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RESUMO

Este trabalho teve como objectivo avaliar a inflti@ da concentracéo de ¢£@a
fase de aclimatizagéo de plantas de castanheiemeeadasn vitro. Estudaram-se duas
concentracdes de GOB50uL L™ e 700uL L™ e os seus efeitos foram avaliados por
andlise de crescimento, anatomia foliar, conceéitrade clorofilas, parametros
fotossintéticos e concentragao foliar de protedhavel total.

N&o tendo tido influéncia na sobrevivéncia, o ntkelCQ provocou diferencas
no desenvolvimento vegetativo das microplantas Enpatros como crescimento
relativo, razdo de peso seco parte aérea / raa,féliar especifica e razao de area foliar
mostraram ser significativamente incrementados peleor concentracdo de GONo
caso das plantas aclimatizadas a @@biente s6 os parametros do sistema radicular se
mostraram superiores.

Verificou-se uma gradual adaptacdo das estrutbistelogicas das folhas ao
longo do decorrer do processo, como consequénsialéaréscimos de humidade em
gue se foram desenvolvendo e ndo tanto como umastesao nivel de CQutilizado.

As novas folhas formadas possuem células do meséfitlo cilindro vascular mais
diferenciadas e uma reduzida frequéncia estomaética.

Os estudos feitos sobre trocas gasosas revelavaas tle fotossintese aparente
idénticas para os dois grupos de plantas, apesavalores de clorofila total serem
superiores para as plantas aclimatizadas a @@biente. No entanto, as plantas
aclimatizadas a CQelevado apresentaram uma razao clordilaclorofila b bastante
superior, permitindo assim compensar a menor ciextei em clorofila total. Este facto
podera também contribuir para as diferencas sggtifias registadas na capacidade
fotossintética (fay, €m que as plantas aclimatizadas a, @@vado apresentaram
valores proximos do dobro comparativamente aos pl@stas aclimatizadas a O
ambiente. Idéntico comportamento se verificou cemmalores do rendimento quantico e
ponto de compensacao para a luz sempre mais famn@ara as plantas aclimatizadas a
CO; elevado.

Palavras chave: aclimatizacédo; castanheiro; gfotossintese; micropropagacao.
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ABSTRACT

The effects of two CO, concentrations during acclimatization were investigated
in micropropagated chestnut plants and evaluated by growth analysis, leaf anatomy,
photosynthesis, chlorophyll’s and soluble protein content.

The used levels of CO, have no effects on plant survival, but the higher level
(700 pL L™) was associated to a vigorous growth expressed by an increase on relative
growth, shoot/root ratio, specific leaf area and leaf area ratio. The lower CO, level
(350 uL L™) only increased the root parameters.

Leaf characteristics were modified during acclimatization as consequence of
decreasing humidity, and not as a response between the two CO; levels, and the new
leaves formed had a more differentiated mesophyll cells, more vascular and support
tissues in mid rib veins and a reduced stomatal frequency.

Pigment content was higher in plants acclimatized at lower CO, level, but
chlorophyll a/b ratio was significantly lower when compared to plants acclimatized
under elevated CO,. The net photosynthesis rate was similar in both treatments but the
plants acclimatized at elevated CO, showed a significant increase in maximum
photosynthetic rate (Amax), light saturated point and quantum yield and a lower light

compensation point, wich reveals their best physiological development.

Key words: acclimatization; chestnut; CO,; photosynthesis; micropropagation.
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I. Introducéo

1. CASTANHEIRO

1.1. Caracterizacgdo botanica

O castanheiro europeu, que apresenta uma distribuicéo preferencial por todo o sul
mediterranico, pertence ao género Castanea Miller, classe das Dicotiledoneas e a familia
das Fagéceas, juntamente com os géneros Fagus e Quercus.

O género Castanea, para além do castanheiro europeu, Castanea sativa Miller,
inclui ainda mais doze espécies, das quais cinco de origem asiatica (C. henryi Rehder e
Wilson, C. molissima Blume, C. crenata Sieb e Zucc., C. seguinii Dode e C. davidii
Dode) e sete de origem americana, C. dentata (Marsh.) Borkh, C. pumila Miller,
C. floridiana Ashe, C. paucispina Ashe, C. alnifolia Nuttal, C. ashei Sudworth e
C. azarkensis, onde possui uma grande diversidade de morfologia e dimensbes
(Fig. 1.1).

Figura 1.1. Dimensdes maximas das varias espécies do género Castanea (Adaptado de
Vieitez et al., 1986).
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Para além da autdctone C. sativa, ha que referir o particular interesse no nosso
pais da C. crenata e da C. molissima, ndo pela sua produtividade, ja que sdo espécies de
maiores exigéncias edafo-climaticas, mas sim pelo facto de terem sido espécies
utilizadas como dadoras de genes de resisténcia a doenca da tinta. Esta grave
enfermidade é provocada por dois fungos ficomicetas pertencentes a familia Pythiaceae,
a Phytophthora cambivora (Petri) Buis e Phytophthora cinnamoni Rands, e tem vindo a
tornar-se um dos factores determinantes na drastica reducdo da &rea de cultura e,
consequentemente, de producdo da espécie, juntamente com o cancro do castanheiro,
provocado pelo fungo Cryphonectria parasitica Murr.

O castanheiro europeu é considerado uma arvore de grande porte e longevidade,
com crescimento rapido até aos setenta, oitenta anos (com acréscimos de 10-20 mm de
didmetro/ano, o que € significativo para espécies com lenho de alta qualidade), idade a
partir da qual comega a estabilizar, podendo nesta fase atingir alturas de 20, 30 metros,
com copa ampla e semiesférica.

O sistema radicular é constituido por raizes profundas e robustas,
desenvolvendo abundante e longo sistema radicular horizontal. Prefere solos ligeiros,
frescos e bem drenados, e cujo pH néo ultrapasse os 6 - 6,5. E, sem ddvida, uma espécie
de altitude, onde em regime de talhadia e alto fuste cresce até aos 1200 - 1300 metros e,
em producdo de fruto, até cerca dos 800 metros.

As condicbes climéticas exigidas variam desde o maritimo atlantico (com
inverno ameno e verdo pluvioso), mediterranico (verdo quente e seco) ao continental
(inverno rigoroso e verdo quente); com necessidades de dgua da ordem dos 700 mm por
ano, com especial exigéncia no final do verdo (Agosto-Setembro), periodo durante o
qual os frutos se desenvolvem até ao seu tamanho final.

O género Castanea, caracteriza-se por serem arvores ou arbustos caducifélios e
terem folhas alongadas e muito serradas. O pseudofruto € uma glande volumosa,
castanha, de epicarpo coridceo, cUpula acrescente e espinhosa (ourico),
desenvolvendo-se este nos ramos do ano, na parte terminal a subterminal (Franco, 1971).

As flores masculinas estdo agrupadas quer sobre os amentilhos unissexuais, quer
sobre a parte superior dos amentilhos andréginos, tendo na base as inflorescéncias das

flores femininas. O gréo de polen é muito pequeno, 14 um de didmetro para polen de

genomas diploides e 17 um para pélen de genomas tetrapléides (Dermen e Diller, 1962).
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A antese das flores masculinas da-se, de acordo com 0s anos, da segunda
quinzena de Junho para os mais precoces, a meados de Julho para os mais tardios. A
maturacao dos frutos ocorre entre Outubro e Novembro.

As flores femininas sdo solitarias ou em inflorescéncias paucifloras ou em
amentos, envolvidas por um involucro de bracteas (cupula), com perianto 4-7 lobado e
com ovario infero, 3-6 carpelar. Cada flor contém varios 6vulos, podendo dar um fruto
com uma ou mais sementes (Franco, 1971).

A taxa de autofecundacdo é muito reduzida pelo que é indispensavel haver
fecundacdo cruzada, necessitando o pdlen de condi¢des climéaticas adequadas que
favorecam o seu transporte, quer pelos insectos quer pelo vento, durante o periodo de
floracéo.

Todas as espécies do género Castanea possuem igual nimero de cromossomas,
2n =24 (Jaynes, 1962) e as espécies hibridas que tém sido estudadas sdo androesteéreis,

bem como algumas espécies chinesas e japonesas (Jaynes, 1963).

1.2. Importancia econémica

Desde sempre que o castanheiro desempenhou um papel relevante na economia
rural das populaces mais desfavorecidas das regides interiores do nosso pais. O seu
fruto desde sempre foi utilizado quer para a alimentacdo humana quer para a dos
animais. No que respeita ao aproveitamento do lenho, este possui excepcionais
caracteristicas de interesse sendo utilizado na construcdo e na industria do mobiliario e
de tanoaria, tornando-se numa segunda fonte de rendimento.

As castanhas portuguesas tém sido reconhecidas pela sua superior qualidade,
sendo de referir entre as variedades mais comercializadas a Longal, Judia, Verdeal,
Martainha, Cota, Lada, Béaria, Colarinha e Negral.

As regides mais importantes de distribuicdo geogréfica desta espécie situam-se
em Tras-os-Montes (Carrazeda de Montenegro, Braganca e Vinhais), Beira Interior
(Trancoso, Sabugal e Guarda) e com menor significado no Alentejo (Castelo de Vide,
Marvao e Portalegre). Segundo o Instituto Nacional de Estatistica, relativamente aos
dados publicados do ultimo ano (1997), a superficie total de soutos é de 19406 h com
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uma producdo de 20311 t (Tabela 1.1). A superficie total ocupada poderia atingir valores
muito superiores para esta espécie, mas a doenca da tinta, o envelhecimento dos
castanheiros existentes, o pre¢o da sua madeira, os incéndios florestais e até mesmo a
substituicdo por espécies de crescimento mais rapido (como o pinheiro bravo e o

eucalipto), muito tém contribuido para ao seu desaparecimento.

Tabela 1.1. Area (h) e producéo (t) de castanha, por regides.

Regides Superficie (h) Producdo (t)
Continente 19.406 20.321
Norte 16.709 17.306
Entre-Douro e Minho 332 256
Tras-Os-Montes 16.377 17.050
Centro 2.445 2.780
Beira Litoral 261 280
Beira Interior 2.184 2.500
Lisboa e Vale do Tejo 15 11
Alentejo 210 210
Algarve 27 14

Fonte: INE, Estatisticas Agricolas, 1997

A nivel mundial a area de distribuicdo do género Castanea reduz-se apenas a trés
zonas bem distintas: Europa mediterranica, Sudeste dos Estados Unidos da Ameérica e o
nucleo do Oriente, que abrange o Japdo, a Coreia e a China Oriental (Alves, 1988).

Na Tabela 1.2 estdo indicados os valores da importacdo e exportacdo disponiveis
pelo Instituto Nacional de Estatistica, para o ano de 1997 (dados definitivos) e dados
preliminares do ano de 1998 (Janeiro a Setembro de 1998), pela qual se pode verificar a
elevada importacdo de madeira. As exportacdes de castanha efectuam-se sobretudo para
o Brasil, Franca e Espanha, e as importacdes sdo essencialmente provenientes de Franca.
No caso da madeira de castanheiro, as exportacdes sdo, na quase totalidade, para
Espanha, e as importagdes sdo efectuadas de Franga e Espanha.

A Tabela 1.3 mostra a evolucdo da area, producédo e rendimento de castanha, de
1980 a 1992, pela qual se verifica o decréscimo na produc¢édo ao longo dos anos, embora
tenha havido um aumento progressivo dos povoamentos. Em relacdo aos valores de
1991, a producdo foi fortemente afectada em consequéncia da forte estiagem durante 0s
meses do Verdo.
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Nos dois sistemas de exploracdo desta espécie, quer para fruto quer na
exploracdo florestal, deve-se atender a factores tdo importantes como a utilizacdo de
plantas resistentes a doenga da tinta e ao cancro, ndo esquecendo as condicBes
edafo-climaticas. A planificacdo dos programas de melhoramento genético tera pois que
ter em conta a sua dupla finalidade: melhoramento das caracteristicas culturais sob o
ponto de vista da producdo de fruto e de lenho, e a obtencdo de material vegetal

resistente a doengas.

Tabela 1.2. Valores de importagdes e exportacbes de castanha e madeira de
castanheiro (ano de 1997 e preliminares de 1998).

Importacio Exportacdo
100 Kg 1000 Esc. 100 Kg 1000 Esc.
Castanha 1997 3478 62 551 66 041 1848 375
1998" 175 4 084 4176 133 761
Madeira 1997 420994 1305155 2 605 18 102
1998" 322503 1061632 280 1710

Fonte: INE, Estatisticas de Comércio Externo
* Preliminares 1998 (Jan/Set)

Tabela 1.3. Evolucdo da &rea, producédo e rendimento de castanha de 1980 a 1992.

Ano Area (h) Producéo (t) Rendimento (Kg/h)
1980 13 683 20 224 1478
1981 13759 18 200 1323
1982 13 852 17 290 1248
1983 13923 18 846 1354
1984 14 035 17 901 1275
1985 14 191 17 005 1198
1986 14 359 16 325 1137
1987 14 573 18 000 1235
1988 14 824 17 400 1174
1989 15 061 20 880 1386
1990 15070 20 250 1344
1991 15 800 15 600 987
1992 16 770 15 000 894

Fonte: INE, Portugal Agricola

Em relacdo a qualidade e quantidade de fruto, pode-se afirmar que as nossas
variedades sdo susceptiveis de fornecer toda uma gama de variabilidade capaz de as
adaptar as diferentes condicdes edafo-climaticas, bem como no que diz respeito a
possibilidade de fruto para transformacdo industrial. No que respeita a qualidade do

lenho, a seleccéo de arvores elite permitira dispdr de material vegetativo em abundancia.
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Sem duavida, a obtencdo de material vegetal resistente a doencas € prioritario mas
muito mais complicado. Em face da resisténcia quase nula da Castanea sativa a doenca
da tinta, recorreu-se a hibridacdo desta espécie com espécies exdticas, em especial a
Castanea crenata, como portadora de genes de resisténcia, utilizando metodologias que
permitissem a transmissdo desses genes para O castanheiro europeu. Para tal,
executaram-se retrocruzamentos sucessivos a fim de aumentar a incorporacdo de genes
do progenitor recorrente, bem como 0s genes de caracteristicas importantes do dador. O
objectivo foi conseguir reunir num individuo caracteristicas importantes que se
encontrem dispersas pelos seus progenitores e, eventualmente, obter o chamado vigor
hibrido ou heterosis. Alguns hibridos de Castanea sativa x Castanea crenata foram
obtidos na década de 60, no ex-Centro de Estudos do Castanheiro (Vimioso, Alcobaca) e
foram considerados resistentes a doenca da tinta (Fernandes, 1948, 1957, 1970, 1982).

