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RESUMO

A baixa sobrevivéncia durante a aclimatizacdo de plantulas regeneradas através da
micropropagacdo tem sido atribuida, entre outros fatores, a baixa capacidade
fotossintética. O presente estudo teve como objetivo comparar a fotossintese liquida
entre plantulas micropropagadas e mudas de Eucalyptus tereticornis Sm., sob
diferentes condig6es de cultivo. O meio de cultura utilizado foi o MS bésico, sendo as
suplementacbes feitas de acordo com os seguintes tratamentos: T; = Mudas
cultivadas em sacarose 3% (p/v) e agar a 0,6% (p/v); T, = Plantulas
micropropagadas cultivadas somente em agar; Tz = com sacarose e vermiculita; e Ty
- com agar e sacarose . Apés dois meses de cultivo, as mudas realizaram cerca de
trés vezes mais fotossintese liquida que as plantulas micropropagadas,
independente da suplementacdo utilizada. Embora ndo houvesse diferenca
significativa entre o agar e a vermiculita no cultivo de plantulas micropropagadas,
plantulas cultivadas em vermiculita apresentaram 62% mais fotossintese que as
cultivadas em agar. O fato das plantulas micropropagadas cultivadas sem sacarose
apresentarem maior taxa fotossintética que as com sacarose sugere que algum
mecanismo enzimatico de absor¢do de CO, possa vir a ser inibido ou que a
presenca de uma concentracdo maior de agUcares solluveis nas folhas impega maior
absorcdo de CO,. Esses resultados indicam, também, que plantulas
micropropagadas apresentam maior capacidade heterotréfica ou fotomixotréfica que
autotréfica. Isto implica na necessidade de condicdes que permitam o
desenvolvimento de uma capacidade mais fotoautotrofica, ainda in vitro, que
consequentemente diminuirdo a necessidade de cuidados durante a transferéncia
para condicbes de casa de vegetacdo, até que estas reassumam a capacidade
autotroéfica plena.
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PHOTOSYNTHETIC RATES OF MICROPROPAGATED PLANTLETS AND
SEEDLINGS OF Eucalyptus tereticornis SM.

ABSTRACT

The low survival of micropropagated plantlets during acclimatization is attributed to
several factors, including the low photosynthetic rates in micropropagated systems.
Net photosynthetic rates among plantlets regenerated through micropropagation and
seedlings of Eucalyptus tereticornis Sm. were compared under different culture
conditions. The medium used was the basic MS with additions according to the
following treatments: T, = seedlings grown on sucrose at 3% (w/v) and agar at 0.6%
(wiv); T, = plantlets regenerated through micropropagation grown on agar only; Tz =
plantlets grown on vermiculite and sucrose; and T, = plantlets grown on agar and
sucrose. Net photosynthetic rates in seedlings were about three times greater than in
micropropagated plantlets, regardless of additions made. There was no significant
difference between photosynthetic rates in micropropagated plantlets on agar as
compared to those grown on vermiculite, although the latter showed 62% more
photosynthesis than the former. The higher net photosynthesis of micropropagated
plantlets grown without sucrose suggests that some synthesis and/or activity of
enzymatic mechanisms for CO, absorption is inhibited or that the accumulation of
sugars in the leaves in the presence of sucrose inhibits photosynthesis.This suggests
that micropropagated plantlets exhibit heterotrophic or photomixotrophic growth, and
that conditions during in vitro culture need to be improved for more photoautotrophic
growth to reduce requirements during acclimatization period.
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1. INTRODUCAO

Plantulas e brotagbes micropropagadas sdo normalmente referidas como de
crescimento heterotréfico ou fotomixotréfico. Este habito de crescimento é devido a
baixa capacidade fotossintética (Grout & Aston, 1978; Pierik, 1987), a qual gera um
balanco negativo de carbono, requerendo um carboidrato como fonte de carbono e
de energia, desde as fases de inducéo até a de enraizamento.

Mais recentemente, estudos tém revelado que a baixa taxa fotossintética em
plantulas micropropagadas é devida a baixas concentra¢cdes de CO, presentes sob o
fotoperiodo comumente utilizado (16h. luz/ 8h. escuro). Kozai et al. (1990)
verificaram que plantulas micropropagadas de Cymbidium sp. apresentam maiores
taxas fotossintéticas liquidas e, consequentemente, maiores crescimentos quando 0s
frascos séo enriquecidos com CO,, e cultivados sob intensidade luminosa alta. Esses
mesmos autores concluiram que o fornecimento de condi¢cdes favoraveis a
fotossintese resultam em um crescimento autotréfico para o cultivo in vitro.

