
750 pmol m? s™. Esta atividade do CLO também ocorreu nas folhas das plantulas
cultivadas em frascos ventilados, em FFF acima de 350 pmol m?s™.

A intensidade de luz utilizada nas condi¢des de cultivo (FFF igual a 135
umol m? s nao foi suficiente para estimular o metabolismo autotréfico, quando
se tentou substituir a fonte de carbono via sacarose pela fonte de carbono via CO,
(370 uL L.

Nesta espécie, a ventilacdo nos frascos de cultivo com a presenca de
sacarose promoveu maior ganho de biomassa. Tal ganho pode estar associado a
eliminacao do etileno e de outros gases toxicos, bem como pode ter evitado a
deplecao do oxigénio no interior dos frascos. Tal ventilacdo permitiu menor taxa
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de perda de agua, proporcionada pela menor condutancia estomatica e maior
intensidade de cor verde nas folhas.
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