Mas s6 a possibilidade de multiplicar em larga escala os individuos
seleccionados, permitira o desenvolvimento e concretizacdo destes programas. Contudo,
a quase total autoesterilidade do castanheiro, ndo permite a obtencdo de linhas com
genotipo estavel, pelo que a multiplicagdo vegetativa € a Unica via a explorar.

1.3. Sistemas de multiplicacéo

1.3.1. Técnicas convencionais

Para a obtencdo de plantas de castanheiro, dispGem-se de dois métodos possiveis:
a propagacdo por via sexuada ou seminal e a propagacdo por via assexuada ou
vegetativa. No caso da propagacdo assexual, trata-se de um mecanismo de reproducdo a
partir de estruturas vegetativas da planta progenitora, que sO é possivel porque qualquer
celula vegetal contém toda a informacdo genética necessaria para regenerar uma planta
completa, sendo esta caracteristica das células vegetais designada por totipoténcia
celular. Esta reproducdo vegetativa pode dar-se por formacdo de rebentos e raizes
adventicias, ou pela unido de partes vegetativas, isto €, por enxertia.

Vérias sdo as razdes que justificam esta metodologia para a propagagdo de

plantas:
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e manutencdo de clones. A propagacao vegetativa faz uso exclusivo de divisdes
mitoticas, onde a divisdo do material genético é feito de uma forma equacional
para as células filhas, deste modo, esta garantida a uniformidade genotipica da
descendéncia a qual se d& o nome de clone (Stern,1943).

e propagacéo de plantas sem semente. E o (inico processo de propagar espécies que
ndo produzem semente viavel, como por exemplo algumas variedades de
bananeira, figueira, laranjeira e videira;

e conducdo na forma de crescimento. Durante a fase juvenil as plantas apresentam
normalmente, diferentes padrdes de crescimento, 0 que pode ser parcialmente
orientado pela propagacao vegetativa;

e reducdo do periodo juvenil. As plantas que crescem de semente, em particular
lenhosas e herbaceas perenes, apresentam normalmente um periodo longo de
juvenilidade, no qual ndo ocorre floragdo, ao contrério do que acontece com a
propagacao vegetativa que diminui significativamente esta fase juvenil e como
tal, o tempo de entrada em producao;

e econdémicas. Apesar da propagacao vegetativa em larga escala ndo ser mais
econdémica quando comparada com a propagacdo por semente, a sua utilizacdo é

justificada pela superior qualidade do material vegetal obtido.

No caso do castanheiro, a manutencdo das caracteristicas genotipicas, a reducdo
do periodo de juvenilidade, o controlo no crescimento da planta, e 0s aspectos
econdmicos referidos, sdo factores determinantes para que a propagacdo desta espécie
para a producdo de fruto e até para o aproveitamento do lenho, seja por via vegetativa.

Sendo a multiplicagdo de castanheiros seleccionados feita assexuadamente, e
sendo 0 enraizamento por estacas 0 método mais produtivo sob o ponto de vista de
propagacao vegetativa, tudo indicaria ser esta a metodologia a adoptar. No entanto, o
castanheiro é considerada uma espécie de dificil enraizamento, pelo que a multiplicacdo
por estaca tem deparado com grandes dificuldades. Areses & Vieitez (1970), verificaram
que as estacas de castanheiro adulto contém inibidores de crescimento, detectados pelo
teste do coledptilo de aveia, e inibidores do processo de enraizamento, pelo que estes
dois grupos de substancias quimicas devem desempenhar um papel determinante na

fraca capacidade rizogénica do castanheiro (Vieitez & Vieitez, 1981).
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Algumas metodologias para enraizamento de estacas foram utilizadas com algum
sucesso, mas apesar de se obterem taxas de enraizamento com relativo interesse, a
capacidade de sobrevivéncia ao primeiro Inverno foi muito baixa (Jaynes, 1976).

Em relagdo as técnicas convencionais de enxertia, nas suas diferentes variantes,
também tém sido utilizadas com relativo éxito (Shafer, 1966), mas a incompatibilidade
entre cavalo e garfo continua a ser uma das principais causas de preocupacdo em tais
metodologias. Apesar disto, a enxertia é praticada sobre porta-enxertos seminais,
rebentos de talhadia ou sobre arvores ja produtoras quando se pretende reconversdo do
souto. As técnicas de enxertia utilizadas variam de acordo com a época do ano em que se
pretende executar tal operacdo, mas as mais utilizadas em viveiro e sobre plantas
seminais de um ano sdo: a fenda simples e a inglesa e a enxertia de borbulha, com e sem
tecido associado. Enxertias sobre individuos adultos, ja em pomar, sdo geralmente em
fenda ou em coroa, mas também de borbulha.

O método que mais se tem utilizado para a propagacdo vegetativa de genotipos
seleccionados de castanheiro, tem sido a amont6a. Esta técnica permite obter plantas
enraizadas, com manutencdo genotipica da planta méae.

No sentido de tentar ultrapassar as dificuldades das metodologias classicas,
surgem modernas técnicas de cultura de tecidos e 6rgdos, como um dos métodos de
maior valor potencial para a propagacéo vegetativa de espécies de dificil enraizamento,
tal como acontece com o castanheiro. Os resultados ja obtidos (Vieitez & Vieitez, 1986;
Vieitez et al.,, 1989; Miranda e Fernandez, 1992; Gongcalves et al.,, 1993;
Goncalves et al., 1994; Sanchez et al., 1997; Gongcalves et al., 1998d) ; permitem
encarar com um certo optimismo a aplicagdo destas metodologias na multiplicagéo

clonal do castanheiro e na sua aplicagéo sob o ponto de vista comercial.

1.3.2. Sistemas in vitro — micropropagacao

1.3.2.1. Aspectos gerais

Os principios fundamentais que suportam a possibilidade de cultivar tecidos
vegetais em condicdes artificiais estdo contidos na teoria celular proposta por Schleiden
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e Schwan. Esta teoria postula que a célula vegetal tem capacidade de autonomia e
mesmo de totipoténcia e, como tal, capacidade de regenerar até se obter uma nova planta
completa.

A primeira tentativa de cultivar células e/ou tecidos vegetais surgiu com
Haberlandt, em 1902. Embora ndo tenha sido bem sucedido, este investigador € hoje
considerado como o fundador da cultura de tecidos vegetais em meios de cultura
artificiais.

Em 1927, Went descobre a primeira substdncia de natureza auxinica, o
acido 3-indol acético, mas s6 em 1955, Miller, Skoog e colaboradores conseguem
identificar uma substancia responsavel pelo estimulo da divisdo celular, a cinetina. Ap6s
estas descobertas, numerosos ensaios de associacdo de auxinas com citocininas foram
efectuados. Foram também propostas entre outros, por Heller (1953), Murashige e
Skoog (1962), White (1963), Gamborg et al. (1968), Schenk e Hildebrandt (1972) e
Greshoff e Doy (1972), novas formulacdes nutritivas, cada vez mais adaptadas as
necessidades fisiologicas das células vegetais. Assim sendo, estes estudos permitiram a
possibilidade de estabelecer in vitro, uma cada vez maior diversidade de células, tecidos
e orgdos pertencentes a diferentes espécies. No entanto, s6 em 1968 se conseguiram
obter as primeiras plantas completas a partir da cultura de callus de choupo tripldide,
Populus tremuloides (Winton, 1968). Posteriormente, tem vindo a ser demonstrado que é
possivel a cultura de diversos tipos de explantes, obtidos a partir das mais variadas
espécies, com diferenciacdo de 6rgdos e posterior regeneracdo da plantula completa em
condicdes in vitro (Debergh & Zimmerman, 1991; Bonga & Von Aderkas, 1992; Ahuja,
1993). Este facto ndo significa que todas as espécies vegetais sejam susceptiveis de
serem regeneradas in vitro, pois muitas delas continuam a comportar-se como
recalcitrantes (Greenwood, 1986). E conhecida também a maior dificuldade no
estabelecimento de sistemas de propagacéo in vitro de espécies lenhosas em relacdo as
espécies herbéaceas. No entanto, em muitas espécies lenhosas ja foi possivel obter
regeneracdo completa in vitro, mas o desenvolvimento de técnicas por forma a permitir a
sua aplicacdo em termos comerciais, apenas tem sido possivel para um ndmero muito
limitado dessas espécies (Ahuja, 1993).

Os factores que condicionam fortemente estes processos de regeneragédo in vitro,
sdo:

10
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4 genotipo
4estado fisioldgico e idade do explante
4condicdes do ambiente in vitro, em especial regimes de luz e temperatura

4formulagdo dos meios de cultura, em especial concentrages hormonais

Em geral, os explantes juvenis, tais como embriGes, cotilédones, hipocotilos ou
gomos obtidos a partir de plantas seminais na sua fase inicial de desenvolvimento, isto €,
antes de atingirem o estado adulto, apresentam capacidades de resposta regenerativas
muito superiores aos explantes obtidos a partir de plantas adultas. De facto, a dificuldade
de estabelecimento de material vegetal de caracteristicas adultas em que a maturidade é
atingida muito tardiamente é, sem davida, um problema que tem surgido aos
investigadores, em particular em géneros como Quercus, Castanea e Junglans, entre
outros. J& que a clonagem deste material € desenvolvida a partir de individuos cujas
caracteristicas fenotipicas se manifestam na fase adulta, torna-se necessario utilizar ou
desenvolver metodologias que permitam obtencdo de material com caracteristicas
juvenis. Com este fim, utiliza-se material com certas caracteristicas de juvenilidade
como por exemplo: material proveniente de ramos inferiores, em especial proximos do
tronco, ou rebentos ortotropicos que se originam na base do tronco.

A aplicacéo de técnicas de rejuvenescimento podem actuar quer ao nivel da planta
mée, antes de retirar o explante, quer apds o estabelecimento in vitro. As metodologias
mais utilizadas tém sido a aplicagdo de citocininas ao nivel da planta ou durante o
estabelecimento em cultura, enxertias em série, utilizacdo de rebentos de touca e podas
severas. Nestes dois ultimos, ndo se tem perfeito conhecimento se o aspecto juvenil dos
rebentos é resultado de um processo de rejuvenescimento ou apenas de uma actividade
meristematica de tecidos juvenis que permanecem na planta (Greenwood, 1986). Nas
Angiospérmicas, varias sdo as espécies em que se utiliza este tipo de material (rebentos
de touca e da base do tronco) para iniciar o sistema de propagacao in vitro, como por
exemplo castanheiro (Vieitez et al., 1983, 1986), carvalho (Vieitez et al., 1983, 1985) e
sobreiro (Manzanera e Pardos, 1990).

O rejuvenescimento in vitro de tecidos adultos, recorrendo a aplicacdo de uma

citocinina, geralmente a benzilaminopurina, é feito com base na capacidade deste

11
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regulador de crescimento promover o crescimento de gomos axilares ou o rebentamento
adventicio.

Para além da dificuldade de espécies lenhosas e material adulto se estabelecerem
em cultura, ha ainda outros factores como a contaminacdo das culturas por agentes
patogénicos e a inibicdo do crescimento por fenois e polifendis libertados pelos
explantes, que muito contribuem para o insucesso da fase de estabelecimento.

A contaminagdo bacteriana das culturas in vitro, logo na fase de estabelecimento
ou posteriormente durante a fase de proliferacdo é um grave problema e que pode ser
consequéncia dos processos de desinfeccdo deficientes. No entanto, muitas vezes, é
resultado da actividade bacteriana endogena, dos préprios tecidos e, como tal, ndo é
possivel de eliminar pelos processos de desinfeccdo normais. Quando tal acontece, ha
que ter em conta aspectos de sanidade da planta mde que fornece os explantes, ou
utilizar sistemas de estabelecimento que diminuam esse risco, como por exemplo utilizar
como explantes, meristemas ou apices meristematicos, sistemas de proliferacdo que
favorecam o rapido alongamento caulinar, com baixas concentra¢Ges de citocininas,
auséncia de luz entre outros, e se necessario, utilizagdo mista destas metodologias
associadas ao emprego de antibidticos no meio de cultura. Durante esta fase, é sempre
aconselhavel proceder a indexagens regulares.

No caso da libertacdo de fendis para o meio de cultura pelos explantes, é possivel
minimizar os seus efeitos. Varios sistemas podem ser definidos na tentativa de inactivar
a accdo dos compostos fenolicos no meio de cultura a medida que véo sendo libertados,
como por exemplo, através da alteracdo do potencial redox ou ainda por diminuicdo da
actividade das fenolases. Na pratica, alguns destes sistemas tém sido conseguidos
através da inclusdo no meio de cultura de anti-oxidantes, como é o caso do &acido
ascorbico ou o acido citrico, ou de substancias com capacidade de absorcdo de
substancias fendlicas como o carvdo activo ou a polivinilpirrolidina; outra solucéo
consiste na passagem sucessiva do explante por meios liquidos com anti-oxidantes antes
de serem colocados no meio de cultura, ou ainda por transferéncias sucessivas do
explante para novo meio de cultura.

Em relacdo aos meios de cultura utilizados ha que ter em conta que as
concentracdes de nutrientes individuais deverdo situar-se entre os valores de deficiéncia

e de toxicidade para a espécie a propagar. Estes niveis podem variar bastante em

12



I. Introducéo

resposta a outras alteracbes do meio, como resultado da variacdo quimica e efeitos
metabolicos interactivos (Teasdale, 1987); no entanto, esta seleccéo é feita com base nas
necessidades de nutrientes para cada espécie (Pierik, 1987).

Um dos meios mais conhecido é o de Murashige e Skoog (1962) (MS), pela
reaccao favoravel da generalidade das plantas. No entanto, tratando-se de um meio com
alta concentracdo em sais, algumas espécies lenhosas mostram-se sensiveis a tal
concentracéo que se pode tornar inibidora do seu crescimento.

Quanto aos reguladores de crescimento, pode-se afirmar que na sua auséncia, a
cultura de tecidos é por vezes impossivel (Pierik, 1987). Os principais grupos de
reguladores de crescimento utilizados sdo as auxinas e as citocininas.

Dado que os tecidos verdes ndo sdo suficientemente autotréficos e que a
concentracdo de CO, nos tubos de ensaio pode ser inibidora da fotossintese ou até toxica
para as plantas, a sacarose, glicose ou frutose tornam-se elementos indispensaveis no
meio.