Além das condi¢cdes ambientais de cultivo, o crescimento fotoautotrofico, é
também favorecido pela auséncia de sacarose no meio (Kozai et al., 1991b). Altos
niveis de sacarose, com aclUmulo de aclUcares sollveis, podem resultar em um
decréscimo na taxa de regeneracdo da carboxilase ribulose 1,5-bifosfato e/ ou na
inibicdo da sintese ou atividade da mesma, resultando em baixos niveis
fotossintéticos (Capellades et al., 1991).
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Em virtude do processo em que se desenvolvem, plantulas ou brotacdes
cultivadas in vitro séo, anatdomica e fisiologicamente, diferentes de mudas produzidas
sob condi¢cbes de casa de vegetacdo ou no campo, inclusive quanto a taxas e
aparato fotossintético (Cassels, 1989; Mohammed & Vidaver, 1990; Roberts & Smith,
1990). Grout & Aston (1978) verificaram que mudas micropropagadas de couve-flor,
recém transplantadas para casa de vegetacdo, apresentavam baixos niveis de
clorofila e de fixacdo de CO,, comparadas com mudas da mesma idade produzidas
por sementes. Por outro lado, as taxas liquidas de fotossintese e de crescimento
foram similares entre mudas micropropagadas e mudas por sementes de couve
chinesa (Brassica campestris L.) sob as mesmas condi¢cbes de cultivo (Kozai et al.,
1991%). Além do estresse hidrico, fatores que afetam a fotossintese tém um
importante papel na aclimatacéo e sobrevivéncia das plantulas micropropagadas.

No desenvolvimento da metodologia de micropropagacao de duas espécies de
Eucalyptus, Pinedo (1989) obteve cerca de 80% de sobrevivéncia em E. citriodora,
mas néo teve éxito na transferéncia de E. tereticornis. Este resultado é devido n&o s6
as diferencas entre as espécies, mas também nas diferencas de cultivo, cujos fatores
necessitam ser determinados. Esses fatores devem ser otimizados durante a fase in
vitro, como também durante a aclimatizagcdo na casa de vegetacdo, a fim de garantir
a maxima sobrevivéncia das plantulas.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Fonte de material
2.1.1. Plantulas micropropagadas

Brotacbes de E. tereticornis Sm. multiplicadas e subcultivadas in vitro
provenientes de sementes da procedéncia Brasilandia-MG foram alongadas no meio
basico de MS (Murashige & Skoog 1962) suplementado com 0,9 nM de BAP (6-
benzilaminopurina) e 0,5 mM de ANA (acido naftaleno acético) e enraizadas no meio
bésico MS acrescido de 2,7 nM de ANA. Ambos os meios foram acrescidos de
sacarose a 3% (p/v) solidificados com agar a 0,6% (p/v). O pH do meio foi ajustado
em 5,8, antes da autoclavagem, a 120°C por 15 minutos. As brotacdes enraizadas
permaneceram no meio de enraizamento até atingirem a altura de 2,0 cm, quando
foram transferidas aos tratamentos especificados no item 2.2.

2.1.2. Mudas

Sementes de E. tereticornis Sm., da procedéncia Brasilandia, MG, foram
primeiramente desinfestadas em uma solucdo de hipoclorito de sodio (NaClO) a
0,5% (v/v), por 5 minutos, lavadas por trés vezes em agua bidestilada e esterilizadas,
e inoculadas no meio MS suplementado com sacarose a 3% (p/v). Ao atingirem
cerca de 2,0 cm de altura, as mudas foram transferidas aos respectivos tratamentos
descritos no item 2.2.
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2.2.Tratamentos

O experimento foi constituido de quatro tratamentos inteiramente casualizados
com sete repeticbes, como segue: T; = mudas, oriundas de sementes, cultivadas em
meio de cultura suplementado com agar e sacarose; T, = plantulas micropropagadas
cultivadas em meio de cultura suplementado com &agar somente; Tz = plantulas
micropropagadas cultivadas em vermiculita com meio de cultura contendo sacarose;
e, T4 = plantulas micropropagadas cultivadas em agar suplementada com sacarose.
O meio de cultivo utilizado foi o MS basico. As suplementag¢des, quando realizadas,
foram feitas com agar 0,6% (p/v) e sacarose 3% (p/v). As plantulas e as mudas foram
cultivadas durante um perido de 45 dias, sob a luminosidade de 1000 lux, com
regime fotoperiddico de 16 horas de luz e 8 horas de escuro, na temperatura de 25°C
+ 2°C.