Também se verifica a necessidade de adicionar vitaminas ao meio, entre elas:
tiamina (vit. B;) e mio-inositol; a riboflavina (vit. B,), &cido nicotinico (vit. PP),
piridoxina (vit. Bs) e 0 &cido ascorbico (vit. C) sdo geralmente facultativas. Esta ultima,
podera ser adicionada em grandes concentragdes, ndo por grandes necessidades por parte
da planta mas porque é usada como anti-oxidante, a fim de diminuir a exsudacao para o
meio de substancias de natureza fendlica e taninica, que sdo inibidoras do crescimento.

O agar, polissacarido com alta massa molecular, tem a capacidade de solidificar o
meio, apos ebulicdo. E necessério que a sua concentracdo ndo seja elevada pois a planta
terq dificuldade em estabelecer contacto com o meio, o que limita a absor¢do de
compostos. Se a concentracdo do agar € muito baixa, podera verificar-se vitrificacdo e o
explante terd aparéncia translucida, hiperhidratada, aspecto vitreo, o que ¢é especialmente
comum se a planta tiver muita agua disponivel.

O pH devera situar-se na ordem dos 5,5 - 5,8; se 0o pH sobe a mais de 6,
geralmente o crescimento para, mas quando este é demasiado baixo o agar pode
tornar-se aquoso, os sais de fosfato de ferro podem precipitar, a vitamina B; € menos
estavel e a absorcdo de iBes amonio é retardada (Pierik, 1987).

E possivel deste modo compreender que a obtencdo das condicdes Gptimas de
propagacdo de cada espécie é bastante dificil , uma vez que a maioria das condi¢des

13
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estabelecidas sdo so “ndo inibidoras” do desenvolvimento da planta, ndo implicando de
forma alguma a sua optimizacao (Minocha, 1987).

No que respeita a regeneracdo de plantas, esta pode ser efectuada a partir de calli
(isolando um tecido diferenciado, permitindo a desdiferenciacdo in vitro e posterior
producdo de um tecido de crescimento desorganizado, designado por callus), orgéos
(desenvolvimento de estruturas definidas a partir de 6rgdos isolados in vitro), células
(cultura obtida de células individuais, que tenham sido obtidas de um tecido, ou de uma
cultura em suspensdo, mecanicamente ou com a ajuda de enzimas) e protoplastos

(cultura obtida de células, pela digestdo enzimatica da parede celular) (Fig. 1.2).

condicdes assépticas

Explante » Planta
orgao controlo de factores
tecido nutritivos
célula hormonais
quimicos
fisicos

técnicas in vitro

micropropagacao

Figura 1.2. Diagrama dos factores envolvidos num sistema de micropropagacéo
(Fonte: Gongalves, 1998).

Também a cultura de anteras e/ou grdos de polen (cultura de células haploides,
obtidas pela repetida divisdo de esporos haploides) tem tido larga aplicagdo. Os
cromossomas destas células haploides podem ser duplicados para produzir
homozigoticos diploides férteis. Esta producdo de linhas homozigéticas por duplos
hapldides e a obtencdo de plantas haploides por androgénese tem larga aplicacdo em
programas de melhoramento, em especial para seleccdo de caracteristicas desejaveis.

Contudo, até a data, tem sido a utilizacdo de d6rgdos (embrides, cotilédones ou
gomos), o tipo de explante mais vulgarizado, com maior ou menor sucesso, para a

micropropagacdo de um grande numero de espécies lenhosas (Bonga & Durzan, 1987,

14



I. Introducéo

Bonga & Von Aderkas, 1992; Ahuja, 1993). Este facto explica-se pela quase total
garantia de fidelidade clonal que se consegue com a utilizacdo deste tipo de material
vegetativo (George & Sherrington, 1984).

A micropropagacdo pode hoje ser desenvolvida a partir de sistemas de
alongamento de gomos apicais e/ou axilares, organogénese e por embriogénese
somatica. O primeiro e o segundo envolvem a diferenciacdo de rebentos caulinares e
respectivo sistema radicular em fases distintas de acordo com os postulados classicos das
diferentes fases da micropropagacdo (Murashige, 1974; Debergh & Maene, 1981). A
diferenca reside no facto do alongamento axilar consistir no promover do
desenvolvimento de um meristema ja previamente definido para originar uma estrutura
caulinar, enquanto que a organogénese obriga a uma formacdo de novo dessa estrutura
caulinar a partir de tecidos que nao estavam previamente determinados para tal, isto €,
formacéo de rebentos caulinares adventicios (George & Sherrington, 1984). Até a data, 0
sistema mais utilizado para a propagacéo clonal das mais variadas espécies lenhosas é o
alongamento axilar, independentemente das maiores ou menores taxas de multiplicacdo
que se conseguem obter. A principal motivacédo € a grande estabilidade genética que este
tipo de material apresenta nas sucessivas fases de multiplicagéo, ja que ndo ha passagem
por qualquer fase de desdiferenciagéo histoldgica.

A formacgdo e desenvolvimento dos rebentos caulinares, de origem axilar ou
adventicia, é induzida com base na utilizacdo de meios suplementados com citocininas e,
posteriormente, os rebentos sdo induzidos a diferenciar um sistema radicular por acc¢ao
de substancias auxinicas, originando assim uma planta completa.

A micropropagacdo via embriogénese somatica envolve a formacao de embriGes
in vitro a partir de células somaticas com competéncia embriogénica. Esta via permite a
obtencdo de plantulas com um dnico passo, que envolve o desenvolvimento em
simultaneo de um pdlo apical e um pdlo radicular, como acontece nos embrides de
origem zigo6tica. De igual modo, ha necessidade de utilizar diferentes formulacGes
nutritivas no decorrer das diferentes fases de maturacdo do embrido somaético. A
utilizacdo deste sistema estd ainda limitada pelas dificuldades na iniciacdo do embrido
somatico a partir de muitos gendtipos, no seu processo de maturacao e conversdo, bem

como no posterior desenvolvimento da plantula.
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Num futuro proximo, apds a resolucdo dos problemas deste ultimo sistema,
deverd ser este 0 meio mais rentavel para a producdo em massa de plantas clonadas
(Cervelli & Senaratna, 1995), j& que o sistema pode ser desenvolvido com a utilizagao
de meios liquidos e, como tal, € possivel a utilizacdo de bioreactores para a produgdo em
larga escala (Leathers et al., 1995). Para além deste aspecto, ha ainda a considerar o
facto dos embriGes sométicos poderem ser encapsulados tornando-se assim em sementes
sintéticas, as quais poderdo ser conservadas e plantadas tal como acontece nas sementes
zig6ticas (Sakamoto et al., 1995).

Os trabalhos de Murashige (1974), posteriormente adaptados e modificados por
Debergh & Maene (1981), estabeleceram o0s principios gerais de um sistema de

micropropagacéo, tendo sido definidas cinco fases: (Fig. 1.3)

Fase 0. Seleccdo da planta mée e preparacéo do explante.
Envolve toda a fase de manipulacdo do material vegetal, desde a recolha até ao
estabelecimento in vitro. Nesta fase incluem-se os pré-tratamentos do material
vegetal e desinfecgédo, tornando-se fundamental o controlo dos factores como a
idade e o estado fisioldgico e sanitario da planta mée, idade e posicdo do tecido

ou orgdo na planta, constituicdo genética, entre outros.

Fase 1. Estabelecimento de uma cultura asséptica.
Inclui o isolamento do explante e a sua colocacdo em condicdes assépticas no
meio de cultura adequado a espécie em questdo. Nesta fase € determinante a

escolha do explante e 0 método de desinfecgdo utilizado.

Fase 2. Multiplicacéo.
Tem como principal objectivo conseguir propagar sem perda de estabilidade
genética. Nesta fase é importante a escolha da formulagdo do meio de cultura

bem como as condices fisicas do ambiente de crescimento.

Fase 3. Preparacéo para o crescimento em ambiente natural.

16



I. Introducéo

Inclui a formacdo de raizes adventicias, quer in vitro quer ex vitro, podendo

haver necessidade de uma fase prévia de alongamento dos rebentos obtidos na

fase dois.

Fase 4. Aclimatizacdo das plantas.
Necessidade das plantas desenvolvidas em heterotrofia se adaptarem e

sobreviverem em condigdes autotroficas. Nesta fase, sdo determinantes todo um
conjunto de factores fisicos, tais como luz, humidade e temperatura, que devem
ser gradualmente alterados a fim de permitir a planta a sua adaptacdo as

condi¢des ambientais naturais, garantindo-lhe autosuficiéncia fotossintética.

Fas%— Estabelecimento Fase 2 - Multiplicacéo

Q
Q

— —

7
Z

ex Yitro

% /
Fase 3/ 4 - Enraizamento

Aclimatizacao T
Cres em
Campo ambiente natural
i in vitro

Figura 1.3. Representacdo de um sistema de micropropagacdo por rebentamento axilar,
referindo os dois sistemas alternativos de enraizamento, in vitro e ex vitro. No segundo caso, a
expressdo e desenvolvimento radicular ocorre em condigdes autotroficas, podendo
considerar-se as plantas em pré-aclimatizacdo. A utilizacdo das plantas micropropagadas pode
direccionar-se para a sua colocacdo no campo, para o estabelecimento de novas culturas ou
para a sua utilizacdo como pés-maes para estacaria (Fonte: Gongalves, 1998).
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Muitas sdo as vantagens que a micropropagacdo oferece, comparativamente aos

processos de multiplicacdo vegetativa tradicionais, podendo destacar-se:

maior rapidez do processo;

¢ possibilidade de multiplicacdo de espécies dificeis ou mesmo impossiveis de
propagar in vivo;

e necessidade de areas reduzidas para a cultura e armazenamento, conseguindo-se
obter um ndmero elevado de plantas em areas reduzidas, comparativamente ao
espaco necessario para a formacéo de clones in vivo;

e a propagacdo é executada em condicOes assépticas, 0 que juntamente com a
utilizacdo de material vegetal desinfectado, possibilita, em principio, a obtencédo
de plantas sem doengas. Utilizando metodologias apropriadas, nomeadamente a
cultura de meristemas, é possivel a obtencdo de plantas isentas de virus;

¢ eliminacdo do efeito de sazonalidade, j& que independentemente das estacGes do
ano e, controlando varios factores nutritivos, hormonais e fisicos, héa
possibilidade de produzir novos explantes ou plantas inteiras de forma continua
ao longo do ano;

e possibilidade de obtencdo de plantas com o seu préprio sistema radicular,
tornando desnecessario o recurso a enxertia, se for caso disso (George &
Sherrington, 1984; Pierik, 1987);

¢ ndo ha necessidade de cuidados entre os subcultivos;

e para 0 melhorador é todo um campo de potenciais aplica¢des, permitindo a

obtencdo de resultados que, pelos métodos classicos, eram impossiveis ou de

obtencéo lenta e dificil. Permite ainda o estabelecimento de bancos de genes que

rompem com as limitagdes dos tradicionais bancos de germoplasma.

Mais recentemente a utilizacdo destes sistemas tem vindo a permitir
significativos avancos nas areas da manipulacdo genética e obtencdo de plantas
transgénicas (Lindsey e Jones, 1989).

Apesar de todas estas vantagens, as dificuldades também sdo uma constante na

aplicacao destes sistemas:
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e muitas espécies tém fraca capacidade de regeneracdo, em especial quando o
estabelecimento é feito a partir de explantes de material vegetal adulto, como ja
foi referido anteriormente;

e as taxas de multiplicacdo nem sempre sdo as desejaveis por forma a tornarem o
processo mais rentavel,

e nem sempre é possivel induzir um sistema radicular adventicio funcional;

e elevadas taxas de mortalidade ocorrem durante o processo de adaptacdo das
plantas obtidas in vitro as condi¢cdes ambientais naturais;

e em consequéncia do elevado numero de subculturas, € possivel a ocorréncia de
alteracdes genéticas (variacdo somaclonal);

e 0 processo em si pode ser oneroso.

Apesar das dificuldades e limitagdes tem sido possivel desenvolver protocolos
que permitem, para muitas espécies investigadas, utilizar estas metodologias com
rendimentos que tornam o processo economicamente viavel. No entanto, as fases de
enraizamento e em especial a aclimatizagdo, continuam ainda a ser, para a grande
maioria das especies, as fases mais determinantes no éxito de um sistema de
multiplicacdo  vegetativo de plantas utilizando os sistemas in  vitro
(Debergh & Read, 1991; Preece & Sutter, 1991).

1.3.2.2. A micropropagacao no castanheiro

Os primeiros ensaios com este género foram desenvolvidos por Jacquiot (1950,
1970), a partir do estabelecimento in vitro de tecidos cambiais. Com o estabelecimento
de fragmentos de caules de plantas com menos de um ano (Borrod, 1971) e de tecidos
cotiledonares (Vieitez et al., 1978 a; Keys e Cech, 1981), foi possivel obter a formacao
de calli como primeira resposta fisiologica. As primeiras manifestacbes de organogénese
foram observadas por Vieitez et al., (1978) que conseguiram obter rizogénese adventicia
a partir de calli com origem em tecidos cotiledonares. A partir do desenvolvimento do

embrido seminal foram obtidas as primeiras plantas completas (Vieitez e Vieitez,
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1980a). Os trabalhos que se seguiram permitiram o estabelecimento e multiplicacao
in vitro de varios tipos de explantes provenientes de plantas com caracteristicas juvenis,
tais como gomos axilares (Vieitez & Vieitez, 1980b, 1982; Chevre et al.,1983) e apices
caulinares (Rodriguez, 1982).

A utilizacdo de explantes com origem em material de caracteristicas adultas tem
deparado com algumas dificuldades quer na fase de estabelecimento quer na sua
multiplicagdo. Os primeiros resultados com algum éxito foram referidos por Biondi et al.
em 1981 e, por Vieitez et al. em 1983. Esta Gltima equipa utilizou como explantes,
segmentos nodais e apices caulinares de rebentos axilares de varas de amontda.

Os processos de desinfeccdo do material vegetal estdo logicamente relacionados
com o tipo de explante utilizado e também com o local de crescimento da planta mée. Os
tratamentos mais severos aplicar-se-d0 a material vegetal proveniente de plantas com
crescimento no campo.

Os meios de cultura utilizados no estabelecimento e multiplicacdo deste género,
apresentam como caracteristica comum uma baixa concentracdo ionica. Algumas
condigBes gerais quanto & formulagdo dos meios de cultura tém vindo a ser obtidas, no
sentido de tornar a fase de multiplicacdo viavel (Vieitez et al., 1986; Goncalves, 1991;
Gongcalves et al., 1993).

Na fase de enraizamento utilizam-se meios com uma concentracdo em
macronutrientes normalmente, reduzida a metade da sua concentragdo (Vieitez et al.,
1983; Vieitez et al., 1986), sendo indispensavel a aplicacdo de uma auxina em
concentracbes e tempo de aplicacdo que variam segundo a metodologia utilizada
(Vieitez et al., 1983; Gongalves et al., 1994).

No que respeita ao processo de rizogénese dos rebentos obtidos in vitro, para
qualquer dos métodos possiveis de utilizar, regulador de crescimento no meio ou por
imersdo basal, parece ainda ser fundamental encontrar um equilibrio entre a dose de
auxina e o tempo de aplicacdo. Ha também ainda que conjugar estes procedimentos com
outros que permitam solucionar o problema da necrose apical que é visivel durante esta
fase, e que é determinante para a manutencdo do bom estado fisioldgico da planta.

Com a utilizacdo de sistemas de enraizamento ex vitro, Miranda e Fernandez
(1992) referem taxas de enraizamento na ordem dos 90% e com elevada taxa de

sobrevivéncia das plantas na aclimatizacdo. Como factores de sucesso referem-se nao s
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0 bom estado fisioldgico das plantas regeneradas in vitro, a funcionalidade do sistema
radicular e o tipo de substrato utilizado, mas também as condi¢fes ambientais, em
particular a humidade e a temperatura. Também Goncalves et al. (1998a) com inducao
radicular em 3 mg I* AIB durante 5 dias ou em 1 g I AIB durante 1 minuto e expressao
ex vitro, em substrato natural refere percentagens de enraizamento entre 77 e 87 %,
sendo de 100 % a sobrevivéncia destas plantas na aclimatizacéo.

Quanto & fase de transplante e aclimatizagdo, continua a ser uma fase
determinante no sucesso (Gongalves et al., 1998b). Vieitez et al. (1986), referem valores
de sobrevivéncia na ordem dos 35% e Mullins (1987), refere que para rebentos
enraizados in vitro, se registaram elevadas taxas de mortalidade, embora em rebentos
com enraizamento in vivo se tivessem verificado melhores resultados. Gongalves et al.,
(1994), referem taxas de sobrevivéncia na ordem dos 50% em rebentos com
enraizamento in vitro e de 100 % com rebentos enraizados ex vitro
(Gongalves et al., 1998a).

2. CARACTERIZACAO DA FASE DE ACLIMATIZACAO

O termo aclimatizacdo é definido como a adaptacédo climatica de um organismo,
em especial de uma planta, que foi transferida para novas condi¢fes ambientais e cujo
processo decorre sob controlo total ou parcial do homem. Este factor, intervencao
humana, permite distingui-lo do termo “aclimatacdo”, a qual se processa em condicGes
naturais, isto é, sem intervencdo humana (Conover & Poole, 1984).

E de todo o interesse que ocorra um periodo de transicdo, essencialmente por
reducdo gradual da humidade relativa e acréscimo na intensidade luminosa, conhecido
por aclimatizagdo, durante o qual as plantas regeneradas in vitro se adaptam as
condigdes naturais (com elevadas taxas de sobrevivéncia) e, desenvolvam adaptacbes
anatomicas e fisioldgicas as condicbes de cultura em autotrofia, sendo este processo
dependente das espécies (Grout, 1988).

Torna-se necessario conhecer as mudangas estruturais que ocorrem durante a
aclimatizacdo para ndo s6é compreender todo o processo, mas também para o

desenvolvimento de novos métodos.
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2.1. Caracteristicas morfo-fisioldgicas das microplantas

Durante todo o processo in vitro, as microplantas desenvolvem-se em contentores
de pequenas dimensdes, mais ou menos estanques, onde a atmosfera é caracterizada por
elevada humidade relativa, concentracdo de CO, variavel e concentracGes de etileno
muito fora das concentragdes normais (De Proft et al., 1985; Kozai, 1991a). A densidade
fotossintética do fluxo foténico (PPFD) a que estdo sujeitas as microplantas é baixa e
registam-se ainda diferencas ao nivel do espectro luminoso e duracdo do fotoperiodo
(Economou & Read, 1987; Fujiwara & Kozai, 1995). A temperatura de crescimento é
mantida quase constante durante os periodos de dia e da noite.

Por outro lado, as plantas tém também ao seu disp6r reguladores de crescimento,
condicdes assépticas e uma fonte de carbono, geralmente sacarose. Estas condi¢fes
aliadas a disponibilidade de nutrientes no meio de cultura, permitem-lhes um
crescimento heterotrofico. A interaccdo destes factores podera eventualmente contribuir
para que o material vegetal apresente deficiéncias mais ou menos graves, quer ao nivel
morfoldgico, quer anatomico e fisiologico (Grout & Aston, 1978; Donnelly et al., 1985;
Goncalves et al., 1998b), que condicionam fortemente a sua capacidade de se adaptarem
a futuras condigOes naturais de crescimento, quer em estufas quer em pleno campo
(Tab. 1.4).

As folhas s@o os 6rgdos mais afectados, o que facilmente se observa pela reducéo
da area foliar (Donnelly et al., 1985; Donnelly, 1986). Ao nivel anatdmico observa-se
frequentemente um decréscimo na dimensdo e nimero de células do mesofilo, com uma
s6 camada de células de parénquima em palicada que se apresentam alteradas quer no
tamanho quer na forma, bem como o aumento do numero de espacos intercelulares no
mesofilo (Brainerd et al., 1981; Wetzstein & Sommer, 1982; Marin et al., 1988;
Gongcalves et al., 1998c), do que resulta uma menor espessura de folha. Os tecidos
vasculares sdo também pouco diferenciados. A éarea da seccdo das nervuras
(Gongcalves et al., 1998) assim como a area vascular dos peciolos apresenta-se reduzida e
observam-se deficientes conexfes vasculares (Smith et al., 1986). Ao nivel
ultraestrutural, as células apresentam vacuolos muito desenvolvidos e cloroplastos com

0s sistemas membranares desorganizados (Wetzstein & Sommer, 1982).
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Tabela 1.4. Caracteristicas do ambiente de propagacao in vitro nas fases de multiplicacdo e
enraizamento, e 0s seus efeitos no crescimento dos explantes e/ou plantas nas fases de
multiplicacdo, enraizamento e aclimatizacéo.

Caracteristicas do ambiente

Efeitos in vitro

Efeitos ex vitro

e Humidade elevada

o Concentracgdo elevada de etileno
e Elevada [CO,] durante o periodo de

noite

¢ Baixa [CO;] durante o periodo de luz

e Baixa irradiancia
e Temperatura constante
¢ Baixa [O,] dissolvido no meio

e Elevada concentracdo de ides
inorganicos

e Ceras epicuticulares nao
organizadas

e Mau funcionamento dos
estomas

¢ Enraizamento deficiente

e Promove/inibe diferenciagédo

e Baixa taxa de fotossintese
liquida

e Sem formacé&o de novas
folhas

o Dificuldade em desenvolver
autotrofia

e Elevada respiracdo nocturna

e Dificuldade no enraizamento

e Elevada pressdo osmética no
meio, elevada producéo de
etileno

o Excessiva transpiracéo

o Dificuldades na absor¢éo
de nutrientes

¢ Suprime fotossintese

¢ Suprime fotossintese

e Sensibilidade ao stress
ambiental

e Morte das plantas

e Atraso no crescimento
devido as baixas taxas de
fotossintese

e Meio com agUcar o Vitrificacdo e outras
desordens fisioldgicas

e Contaminacao por bactérias e
fungos

e Baixas trocas de gases, ides e

outros

e Deficiéncias de circulacéo de ar

(Adaptada de: Kozai, 1992)

Durante a aclimatizagéo, as folhas desenvolvidas in vitro acabam normalmente
por senescer e apenas as folhas formadas durante o processo conseguem resistir as
condicdes de stress, adquirindo progressivamente caracteristicas proximas das folhas que
se desenvolvem em condic¢bes de estufa ou de campo (Brainerd & Fuchigami, 1981;
Wetzstein & Sommer, 1982; Donnelly et al., 1985).

Os estomas sofrem alteracbes na morfologia, distribuicdo, frequéncia e
funcionalidade dos movimentos de abertura e fecho (Marin et al., 1988; Sutter, 1988;
Shackel et al., 1990; Goncalves et al., 1998b) tornando-se um dos principais
responsaveis pelo deficiente controlo da transpiracdo e, como tal, na desidratacdo das
microplantas. As ceélulas-guarda sdo em geral, mais arredondadas, com maior

desenvolvimento e numa posi¢do sobrelevada, o que confere ao estoma uma maior
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abertura do ostiolo (Wetzstein & Sommer, 1983; Conner & Conner, 1984,
Capellades et al., 1990). As condicdes in vitro contribuem para esta deficiéncia, pelo que
as microplantas apresentam normalmente estomas completamente abertos e com
dificuldade de adaptacdo a novas condi¢fes de humidade (Fuchigami et al., 1981,
Marin et al., 1988; Sutter, 1988; Shackel et al., 1990; Gongcalves et al., 1998b).

A frequéncia estomatica, avaliada pelo numero de estomas por unidade de area
foliar é também alterada, sendo em geral muito mais elevada comparativamente a folhas
desenvolvidas em condi¢des naturais. O mesmo ja ndo acontece quando se quantifica a
frequéncia estomatica através do indice estomatico em que normalmente ndo se regista
alteracdo de valor pelo facto de as folhas desenvolvidas em condi¢Bes in vitro
aumentarem também o seu nimero de células epidérmicas (Brainerd et al., 1981; Conner
& Conner, 1984; Dhawan & Bhajwani, 1987; Capellades et al., 1990).

O revestimento epidérmico é geralmente deficiente, apresentando as folhas
cuticulas pouco espessas e com menor conteddo em ceras (Sutter et al., 1988;
Smith et al., 1990) e de estrutura alterada (Grout & Aston, 1977; Sutter & Langhans,
1979; Conner & Conner, 1984; Marin et al., 1988). Ao nivel da sua composi¢do quimica
tem sido referida uma menor proporcdo de componentes hidrofobicos (hidrocarbonetos
de cadeia longa) comparativamente aos componentes pouco hidrofobicos (ésteres e
componentes polares) (Sutter, 1984; Capellades, 1989), do que resulta um aumento das
taxas transpiratorias através da cuticula. No entanto, alguns autores referem que a
dificuldade de controlo na perda de agua nas plantas micropropagadas ndo sera tanto
uma consequéncia do fraco desenvolvimento cuticular, mas sim do funcionamento
estomatico (Fuchigami et al., 1981; Conner & Conner, 1984; Shackel et al., 1990;
Santamaria et al., 1993; Santamaria & Kerstiens, 1994).

No que respeita ao caule, e apesar dos poucos estudos a nivel deste 6rgéo,
Donnelly et al. (1985), referem-se a algumas alteracdes, como € o caso da reducdo ao
nivel do didmetro, reducdo da quantidade de tecidos de suporte (esclerénquima e
colénquima) e a reducdo no desenvolvimento da parede celular.

As raizes formadas em condicdes in vitro tém sido consideradas, para algumas
espécies, como funcionalmente deficientes, quer pela sua hipertrofia quer pela auséncia
de pélos radiculares (Debergh & Maene, 1981; Ziv, 1986; McClelland et al., 1990;
Gongalves et al., 1998a), bem como por apresentarem deficientes conexdes vasculares
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com o caule, o que resulta numa restricdo na capacidade de translocacdo de agua entre a
raiz e o caule (Grout & Aston, 1977).

2.2. Factores que condicionam a fase de aclimatizacdo

2.2.1. Factores bioldgicos

As deficiéncias anatdmicas das microplantas descritas no ponto 2.1., implicam,
como consequéncia, um comportamento fisioldgico anormal e que se traduz numa
deficiente capacidade de regulacdo hidrica e baixas taxas de fotossintese aparente
(Gongalves et al., 1998c). No entanto, em algumas espécies, tem sido possivel registar
valores na capacidade fotossintética suficientemente elevados por forma a assegurarem o
inicio do crescimento autotréfico (Lee et al, 1985, Yue et al, 1992;
Gongalves et al., 1998c).

O processo de aclimatizagéo é tanto mais complexo quanto, na maioria dos casos,
as microplantas passam de um sistema totalmente heterotrofico para um sistema
autotrofico, isto é, o crescimento e desenvolvimento deixa de utilizar o agucar
metabolizavel disponivel no meio, passando a sintetiza-lo através do processo de
reducdo de CO,, caracteristico da autotrofia.

A funcionalidade do sistema radicular adventicio é uma condicao essencial para a
sobrevivéncia da planta durante a fase de aclimatizagdo, como também para o
crescimento e desenvolvimento da planta no seu local definitivo (Mohammed &
Vidaver, 1991; Van Telgen et al., 1992; Diaz-Pérez et al., 1995; Goncalves et al.,
1998a). Se o balanco hidrico da planta depende da funcionalidade estomatica, também
esse balanco pode ser condicionado pela capacidade de absor¢do do sistema radicular.
Esta capacidade de absorcdo é controlada pela area de exposicdo radicular, pelas
propriedades hidraulicas que se estabelecem entre raiz e substrato, pelo potencial de
agua no solo, bem como por outros factores, tais como, salinidade, baixas temperaturas e
fraco arejamento do substrato (Kramer, 1983).