A troca de CO, foi determinada, através de uma adaptacdo na tampa dos
frascos em que as plantulas e mudas foram cultivadas. Esta adaptacéo permitiu que
cada frasco se constituisse em uma camara de medi¢cdo, sem manipulacdo das
plantulas ou do ambiente dentro dos frascos. Estes foram acoplados a uma camara
climética com temperatura constante de 25°C. A radiacdo fotossintética ativa, obtida
por lampada de vapor de mercurio, foi mantida a 23 nkE/ m°.s’, correspondendo a
intensidade luminosa de cultivo das plantulas (1000 lux). O frasco e a camara foram
acoplados a um analisador de gas infra-vermelho, para medir a troca de CO,. A area
foliar foi determinada através de um medidor Gtico- eletrdnico de area foliar.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Geralmente, plantulas cultivadas in vitro sdo anatdomica e fisiologicamente
diferentes de mudas produzidas em casa de vegetacdo ou campo. Elas se
comportam diferentemente, devido ao ambiente especial em que sdo cultivadas
(Donnelly & Vidaver, 1984). Os resultados deste estudo corroboram essa afirmativa,
pois as plantulas de E. tereticornis originarias de sementes, mesmo quando
germinadas e cultivadas in vitro por dois meses realizaram cerca de trés vezes mais
fotossintese liquida que as plantulas micropropagadas (Figura 1). Este resultado esta
conflitante com os relatados por Kozai et al., (1991%) onde houve similaridades no
crescimento, desenvolvimento e taxas fotossintéticas entre mudas e plantulas
micropropagadas de Brassica campestris, mas esta de acordo com os encontrados
por Grout & Aston (1978) no qual as plantulas micropropagadas apresentaram baixas
taxas fotossintéticas quando comparadas com mudas durante o transplante na casa
de vegetacdo. Esses autores afirmam que as taxas fotossintéticas das plantulas
micropropagadas e de mudas sdo altamente dependentes do ambiente in vitro.
Portanto, o periodo em que permanecem em cultivo deve ser fundamental para a
perda da capacidade fotoautotréfica das mesmas. Isto pode auxiliar na explicagcao
das diferencas entre ambas e também das discrepancias nos resultados dos
diferentes trabalhos. No primeiro caso, o periodo de cultivo in vitro foi relativamente
longo,permitindo que as mudas se assemelhassem com as micropropagadas; no
segundo, os sistemas de producdo foram diferentes e, consequentemente, também
as taxas fotossintéticas. Para E. tereticornis, o periodo de dois meses de cultivo in
vitro néo foi suficiente para que as mudas perdessem a capacidade fotoautotrofica ou
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para que se equivalessem as plantulas micropropagadas, em sua capacidade
fotossintética.

As plantulas cultivadas com sacarose exibiram uma fotossintese
significativamente menor que aquelas cultivadas na auséncia desse carboidrato
(Figura 1). Apesar do balanco de carbono negativo de plantulas cultivadas na
auséncia de sacarose, estudos tém mostrado que a adicdo de sacarose no meio
resulta em uma taxa fotossintética menor que na auséncia desta (Capellades et al.,
1991; Kozai et al., 1990). Como mencionado anteriormente, essa reducdo da
na assimilagdo de carboidratos ou de um acumulo de amido em virtude da alta
concentragdo de carboidrato no meio, ou do aparato fotossintético ineficiente,
caracteristico do habito heterotréfico das plantulas micropropagadas.

Em relacdo ao suporte fisico, apesar de ndo ter sido observada diferenca
significativa entre as plantulas cultivadas em vermiculita e as cultivadas em &gar
(Tabela 1), as primeiras apresentaram uma taxa fotossintética cerca de 62% maior
do que as ultimas (Figura 1). Apesar da superioridade da vermiculita em relagdo ao
agar em promover mais fotossintese, aliada ao baixo custo comparado ao agar, o
uso de vermiculita torna a técnica ainda mais laboriosa. Ha necessidade de futuros
estudos sobre suportes fisicos para meios de cultura visando aumentar a eficiéncia
da técnica.

Tabela 1 - Anélise de variancia da taxa fotossintética liquida de mudas e
plantulas de £. tereticornis submetidas a diferentes tratamentos.

Fonte de Variacgo GL s.a am F
Tratamento 3 77.14 25.71 64,20**
Residuo 24 9.60 04
Totd 27 86.74

Coef. Var. Médio 0.47
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FotossinteseLiquida (u mol.-‘nis)

T T2 T3 T4
Tratamentos

Figura 1. Fotossintese liquida de mudas e plantulas micropropagadas de £.
tereticornis Sm. soh varios tratamentos. Contraste ortogonal T1
vs T2, T3, T4 significativo a p<0,001; T3 vs T4 n.s.; T2 vs T3,
T4 significativo a p<0,001.

4. CONCLUSOES

Em Eucalyptus tereticornis, a taxa fotossintética das plantulas micropropagadas
€ menor que a de mudas produzidas in vitro via sementes, confirmando o habito
mixotrofico das mesmas. Plantulas cultivadas em meio de cultura contendo sacarose
tiveram uma menor taxa fotossintética do que as cultivadas sem sacarose.
Tratamentos ou técnicas que permitam aumentar a fotossintese durante o cultivo in
vitro necessitam ser estudadas para se obter um maior desenvolvimento da
capacidade autotrofica das plantulas ainda in vitro, possibilitando uma maior
sobrevivéncia durante a transferéncia para a casa de vegetagdo. O enriquecimento
do ambiente do frasco de cultura com CO,, a reducdo gradual das fontes de
carboidrato do meio durante o cultivo in vitro e outros tratamentos que maximizem a
fotossintese in vitro devem ser estudados para um maior sucesso durante a
aclimatizacdo das mesmas.
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