Uma das desvantagens deste sistema radicular é a elevada mortalidade destas
raizes durante as primeiras horas ou dias de aclimatizacdo (Debergh & Read, 1991), a
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juntar a sua hipertrofia, auséncia de pélos radiculares e deficientes conexdes vasculares
com o caule, como ja foi referido anteriormente. Além de tudo isto, esta o facto de a
formacdo das raizes in vitro requerer mais um passo adicional no processo de
regeneracdo da microplanta, o que resulta num acréscimo de custos
(Debergh & Read, 1991). Em oposicdo a estes sistemas radiculares in vitro estdo os
sistemas radiculares cujos processos de expressao e desenvolvimento ocorrem em
condigdes ex vitro, isto é, em condi¢cGes de autotrofia. Estes sistemas, para além da
vantagem de possibilitarem a formag&o de raizes em contacto directo com um substrato
natural, permitem também a microplanta sairem das condi¢bes heterotréficas para as
condicdes autotroficas, com as evidentes vantagens que esse factor devera trazer a planta
quando for colocada em condicGes de aclimatizagdo (Miranda & Fernandez, 1992;
Sanchez et al., 1997; Gongcalves et al., 1998c)

As baixas taxas de fotossintese das plantas in vitro, tém sido atribuidas a baixa
actividade da enzima ribulose-1,5-bi-fosfato  carboxilase/oxigenase (Rubisco)
(Grout & Price, 1987; Grout, 1988), as baixas intensidades luminosas, ao
desajustamento de trocas gasosas no interior dos contentores de multiplicacdo, que
podem provocar variagdes significativas na concentragdo de CO, (Desjardins et al.,
1987; Fujiwara et al., 1987; Fujiwara & Kozai, 1995; Yue et al., 1993 b) e alto teor de
acucar (Capellades et al., 1991).

A baixa actividade da Rubisco, que pode limitar a fotossintese da folha
(Desjardins et al., 1995), parece estar relacionada com a presenca de sacarose durante a
fase de desenvolvimento foliar, (Kozai & Iwanami, 1988; Kozai et al., 1988;
Capellades et al., 1991; Kozai, 1991b; Pospisilova et al., 1992), ja que quando as folhas
se formam em ambientes in vitro mas na auséncia de sacarose, a actividade da enzima é
significativamente maior (Lees et al., 1991). Para além do decréscimo na eficiéncia de
carboxilacdo, no conteddo da Rubisco, também se verifica uma alteracdo na
concentracdo de proteinas sollveis (Stitt, 1991; Long & Drake, 1992; Bowes, 1993;
Sage, 1994; Nie et al., 1995 a, b).

Aumentar a capacidade fotossintética in vitro, por abaixamento da sacarose no
meio e aumentar a intensidade da luz e a concentracdo de CO, pode ajudar a uma
melhoria na aclimatizacdo (Desjardins et al., 1987; Kozai, 1991b). Por outro lado,

Capellades et al. (1991), demonstraram que altos niveis de sacarose durante a cultura
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in vitro facilita a aclimatizacdo de plantulas de roseira, comparando com condicdes de
desenvolvimento autotréficas. Contudo, este suplemento de acucar tende a reduzir a taxa
fotossintética e leva a uma inibicdo da Rubisco (Langford & Wainwright, 1987;
Desjardins et al., 1995). A acumulacdo de amido como nutriente de reserva, para |4 do
periodo de stress, durante o enraizamento e crescimento ex vitro, foi suposto ser a base
de um melhor desenvolvimento quando era usada uma maior concentracdo de acgucar
in vitro (Capellades et al., 1991). Van Huylenbroeck & Debergh (1996), também
concluiram que o principal requisito para ultrapassar o stress do transplante durante a
primeira semana, € a presenca de reservas de carbohidratos em quantidades suficientes.

Para muitas espécies, 0 aumento da concentracdo de sacarose no meio de cultura
favorece a aclimatizacéo, j& que a alta producdo de biomassa durante o desenvolvimento
in vitro persiste ap6s transplante.

Van Huylenbroeck & Debergh (1996), demonstraram o aumento da capacidade
fotossintética com o aumento da concentracdo de sacarose, em Spathiphyllum cv. Petite.
Relacdo similar também foi encontrada em outras espécies como por exemplo: roseira
(Langford & Wainwright, 1987; Capellades et al., 1991), batateira (Kozai et al., 1988) e
morangueiro (Hdider & Desjardins, 1995).

Até a data, ha evidéncias que indicam que a acumulacédo de agUcares sollveis na
folha pode desencadear a repressdo da transcricdo do gene fotossintético, o que é uma
hip6tese interessante para explicar a resposta fotossintética a elevado CO, (Cheng et al.,
1998). No entanto, pouca pesquisa tem sido dirigida no sentido de compreender 0s
efeitos do CO; elevado na expressdo do gene fotossintético (Van Oosten et al., 1994,
Van Oosten & Besford, 1995; Majeau & Coleman, 1996). Estes estudos indicaram que
as plantas “modulam” os niveis de mMRNAs fotossintéticos em paralelo com os niveis de
hidratos de carbono da folha ap6s exposicao a CO, elevado.

A taxa transpiratoria das microplantas € baixa, independentemente da abertura
dos estomas (Shackel et al., 1990), ja que o material vegetal in vitro, se desenvolve em
condigBes de reduzida pressdo evaporativa, uma vez que a humidade relativa ambiente €
elevada e a intensidade de luz é baixa. (Shackel et al., 1990). Quando as microplantas
sdo expostas a humidade relativa baixa, tal como ocorre durante o transplante, elas
podem evidenciar taxas de transpiracdo elevadas em consequéncia do deficiente
funcionamento estomético (Brainerd & Fuchigami, 1982; Donnelly et al, 1985;
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Sutter et al., 1988; Blanke & Belcher, 1989; Diettrich et al.,1992; Santamaria et al.,
1993), da reduzida espessura e estrutura anomala da cuticula (Sutter & Langhans, 1979,
1982; Sutter, 1984, 1985; Capellades et al., 1990; Diettrich et al.,1992; Wardle et al.,
1983), de uma anatomia foliar anormal (Donnelly et al., 1985; Lee et al., 1988), de
alteracdes na morfologia e frequéncia estomatica (Brainerd et al., 1981; Wetzstein &
Sommer, 1983; Conner & Conner, 1984; Donnelly et al., 1984; Dhawan & Bhojwani,
1987; Capellades et al., 1990), resultando ainda do reduzido numero de tricomas que as
folhas recém formadas geralmente apresentam (Donnelly, 1986; Ritchie et al., 1991).

A situacdo a que as microplantas ficam sujeitas €, por vezes, excessiva levando a
severos défices hidricos, dificeis de recuperar e responsaveis pela morte das plantas apds
as primeiras horas de transplante (Preece & Sutter, 1991).

O acido abcisico (ABA) € suposto ter um papel importante na resposta a défices
hidricos. O fecho dos estomas por aumento das concentracdes de ABA apoplastico é
bem documentado. Juntamente, o0 ABA €é conhecido pela influéncia na expressdo do
gene (Skriver & Mundy, 1990; Chandler & Robertson, 1994). Bartholomew et al.
(1991), referem uma reducdo da transcricdo dos genes fotossintéticos “rbcS” e “cab”,
apos aplicacdo externa de ABA. Slovik e Hartung (1992), sugerem que sob stress
hidrico, o ABA é redistribuido do simplasto para o apoplasto, levando ao fecho dos

estomas e subsequentemente a limitacdo estomética da fotossintese.

2.2.2. Factores fisicos

O défice hidrico a que as plantas ficam sujeitas logo ap6s a sua remocéo das
condigdes in vitro, € um dos factores que mais condiciona a sua sobrevivéncia, em
consequéncia da excessiva transpiracdo estomatica e cuticular, em comparacdo com a
capacidade de absorcdo hidrica do sistema radicular (Preece & Sutter, 1991). A prética
mais comum para evitar esta deficiéncia fisiologica, consiste em colocar as plantas numa
atmosfera com elevada humidade relativa (HR), seguida de uma progressiva e gradual
reducdo até se equilibrar com a HR ambiente. Este procedimento permite as novas
folhas, que entretanto se vao formando e desenvolvendo, passarem a apresentar

estruturas anatémicas e mecanismos fisiologicos mais proximos dos normais, em
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simultdéneo com o acréscimo de areas e funcionalidade do sistema radicular
(Gongalves, 1998).

As plantas sujeitas ao stress hidrico rapidamente fecham os seus estomas,
possivelmente mediado por um aumento do teor de ABA apoplastico
condicdes de stress hidrico, mas tal facto pode ndo ser apenas explicado pelo fecho dos
estomas (Lauer & Boyer, 1992). A longo prazo a adaptacdo do metabolismo da folha a
reduzida humidade é diferente da resposta ao stress a curto prazo e envolve altera¢des no
metabolismo dos cloroplastos (Bussis et al., 1998).

A intensidade da luz durante o processo de aclimatizacao é outro factor que pode
condicionar o éxito da fase de aclimatizagcdo. Sabe-se que a intensidade luminosa tem
efeitos significativos na diferenciacao foliar e pode influenciar certas caracteristicas, tais
como a espessura da folha, a diferenciacdo do mesofilo, o desenvolvimento vascular, a
divisdo celular e a diferenciacdo estomatica (Lichtenthaller, 1981). Como consequéncia
destes efeitos, e por um efeito directo, também a actividade fotossintética é condicionada
pela luz (Donnelly & Vidaver, 1984; Lee et al., 1985; Matysiak & Nowak, 1994).

A exposicao das folhas a luz excessiva € uma causa conhecida de fotoinibicéo
(Powles, 1984; Ogren & Evans, 1992). Nas condi¢Bes naturais de luminosidade, a
fotoinibicdo  ocorre quando sujeita a stress, como alta temperatura
(Ludlow & Bjorkman, 1984; Oberhuber & Edwards, 1993) ou baixa temperatura
(Oquist & Ogren, 1985; Greer & Hardacre, 1989; Krause, 1994) ocorrem conjuntamente
com insuficiente fornecimento de &gua (Bjorkman & Powles, 1984) ou azoto
(Osmond, 1983).

A aplicacdo de uma intensidade luminosa mais elevada durante o periodo de
cultura resulta num acréscimo de taxa de fotossintese liquida, isto se os restantes factores
ndo forem limitantes (Lee et al., 1985; Kozai et al., 1988; Dubé & Vidaver, 1992), e
considerando  cuidadosamente estes acréscimos na intensidade do fluxo
fotossinteticamente activo, no sentido de prevenir fotoinibigdes (Dubé & Vidaver, 1992;
Sorrentino et al., 1997). Contudo, os acréscimos de intensidade luminosa tém sido
referenciados como vantajosos para o acelerar do processo da adaptacdo (Lee et al.,
1985; Kozai, 1990; Reuther, 1991; Dubé & Vidaver, 1992).
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A fraca intensidade de luz a que o material vegetal esta sujeito pode ndo ser o
factor mais limitante (Kozai, 1991b) para algumas espécies que atingem a saturacdo a
intensidades de luz relativamente baixas; por exemplo, Smith et al.,, (1986) e
Infante et al., (1989), referem uma intensidade saturante de 150 umol m? s para Rubus,
Betula e Actinidia, respectivamente; no caso de Liquidambar styraciflua, atinge a
saturacdo pela luz a 350-450 pmol m? s, durante o seu desenvolvimento in vitro
(Lee et al., 1985).

A baixa temperatura é um factor ambiental importante que limita a distribuigéo e
a sobrevivéncia das plantas. A exposicdo a baixa temperatura (ndo temperatura de
congelacgdo), induz alteragdes genéticas, morfoldgicas e fisioldgicas, por exemplo, 0 caso
do desenvolvimento em roseta é considerado uma consequéncia morfoldgica ao
desenvolvimento a baixa temperatura (Roberts, 1984).

A baixa temperatura reduz a capacidade dos sistemas fotossintéticos para
utilizarem a radiacdo incidente, levando a um processo de fotoinibi¢do caracterizado por
sub-excitacdo das membranas dos tilacdides e subsequente enfraquecimento da fungédo
fotossintética (Oquist & Huner, 1991). A fotoinibicdo manifesta-se por reducdo no
rendimento do PSII e é visivel o decréscimo na fluorescéncia da Cl, (Demming &
Bjorkman, 1987). Jung & Steffen (1997), demonstraram no seu estudo que a aclimatacéo
a diferentes PPFD, influencia a capacidade de acumulacdo de xantofila, para resisténcia
a fotoinibicao.

Gray et al. (1997), demonstraram, pela primeira vez, que o efeito da excitacdo do
PSII influencia a morfologia da planta e a expressédo de um gene envolvido na resisténcia
ao frio.

A fotossintese a baixa temperatura envolve um aumento na capacidade de muitas
enzimas do metabolismo primario; isto inclui enzimas de fixacdo de CO, (Badger et al.,
1982), particularmente Rubisco (Holaday et al., 1992; Hurry et al., 1995) bem como
enzimas de sintese de hidratos de carbono soliveis em folhas (Crespi et al., 1991;
Guy et al., 1992; Holaday et al., 1992; Martindale & Leegood, 1997). A exposicao a
baixa temperatura é muitas vezes acompanhada pela sintese de proteinas associadas ao
stress, a fim de facilitar a tolerancia. Por exemplo, em trigo, as folhas que se
desenvolvem a baixa temperatura contém mais proteina soltvel (Lawlor et al., 1987).

No entanto, o mecanismo pelo qual o sinal a baixa temperatura é perceptivel e traduzido
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em especificas respostas bioguimicas ndo € ainda totalmente conhecido
(Dhindsa et al., 1993; Bowler & Chua, 1994).

2.2.3. Concentracédo de dioxido de carbono

Desde o inicio da revolugdo industrial que as concentracdes de CO, na atmosfera
aumentam. Esta subida est4d fortemente correlacionada com o rapido aumento no
consumo global de combustiveis e desflorestacdo. Pensa-se que no ano 2060 a
concentracdo de CO, atmosférico terd duplicado (Wolfe, 1995). Este aumento podera
provocar efeitos substanciais nos ecossistemas, afectando directa ou indirectamente o
crescimento e desenvolvimento das plantas. Juntamente a este duplicacdo na
concentragdo de CO,, também os modelos climaticos prevém um acréscimo na
temperatura média do planeta, situando-se entre 0 1,5 °C e 4,5 °C (Wolfe, 1995).

E necessario compreender como sera a resposta fotossintética das plantas, a
longo-prazo (semanas, meses), a estes aumentos. Muitos estudos demonstraram que no
curto-prazo de exposicdo ao CO; elevado, a taxa fotossintética pode aumentar, mas as
plantas expostas ao CO, elevado durante largos periodos podem ndo mostrar
estimulagdo  continuadamente ou tornarem-se insensiveis (Kramer, 1981;
Hogan et al., 1991) ou até possuirem uma mais baixa capacidade fotossintética dos que
as plantas em crescimento em CO, normal (Sage, 1994; Kalina & Ceulemans, 1997).

Alguns estudos demonstraram que a alta taxa de assimilacdo de CO, observada,
guando as plantas que se desenvolvem em CO, ambiental sdo expostas a elevado COs,
pode nédo ser mantida no longo prazo (Cure, 1985; Arp, 1991b; Stitt, 1991; Bowes, 1993;
Gunderson e Waullschleger, 1994; Sage, 1994; Curtis, 1996), e que comparando 0S
valores da fotossintese medidos a CO, normal com os valores a CO; elevado, este ultimo
estimula a fotossintese em cerca de 30-50%.

A concentragdo de CO,, pode ser um factor extremamente importante no
aumento da competéncia fotossintética de material in vitro (Cournac et al., 1991,
Kozai, 1991b; Dubé & Vidaver, 1992; Kubota & Kozai, 1992; Yue et al., 1993a).
Durante o periodo de escuro, a concentragdo de CO, aumenta, atingindo o valor maximo

no inicio do periodo de luz. A actividade fotossintética residual leva entdo ao rapido
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consumo de CO,, pelo que a planta fica sujeita, durante a maior parte do periodo de luz,
a concentracdes muito proximas, ou mesmo abaixo, do seu ponto de compensac¢édo para o
CO; (Desjardins et al., 1988; Infante et al., 1989; Kozai, 1991b; Morini et al., 1993).
Parte do efeito benéfico do enriquecimento em CO;, no crescimento € resultado do
aumento do periodo de tempo durante o qual as microplantas podem assimilar CO,
atmosférico. Contudo, um efeito complementar traz também vantagens: elevada
concentragdo de CO, permite reduzir a actividade oxigenase da ribulose-1,5-bifosfato
carboxilase/oxigenase (Rubisco), sendo a libertacdo de CO, devida a fotorrespiracao
uma  consequéncia  directa da  actividade  oxigenase @ da  Rubisco
(Woodrow & Berry, 1988; Cournac et al., 1991). Este processo fisiologico pode
contribuir para uma perda na fixacdo de CO; e para dispéndio de energia sem beneficio
aparente de qualquer funcao.

Aumentar a concentracdo de CO, mostrou aumentar a taxa de sobrevivéncia e
melhora o desenvolvimento das microplantas in vitro e ex vitro (Lasko et al., 1986;
Desjardins et al., 1987). Efeitos positivos do enriquecimento em CO, podem resultar
numa mais alta fixacdo de CO,, aumentar a eficiéncia quantica e suprimir a
fotorrespiracdo (Matysiak & Nowak, 1994). O aumento do CO, também alivia o stress
hidrico das microestacas (Yue et al., 1992) e o stress causado por um alto nivel nutritivo
(Matysiak & Nowak, 1995).

3. OBJECTIVOS DO TRABALHO

A fase de aclimatizacdo € uma fase bastante critica da micropropagacao, mas de
extrema importancia no processo de adaptacdo das microplantas as condi¢Ges naturais.
Durante este periodo de transicdo, devem desenvolver-se adaptacfes anatémicas e
fisiolégicas as condicOes de cultura em autotrofia, a fim de permitir obter uma elevada
taxa de sobrevivéncia, tendo em vista a utilizacdo desta metodologia na multiplicacédo
clonal da espécie em termos comerciais.

De facto este processo de aclimatizacdo € muito complexo, j& que as plantas
passam de um sistema totalmente heterotr6fico para um sistema autotrofico, isto é, o

crescimento e desenvolvimento deixa de utilizar o acucar metabolizavel disponivel no
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meio, passando a sintetiza-lo através do processo de reducdo de CO,, caracteristico da
autotrofia.

A manipulacdo de pardmetros ambientais, em especial 0s niveis de irradiancia, a
variagdo de humidade relativa e a concentragdo de CO,, podem contribuir para uma mais
rapida formacdo de folhas aclimatizadas, isto é, folhas morfo-fisioldgicas em tudo
semelhantes as desenvolvidas por plantas em condi¢cGes ambientais naturais e, como tal,
capazes de garantirem um desenvolvimento autotréfico as jovens plantas regeneradas
in vitro. O enriquecimento da atmosfera em CO; tem sido referido como um potenciador
do aumento de biomassa e de desenvolvimento radicular em varias espécies, tendo-se
verificado um efeito sinergistico entre as concentracdes elevadas de CO, e um
suplemento de irradiancia.

Neste contexto, este trabalho pretende avaliar alguns efeitos do aumento da
concentragdo de CO, durante a aclimatizacdo, na sobrevivéncia e desenvolvimento
morfo-fisiologico de plantas de castanheiro (Castanea sativa x Castanea crenata)
regeneradas in vitro.

Para a sua concretizacdo, foram delineados ensaios que permitiram a avaliacédo e
quantificacdo de diferentes parametros. Para cada tratamento efectuado, foram avaliados
0s comportamentos e desempenhos das microplantas através de estudos feitos a
diferentes indices quantificadores de analise de crescimento. A diferenciagdo ocorrida
em termos anatémicos, histologicos e morfoldgicos das folhas formadas, foi feita por
microscopia optica. O desempenho fotossintético das folhas formadas foi feito atraves da
quantificacdo da fixacdo de CO, e da evolucdo das taxas de libertacdo de O,, com
determinacdo dos indices de taxas de fotossintese aparente, transpiragdo, condutancia
estomatica, capacidade fotossintética e curvas de resposta a diferentes densidades de
fluxo fotonico, rendimento quéantico e ponto de compensacédo para a luz. Também foram
avaliados os teores de alguns metabolitos, tais como, clorofilas e proteinas sollUveis

totais.
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1. MATERIAL VEGETAL

Para a realizacdo dos ensaios foi utilizado um clone de castanheiro adulto,
hibrido de Castanea sativa x Castanea crenata, designado por M1, obtido na década de
60 no ex-Centro de Estudos do Castanheiro e considerado resistente a doenca da tinta
(Fernandes, 1948, 1957, 1970, 1982). Desde a sua obtencdo que este clone tem sido
mantido por amontoa no ex-Centro de Estudos do Castanheiro, Vimioso, Alcobaca, onde
foram recolhidas as varas que permitiram o estabelecimento in vitro de acordo com a
metodologia que a seguir resumidamente se descreve e ja referida em trabalhos
publicados (Vieitez et al., 1983, 1986; Gongalves, 1991).

2. CONDICOES E MEIOS DE CULTURA PARA
ESTABELECIMENTO, MULTIPLICACAO E ENRAIZAMENTO

Para a micropropagacdo deste clone foi utilizado o esquema proposto por
Murashige (1974) e Debergh & Maene (1981), que a seguir se descreve.

Fase 0. Preparacao do material vegetal.

De acordo com o procedimento descrito por Vieitez et al. (1983, 1986) foram
recolhidas varas de rebentos provenientes de amontoa, no periodo de repouso vegetativo
(Novembro a Janeiro), cortadas com + 20 cm, desinfectadas durante dois minutos com
Benlate 2 gl™. Posteriormente, foram envolvidas em pléstico e colocadas 2 a 3 meses no
frio a 4 °C, até a sua utilizacdo. Apos este periodo, as varas foram retiradas do frio e
colocadas em estufa, em condi¢6es controladas por forma a permitir o abrolhamento dos
gomos axilares. As varas foram mantidas durante 4 semanas com a base imersa em agua,
sob fotoperiodo de 16h luz e 8h noite, a 25 °C durante o dia e 20 °C durante a noite.
Semanalmente foram pulverizadas com uma solugéo de 6-benzilaminopurina (BAP),

numa concentragdo de 100 mgl™.
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Fase 1. Estabelecimento de uma cultura asséptica

Apbs o abrolhamento, os rebentos com crescimento entre 3 e 5 cm foram
isolados das estacas, retiradas as folhas e parafinados na base.

A desinfeccdo superficial iniciou-se por imersdo dos rebentos numa solucdo de
alcool a 70%, durante 30s, seguida de imersdo numa solucdo a 30% de hipoclorito de
sodio, na forma de lixivia comercial com 5% de cloro activo, sob agitacdo, na camara de
fluxo laminar, durante 10 minutos. De seguida, efectuaram-se trés passagens sucessivas
em agua destilada e esterilizada, a fim de remover o agente desinfectante, permanecendo
0s rebentos na quarta agua.

Foram utilizados como explantes primarios os apices e gomos nodais (5 a 8 mm)
dos rebentos que, apo6s seccionamento, foram mantidos durante 15 m numa solucao
anti-oxidante (100 mgl™ de &cido citrico com 150 mgl™ de &cido ascérbico). Para
estabelecimento do material in vitro, foi colocado um explante por tubo de ensaio, em

meio nutritivo, cuja composicdo é referida na Tabela 2.1.

Tabela 2.1. Composi¢do do meio de cultura da fase de estabelecimento.

Macronutrientes  Micronutrientes Fe- Vitaminas Reguladores de
EDTA (mgl?) crescimento
Y% MS (1962) MS MS Tiamina 1 BAP 05mgl*
Piridoxina 1
Acido nicotinico 1

Pantotenato de

célcio 1
Acido ascérbico 1
Inositol 100

Fase 2. Multiplicacéo

A multiplicacdo das culturas foi feita por repicagens sucessivas com intervalos de
4 semanas. Os apices e 0s segmentos nodais provenientes da proliferacdo axilar dos
rebentos, com 5 a 8 mm de comprimento e um minimo de 2 gomos axilares, foram
utilizados como explantes secundarios de multiplicacdo. A composicdo do meio de

cultura na fase de multiplicacdo esta descrita na Tabela 2.2. Na Tabela 2.3 descreve-se a
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composicdo do meio de cultura para a fase de alongamento. As condicGes fisicas do

ensaio sdo descritas adiante.

Tabela 2.2. Composi¢do do meio de cultura da fase de multiplicacéo.

Macronutrientes  Micronutrientes Fe- Vitaminas Reguladores de
EDTA (mgl™?) crescimento
Greshoff e Doy MS MS Tiamina 1 BAP 0,2mgl™
(1972) Piridoxina 1
Acido nicotinico 1

Pantotenato de

calcio 1
Acido ascérbico 1
Inositol 100

Tabela 2.3. Composic¢ao do meio de cultura da fase de alongamento.

Macronutrientes Micronutrientes Fe- Vitaminas Reguladores de
EDTA (mgl™?) crescimento
% MS (1962) MS MS Tiamina 1 BAP 0,2mgl*
Piridoxina 1
Acido nicotinico 1

Pantotenato de

célcio 1
Acido ascérbico 1
Inositol 100

Fase 3. Enraizamento

Os rebentos utilizados para enraizamento foram provenientes do meio de
alongamento ja descrito anteriormente. Aos rebentos provenientes desse meio, com
comprimento superior a 4 cm, foram retiradas as folhas dos 1,5 cm basais e utilizados
nesta fase.

A composicdo do meio base de cultura da fase de enraizamento esta descrito na
Tabela 2.4.
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Tabela 2.4. Composicao do meio base de cultura na fase de enraizamento.

Macronutrientes Micronutrientes Fe-EDTA Vitaminas (mgl™)

Y% MS (2NO3) MS MS Tiamina 1
Piridoxina 1
Ac. Nicotinico 1
Pantotenato de Ca 1

Inositol 100

O enraizamento foi programado em duas fases, uma primeira fase de inducéo
(in vitro) e, uma fase de expressao e desenvolvimento em substrato natural (ex vitro). Os
rebentos do dia 0 de inducdo de rizogénese, provenientes do meio de alongamento,
foram decapitados, isto é, foi cortado o apice. Este procedimento para além de evitar o
aparecimento de necrose apical, retira também o efeito de dominancia apical facilitando
assim, o desenvolvimento do gomo axilar. Nesta fase, os rebentos foram colocados em
meio base de enraizamento (Tab. 2.4), com a presenca indispensavel de acido
3-indol-butirico (AIB), na concentracdo de 3 mgl™, no qual estiveram em contacto
durante 5 dias (Gongalves et al., 1998a).

Para a expressdo e desenvolvimento radicular efectuada em condigdes ex vitro,
transferiram-se 0s rebentos induzidos para uma mistura esterilizada de perlite:turfa
(2:1, viv) e humedecida a 70% da sua capacidade de retengdo, contida em caixas de
poliestireno expandido (60 x 40 x 20 cm). Estas foram tapadas com uma placa acrilica
translucida, e as plantas foram pulverizadas diariamente com agua, e fertilizadas
semanalmente com uma solucédo de macronutrientes e micronutrientes do meio base de
enraizamento a pH 55. As caixas com 0s rebentos em fase de expressdo e
desenvolvimento, foram colocadas na sala de cultura, durante 4 semanas sob as
condicdes standard de luz, fotoperiodo e temperatura, a seguir descritas, onde foram
mantidas durante 4 semanas.

Em todos os meios o pH foi ajustado entre 5,5-5,6, com HCI ou NaOH 1 N, antes
de adicionar o agar (Difco Bacto Agar), que foi usado na concentracdo de 7 gl™ para
todos 0s meios de cultura. A todos os meios foram adicionados 30 gl™* de sacarose.

A esterilizacdo dos meios de cultura foi feita por calor himido em autoclave,
durante 20 ma 121°C e 1 atm.
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Figura 2.1. Rebentos de castanheiro na fase de indugdo (A) e expresséo (B).

Os recipientes de cultura utilizados em cada fase, bem como as suas dimensoes,
tipo de tampa, volume e nimero de explantes ou rebentos estdo indicados na Tabela 2.5.
A manipulacdo do material vegetal foi executada em camara de fluxo laminar
horizontal, sobre caixas de Petri esterilizadas por calor seco durante 2 horas a 180 °C. Os
utensilios de corte e manuseamento, durante as operacGes, foram esterilizados em
esterilizador de bancada (Steri™ 350) a uma temperatura de 250 °C e durante 8/10 s.
As culturas foram mantidas sob condi¢cBes ambientais controladas em sala de
cultura ARALAB™, com fotoperiodo de 16h luz e 8h de escuro, sob uma densidade de

fluxo foténico (PPFD) de 50 + 5umol m™ s, fornecida por lampadas fluorescentes tipo
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TLD 18/40. A temperatura situou-se nos 25 °C dia e 22 °C noite, ndo controlando a

humidade relativa do ar, mas que se manteve na ordem dos 35 + 5%.

Tabela 2.5. Caracteristicas dos recipientes, volume de meio e nimero de explantes para as fases
de estabelecimento, multiplicacdo/alongamento e fase de inducdo no enraizamento.

Estabelecimento  Multiplicagdo/Alongamento  Enraizamento

Tipo de recipiente Tubo de ensaio Frasco Frasco
Dimensdes (mm) 150 x 25 & 90x 75 Y 125 x 65 &
Tipo de tampa Metal opaco plastico translicido plastico opaco
Volume de meio (ml) 10 50 50

Numero de explantes 1 7 5

3. FASE DE ACLIMATIZACAO

O material vegetal utilizado nos ensaios foi seleccionado por forma a constituir
lotes homogéneos e apresentando sinais aparentes de crescimento, quer da parte aérea
quer da parte radicular.

As plantas, apds a sua expressdao e desenvolvimento radicular ex vitro, foram
retiradas das caixas de poliestireno expandido e colocadas directamente em vasos de
plastico individuais com 200 cm? de capacidade (& 9 x 8 cm). O substrato utilizado foi
uma mistura igual a utilizada para a expressao e desenvolvimento radicular ex vitro
(turfa:perlite, 1:2, v:v). Depois do envasamento cada planta foi regada com uma solucéo

nutritiva com a seguinte formulacao:

e Macronutrientes: %2 MS % NO3

e Micronutrientes: MS

e Fe-EDTA (MS)

e Inositol (100 mg I pH da solucdo nutritiva: 5,5

Apds esta rega as plantas envasadas foram colocadas imediatamente nos estufins
de aclimatizag&o.
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Para a fase de aclimatizacdo das microplantas foram utilizados estufins equipados
com dispositivos de controlo de luz, humidade, temperatura (Fitoclima 700 EDTU,
ARALAB™) e CO; (Fitoclima 1600 EDTU, ARALAB™).

A iluminacéo foi fornecida por lampadas fluorescentes Osram ® colocadas no
topo do estufim, com intensidade de 250 umol m? s, e fotoperiodo de 16h.

A humidade relativa (HR), controlada pela sonda higrométrica com controlo
digital, foi produzida por um sistema vaporizador de ultra-sons (sistema de nevoeiro),
que produz goticulas de agua, cujas dimensdes permitem a criacdo de ambientes com
humidade elevada sem que haja significativa condensacdo. Os valores de humidade
relativa foram sendo gradualmente reduzidos desde os 98% no dia 0 de instalacdo até
aos 50%, 24 dias apos o inicio da aclimatizagdo, mantendo-se esta humidade até ao final
do periodo de aclimatizacdo que foi de 4 semanas.

Com a finalidade de distinguir entre as folhas formadas na fase de multiplicacdo
que se mantiveram durante o enraizamento e aclimatizagdo, designadas por folhas
persistentes (fP), e as folhas cujo desenvolvimento e/ou expansdao ocorreu
exclusivamente durante a aclimatizacdo, designadas por folha um (f1), folha dois (f2),
folha trés (f3) e restantes (que no seu conjunto serdo designadas por folhas novas) de
acordo com a sua ordem de diferenciacdo, procedeu-se no final da primeira semana de
aclimatizacdo a colocacdo de uma pequena etiqueta em papel no peciolo da primeira
folha diferenciada (f1).

A folha um formou-se e iniciou a sua diferenciacdo ainda durante a fase de
enraizamento, mas o seu desenvolvimento e expansdo ocorreu ja em condigdes de

aclimatizacéo.

3.1. Tratamentos de aclimatizacao

Como foi referido, avaliar a influéncia da concentracdo de CO, na fase de
aclimatizacdo de microplantas de castanheiro, foi o principal objectivo deste trabalho,
tendo-se estudado o efeito de duas concentragdes de CO,. Na Tabela 2.6 estdo descritos
os tratamentos de aclimatizacdo efectuados as microplantas, indicando os factores

ambientais definidos e o factor ambiental variavel.
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Tabela 2.6. Tratamentos de aclimatizacd@o, utilizando duas concentracdes de CO,, 350 e
700 4L L

Factores ambientais de aclimatizacéo Factor ambiental de aclimatizacao
definidos variavel

Temperatura: constante de 25 + 2°C Concentracdo de CO,: 700 pL L™
Fotoperiodo: 16h 350 uL L™

Humidade relativa: reducdo gradual de 95 a
50%, durante as 4 semanas de aclimatizagéo

Irradiancia; 250 + 10pmol m? s

3.2. Parametros quantificadores

Os parametros quantificados foram os seguintes:

- Anélise de crescimento

- Histologia e anatomia foliar
- Quantificacéo de clorofilas
- Parémetros fotossintéticos

- Quantificacdo da proteina soltvel total

3.2.1. Anélise de crescimento

Os parametros de crescimento foram determinados por planta e estas foram
avaliadas no dia zero de aclimatizacdo (no final da 4% semana de enraizamento) e 4
semanas apos o dia zero, ou seja, no final da aclimatizagéo.

Estes pardmetros foram avaliados separadamente em folhas persistentes (fP),
folha um (f1), folha dois (f2), folha 3 (f3) e folhas restantes.

A érea foliar foi obtida por amostragem destrutiva, medida através do programa

de anélise de imagem WinRhizo (Régent Instruments Inc.).
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A guantidade de biomassa acumulada durante o enraizamento e aclimatizacao foi
obtida por amostragem destrutiva das plantas, determinando o peso fresco e posterior
peso seco das diferentes partes da planta. A secagem do material vegetal foi efectuada
em estufa com ventilacdo forcada de ar a 80° C, durante um minimo de 48h, até a
obtencdo de peso constante. A pesagem foi feita em balanca analitica digital com quatro
casas decimais (AB 104, Metler Toledo, Switzerland), apds o arrefecimento do material
vegetal, em excicador com silica gel.

A determinacdo do comprimento total das raizes, a area total de absor¢éo da raiz,
0 volume e o didmetro meédio das raizes foi efectuada por amostragem destrutiva,

medida através do programa de analise de imagem WinRhizo (Régent Instruments Inc.).

Os parametros e indices de crescimento calculados foram os seguintes:

v crescimento relativo em altura (RG), dado pela expressdo: (a; — a;)
as = altura final; a; = altura inicial

v peso fresco total (mg)

v peso fresco foliar (mg)

v peso fresco aéreo (mg)

v peso fresco radicular (mg)
L peso seco total (mg)

v peso seco foliar (mg)

L Peso Seco aéreo (MQ)

L peso seco radicular (mg)
v ganho de peso fresco (mg)
v biomassa foliar (mg)

v biomassa radicular (mg)
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v biomassa total (mg)
v razdo peso fresco parte aérea / parte radicular
L razéo peso fresco / peso seco
L razdo peso seco parte aérea / parte radicular
v razdo de peso foliar (LWR) dada por:
LWR = peso seco foliar / peso seco total
v area foliar (cm?)
v area foliar especifica (SLA) dada por:
SLA (cm?g™) = area foliar / peso seco foliar

v taxa de crescimento relativo (RGR) dada pela expresséo:

RGR (g g *dia*) = — PST = PSo
PSo t

E s,= peso seco médio das plantas no dia 0

P s= peso seco médio das plantas apds o tratamento
t = ndmero de dias do tratamento

v taxa liquida de assimilacdo (NAR) dada por:

. 1 pst—psSo
NAR (g m?dia™) = =
© ) Af t

0
Kfo = area foliar média das plantas no dia 0

P si= peso seco médio das plantas apds o tratamento
t = nimero de dias do tratamento

v razdo de area foliar (LAR) dada por:

LAR (m2g ) = SLA x LWR

v Morfologia radicular:
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- comprimento total da raiz (cm)
- é4rea total de absorcao da raiz (cm?)
- volume da raiz (cm®)

- didmetro médio da raiz (mm)

Cada determinacdo foi feita a partir de plantas distintas e casualizadas, tendo sido
utilizadas 30 amostras (n=30) e as experiéncias foram repetidas 2 vezes para cada

tratamento.

3.2.2. Histologia e anatomia foliar

Os estudos para a caracterizagdo histologica e anatémica das folhas durante o
processo da aclimatizacdo, foram efectuados nas folhas persistentes (fP), folha um (f1),
folha dois (f2) e folha trés (f3) de aclimatizacdo, ap0s 0s respectivos tratamentos.

Para os estudos de anatomia e histologia foliar, feitos a partir de cortes
transversais, a execucdo de preparacOes definitivas foi feita de acordo com as seguintes

fases:

o Material vegetal

Fragmentos de + 3 x 5 mm do limbo das folhas, com e sem nervura central.

e Fixacéo
O material vegetal foi fixado em FAA (formaldeido a 35%: acido acético glacial:

etanol absoluto: agua destilada, 2:1:10:7, v:v:v:v), durante pelo menos 24 h.
¢ Desidratacdo

Apds a fixacdo, o material vegetal foi lavado em etanol a 50% durante duas

horas, e posteriormente as amostras foram desidratadas numa série crescente de
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etanol (60, 70, 80, 90 e 99%), pemanecendo 1 hora no minimo em cada uma das
solucgdes e 24 h na concentracdo de 99%.

e Infiltracéo

Feita com hidroxietilmetacrilato (LKB Historesin ®, Leica Comercial,
Kit 70-2218-500), no vacuo, ja que a principal dificuldade do fixador é a sua
lenta penetracdo no tecido. Previamente, o material esteve na solucdo de
infiltracdo diluida a 50% durante 2 horas, passando depois para a solucdo de

infiltrac&o pura durante 3 horas.

e Incluséo

Consiste em impregnar e envolver o tecido por uma substancia que o suporte
durante o corte. O meio de inclusdo preenche os espacos resultantes da remocéo
da adgua e o material fica globalmente envolvido num bloco do mesmo meio. Foi
efectuada em hidroxietilmetacrilato (LKB Historesin ®, Leica Comercial, Kit 70-
2218-500), ao qual se adicionou um agente polimerizante (dimetilsuféxido). A
polimerizacéo foi feita em pequenos alvéolos de moldes de teflon durante 2 horas
a temperatura ambiente. Durante o periodo inicial de polimerizacdo foi

necessario proceder a orientagdo do material vegetal nos alvéolos.

e Montagem
Foi efectuada com os respectivos suportes plasticos dos moldes de teflon

utilizados.

e Cortes
Os cortes do material vegetal foram feitos num micrétomo rotativo (American

Optical Company, modelo 820), com espessurade 5a 7 um.
e Coloracéo

A coloracéo foi efectuada com uma solugéo aquosa de azul de toluidina a 0,05%

(p/v) durante 1 minuto. Apés lavagem com agua corrente e secagem, foi colocada
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a lamela e fixa com Entellan ®, procedendo-se seguidamente a limpeza e

etiquetagem das laminas.

As observagdes foram feitas num microscopio Leitz, Laborlux K, com sistema de
fotografia Wild MPS 45; as medicGes foram feitas em microscépio Leitz Wetzlar,
associado a uma camara B&D Electronic, com imagem em ecran e acoplada a uma mesa

de medicdo computadorizada Leitz, ASM 68K.

Para cada tipo de folha foram quantificados os seguintes parametros:

+ espessura da nervura principal (medido perpendicularmente ao meséfilo);
+ espessura do cilindro vascular;

+ espessura total da folha;

+ espessura da epiderme da pagina superior e inferior;

+ espessura do parénquima em palicada;

+ espessura do parénquima lacunoso;

+ nimero de células por 100 um de comprimento de corte transversal;

+ frequéncia estomatica.

As observacOes e contagens de estomas, foram feitas na pagina inferior das
folhas aclimatizadas sob os dois niveis de CO,. As folhas foram pinceladas com verniz
incolor, para obtencdo de uma pelicula fina que, apds secagem, foi destacada e montada
entre ldmina e lamela para observacgdo ao microscopio optico.

Cada observacéo foi feita a partir de folhas de plantas distintas e casualizadas,
tendo sido utilizadas 6 amostras (n=6) para 0s parametros quantitativos dos aspectos

anatémicos, sendo cada uma delas a media de 3 registos por cada preparacéo.

3.2.3. Quantificacao de clorofilas

A quantificacdo das concentracdes das clorofilas foi efectuada nas folhas de

plantas submetidas aos dois niveis de CO,, no final da fase de aclimatizacdo, ou seja, 4

47



I1. Material e métodos de cultura

semanas ap6s o dia zero. Foram quantificadas as concentracdes de clorofilas em folhas
persistentes (fP), folha um (f1), folha dois (f2) e folha trés (f3).

A extraccdo foi feita em acetona a 80%, de acordo com o método de Arnon
(1949), a partir de dois discos de tecidos foliares com @ 7 mm (0,77 cm?® de area),
recolhidas em plantas distintas e casualizadas, tendo sido usadas 8 amostras (n=8) para
cada tipo de folha. Apos centrifugacdo a 12000 rpm durante 10 minutos, as absorvéncias
dos extractos foram lidas no espectrofotémetro (Jasco Model 7800 UV/VIS), para 0s
comprimentos de onda de maxima absorvéncia das Cl, e Cl, em acetona a 80%
(663 e 645 nm respectivamente) e aplicaram-se as seguintes formulas de calculo
(Mackinney, 1941):

Cla (g m?) =[(0.0127 x Absg; — 0.00269 x Abses) X V x 10]/ S

Cl, (g m?) =[(0.0229 x Absgs — 0.00468 x Absgs) X V x 10]/S

Cliotar (9 m?) =[(0.0202 x Absgs + 0.00802 x Absess) X V x 10] /' S

Absgss e Absges: absorvéncia a 645 e 663 nm, respectivamente.
V: volume final do extracto (ml).
S: area dos discos foliares (cm?).

As experiéncias foram repetidas duas vezes para cada tratamento.

Os resultados foram expressos em mg de clorofila por unidade de peso seco
foliar (mg g™ ps) e em mg de clorofila por unidade de area foliar (g m?). Nestas
determinacg6es foi utilizado um valor médio de peso seco por disco para cada um dos
tipos de folhas referenciadas. Esse valor foi determinado como a média de 20 amostras

(n=20), repetido por 3 vezes.

3.2.4. Fotossintese

3.24.1. Taxa de fotossintese aparente, transpiracdo e condutéancia

estomatica

48



I1. Material e métodos de cultura

A taxa de fotossintese aparente (A), a taxa de transpiracdo (E) e a condutancia
estomatica (G) foram medidas na folha um (f1), folha dois (f2) e folha trés (f3) de
plantas submetidas aos dois niveis de CO,, em final de aclimatizagdo. Neste tipo de
plantas, as medigdes foram efectuadas nos estufins de aclimatizagdo sensivelmente a
meio do periodo de luz, em condi¢cGes de luz e temperatura idénticas as que se
registaram durante toda a fase de aclimatizacdo, para cada um dos tratamentos. A
humidade relativa situou-se nos 40 + 5% e a concentracdo de CO, atmosférico de
350 +5uL L™

O equipamento utilizado foi um porometro portéatil com sistema de aquisicdo da
dados integrado (LI-COR, LI-6400 Portable Photosynthesis), acoplado a uma cuvete
circular com 6 cm? de &rea, a funcionar em sistema aberto.

A taxa de fotossintese liquida ou aparente’ é determinada através da taxa de CO,
fixado por unidade de &rea foliar e por unidade de tempo (umol m? s™). A taxa de
transpiracdo® é dada pelo fluxo de vapor de 4gua por unidade de &rea foliar e por unidade
de tempo (mmol m? s™) e a condutancia estomatica é dada pelo inverso da resisténcia
estomatica, que € calculada pela férmula seguinte, conhecendo a transpiracdo e

temperatura da superficie da folha e expressa em mmol m?s™.

e; € P-e

f OX 0

€, — & P
W

R foha =

_Rb

€. pressao de vapor de agua saturada a temperatura da folha nos espacos intercelulares
R, é a resisténcia da camada limite

LA =W x (Co - C;) onde W: fluxo molar por unidade de &rea (mol m? s™) calculado em funcéo da
temperatura do ar, da pressdo atmosférica, do volume de fluxo e da area da folha; Cy e C;: concentracdes
de CO, na saida e entrada da cuvete.

2E =(eo-e) /(P —eg) x W x 10° onde e, e &;: pressdes de vapor a saida e entrada da cuvete; P: pressio
atmosférica.
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Efectuaram-se 3 leituras consecutivas para cada folha, sendo o valor considerado
a media dessas trés leituras. Foram utilizadas 10 plantas (n=10) para cada um dos tipos

de folha. A experiéncia foi repetida duas vezes.

3.2.4.2. Curvas de resposta a luz, capacidade fotossintética, rendimento

qguantico e ponto de compensacao para a luz

A taxa fotossintética maxima (Amax) € 0 rendimento quéntico maximo aparente
(¢) foram medidos pela taxa de libertacdo de O, em condigcdes de CO, saturante. A
densidade de fluxo fotdnico fotossinteticamente activo (PPFD) foi saturante para o caso
da determinacdo de Amax (1120 umol quanta m? s*) e variou dentro de um intervalo de
baixas PPFD’s (7 a 140 umol quanta m?s™) para o célculo de ¢. O sistema utilizado para
fazer a determinacdo era constituido por um eléctrodo de oxigénio na fase gasosa
(Hansatech Ins. Ltd, Modelo LD2, Norfolk, UK) e uma caixa de controlo do eléctrodo
(Hansatech Ins. Ltd, Modelo CB1-D, Norfolk, UK). Para fornecer a PPFD pretendida foi
utilizada uma lampada Bjorkman (Hansatech Ins. Ltd, LS2), com sistema de filtros
neutros que podem ser associados entre si.

A unidade principal do sistema é construida em aluminio anodizado, a fim de
criar a inércia térmica suficiente para evitar as pequenas oscilacdes de temperatura as
quais o electrodo de oxigénio € muito sensivel. Esta unidade € constituida por trés
seccdes. As seccOes superior e inferior sdo ocas e no seu interior circula agua a
temperatura definida, que neste caso é de 25°C, vinda de um banho-maria termostatizado
(Julabo Labortecnik, Modelo F10-UC). No topo da sec¢do superior situa-se uma janela
acrilica transparente onde se coloca a lampada, a fim de permitir a iluminacdo do
material vegetal. Este material, constituido por discos foliares, é colocado na sec¢do
central, a cdmara de reaccdo, que estd equipada com adaptadores para as torneiras de
entrada e saida da mistura gasosa. O sensor de O, € um eléctrodo do tipo Clark
(Clark, 1956) integrado num disco de resina (disco do eléctrodo) por forma a que o
catodo de platina ocupe a abdboda saliente central, e 0 &nodo de prata o fundo do sulco

circular que o rodeia. Deitam-se algumas gotas de uma solucdo aquosa saturada de
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cloreto de potassio (electrélito) sobre a abdboda e no sulco, cobre-se com uma pelicula
de papel, tipo mortalha de cigarro, de modo a assegurar a formacdo de uma camada
uniforme entre o catodo e o anodo. Por fim, cobre-se com uma fina pelicula de teflon.
Entre as secgdes central e inferior, monta-se o disco do eléctrodo, de modo a que a
aboboda saliente, ao encaixar na parede inferior da camara de reaccao, ponha o catodo
em contacto com a atmosfera interna através de um orificio que as atravessa.

E possivel induzir diferencas de potencial entre os dois eléctrodos, provocando
polarizacdo, ou seja, o catodo torna-se negativo e o anodo positivo, através da caixa de
controlo. O oxigénio molecular libertado durante o processo fotossintético, e que se
difunde através da membrana de teflon, é entdo reduzido nas proximidades do céatodo,
dando origem a um fluxo de electrdes que atravessa o circuito pela ponte do electrdlito.
A prata € oxidada e o cloreto de prata deposita-se no anodo. A intensidade de corrente
gerada é, assim, proporcional a quantidade de oxigénio reduzida, sendo entdo convertida
num sinal de voltagem pela caixa de controlo, que por sua vez é transmitida a um
registador de papel (Walker, 1990).

Os discos foliares sdo colocados na cAmara de reacgdo, com a pagina adaxial
virada para cima, ficando dispostos em circulo e equidistantes, sendo a camara
preenchida também por discos de metal, feltro e espuma que servem de suporte aos
discos foliares. A seccdo superior ao fechar-se, comprime os discos contra a janela
transparente, pela qual irdo receber a irradiancia definida, sendo mantidos a temperatura
da agua que circula no sistema.

O passo seguinte € proceder a calibracdo do eléctrodo, apds ajustamento do sinal
e tendo escolhido o factor de amplificagéo apropriado na caixa de controlo. A finalidade
da calibracdo é a de estabelecer a equivaléncia entre o sinal eléctrico lido no registador e
0 numero de umoles de O, geradas pela injeccdo de 1 ml de ar, que é efectuada por uma
seringa adaptavel numa das entradas.

Nas condi¢cdes padrdo de temperatura e pressdo (25°C, 1 atm), 1 ml de ar
atmosférico (com 21% de O, e 0,0035% de CO,) contém cerca de 210 ul de oxigénio,
considerando que 1 mole de gas ocupa 22,414 litros, verifica-se que este volume de

oxigénio contém 9,37 ul de oxigénio.

51



I1. Material e métodos de cultura

Quando se retira o mililitro de ar injectado, apds a estabilizacdo do sinal,
fecham-se as torneiras de saida e de entrada, acende-se a lampada de iluminacéo e vai-se
acompanhando a taxa de libertacdo de oxigenio durante 10 a 15 minutos, em média, para
cada uma das densidades de fluxo fotdnico fotossinteticamente activo (PPFD)
pretendido.

No caso do ensaio, as taxas foram determinadas para as folhas persistentes (fP),
folha dois (f2), folha trés (f3) a temperatura constante de 25°C e a concentracdo de CO,
foi de aproximadamente 5%, fornecido pela libertagdo de CO, a partir de uma solucgéo
tampdo saturada de NaHCO:..

Para a determinacdo das curvas de resposta a luz, a CO, saturante, ap6s um
periodo inicial de escuro, a densidade de fluxo fotonico (PPFD) variou progressivamente
de 7 a 1120 umol quanta m? s, durante o qual as taxas de libertacdo de O, por unidade
de area foliar e por unidade de tempo (umol m? s™), foram calculadas pela seguinte

expresséo:

(afF, —nhi)) 1 1 273
A= (If, i) XAtXS K = 15,62 x (100 - CO,) x 734 T

[If e li sGo as leituras finais e iniciais dos valores da unidade LD2, de medida ou de calibracéo (c)
respectivamente; At é o intervalo de tempo entre li,, e If,, (min);s é a area foliar usada (cm?); CO, é a
concentracdo de CO, na camara (%) e T é a temperatura do ar na camara (<C). A constante 15,62 é o
factor de conversao de unidades em que € expressa A]

Em geral, as curvas de resposta da fotossintese aparente (A) a densidade de fluxo
fotonico fotossinteticamente activo (PPFD) podem ser descritas por fungdes
hiperbdlicas, a partir das quais se podem estimar as taxas de respiracdo as escuras (R), as
taxas de fotossintese a luz saturante (Amax) e o rendimento quéntico aparente (¢), com a
transicdo da fase de PPFD limitante para a fase saturante, ajustada pela estimativa da
convexidade da curva de resposta (€) (Prioul & Chartier, 1977,

Olsson & Leverenz, 1994). A Amax pode ser modelada pela seguinte equacéo:

_ ¢I + Amax _\/(¢I + Amax)2 _4Amax¢|9

Amax = —R(umolm~2s™
25 (1 )
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[¢: rendimento quantico da fotossintese; Amax: taxa maxima da fotossintese; &: convexidade da curva de
resposta; R: taxa de respira¢do no escuro; |: valor da PPFD]

A utilizacdo deste modelo matemaético permite fazer o melhor ajustamento da
curva de resposta a PPFD e, em simultaneo, calcular os pardmetros da equacdo através
de um sistema de regressdo nio linear.

O rendimento quantico aparente maximo da fotossintese (¢) traduz os gastos na
conversdo de energia luminosa em energia quimica na fotossintese e que foi quantificado
como sendo o ndmero de moles de O, libertados por mole de quanta de radiacdo
fotossinteticamente activa absorvida (A entre 400-700 nm), foi calculado como o valor
do declive inicial da curva de resposta da fotossintese a luz, dado pela equacédo da recta
de regressdo linear no intervalo da 0 a 140 umol quanta m?s™ de PPFD.

O ponto de compensacao para a luz (l,) para cada tipo de folha foi calculado a
partir do ajustamento da recta de regressdo linear para a determinacdo do rendimento
quantico e corresponde ao valor da interseccdo da recta com o eixo dos xx’s.

Para cada determinacao foram utilizados 7 discos foliares de & 7 mm (2,695 cm?
de area) destacados da mesma folha a partir de plantas casualizadas. No caso das folhas
persistentes, devido a sua area reduzida tornou-se necessario utilizar duas a trés folhas da
mesma planta. Para cada tipo de folha foram feitas trés determinacbes (n=3) e a

experiéncia foi repetida duas vezes.

3.2.5. Quantificacdo da proteina soltvel total

® [Parametros]

Amax=20 (taxa de fotossintese para PPFD infinita)

Q=0,09 (rendimento quantico aparente)

R=0,9 (taxa de respira¢do no escuro)

C=0,9 (convexidade da curva de resposta)

[Variaveis]

X=col (1)

Y=col ()

f=((Q*x+Amax-SQRT(Q*x+Amax)**2-4* Amax*Q*C*x)) / (2*C)) - R
Ajuste xay
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A determinacdo da proteina soluvel total foi efectuada em folhas persistentes
(fP), folha um (f1), folha dois (f2) e folha trés (f3), de plantas aclimatizadas nos dois
niveis de CO,. Retiraram-se discos foliares com & 7 mm (0,77 cm? de area), recolhidas
em plantas distintas e casualizadas, tendo sido usadas 8 amostras (n=8) para cada tipo de
folha, sendo as experiéncias repetidas duas vezes para cada tratamento.

Os discos foliares foram macerados em almofariz (arrefecido com gelo), com
1,5 ml de tampéo Tris.HCI 100 mM pH 8,5 e 10 mg de polivinilpolipirrolidina (PVPP).
O extracto foi centrifugado a 13000 rpm durante 5 minutos, aproveitando o sobrenadante
para quantificacdo, sendo a mesma efectuada pelo método de Bradford (1976). As
determinacdes foram feitas adicionando 100 pl de extracto a 1 ml de Bio-Rad® diluido
(1:4, v:v). Ap0s agitacdo esperou-se 10 minutos e procedeu-se a leitura da absorvéncia a
595 mm em espectrofotdbmetro (Jasco, Model 7800, UV/VIS). Os valores da
concentracdo de proteina soluvel total nas amostras analisadas foram calculadas por
interpolacdo numa recta padrdo, obtida a partir de leituras correspondentes a solucdes de
albumina de soro bovino de concentragdes conhecidas.

Os resultados foram expressos em mg de proteina por unidade de peso foliar
(mg g™ ps). O peso seco de cada disco foi estimado pelo valor médio de peso seco por
disco para cada um dos tipos de folhas referenciadas. Esse valor foi determinado como a

média de 20 amostras (n=20), repetido por 3 vezes.

3.3. Quantificacdo e tratamento estatistico dos dados

Todas as quantificacGes foram realizadas a partir de plantas casualizadas, sendo
os valores apresentados médias do nimero de amostras referidas anteriormente para
cada determinacéo.

Os resultados indicados para os parametros ou indices de crescimento,
morfologia e anatomia foliar, clorofilas, taxa de fotossintese aparente, transpiracdo e
condutancia estomatica e determinacdo da proteina soltvel total, foram avaliados por
analise de variancia uni- ou bi-factorial, consoante os casos, utilizando o programa

Statgraphics, Statistical Graphics System® Verséo 6.0.
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Na analise das taxas de capacidade fotossintética e curvas de resposta a luz os
resultados sdo apresentados ap0Os ajustamento das curvas por regressao ndo linear de
modelo hiperbolico e respectivos erros padrdo para cada ponto. Para estas determinacdes
utilizou-se o programa SigmaStat® Versdo 1.0 da Jandel Scientific Corp™.

Para o célculo do rendimento quéntico foi ajustada a recta de regressdo na fase
linear das taxas da fotossintese, sendo o rendimento quéntico traduzido pelo declive
dessa recta + erro-padrao, tal como para os resultados do ponto de compensacgéo para a
luz. Para estas determinacgdes utilizou-se o programa Statgraphics, Statistical Graphics
System® Verséo 6.0.

Nas andlises de variancia, para valores de F significativos foi feita separacdo de
médias pelo teste de comparacdo mdltipla de Duncan para P<0,05. Para resultados
apresentados em tabelas, valores da mesma coluna seguidos por letras diferentes sao
significativamente diferentes; para resultados apresentados em gréaficos, barras com
letras diferentes sdo significativamente diferentes.

Na elaboracdo das bases de dados foi utilizado o programa Microsoft Excel®,
Versdo 7 para Windows 95®. Para a elaboracdo grafica do trabalho foram utilizados os
programas Sigma Plot Versdo 1.01® da Jandel Scientific Corp ™, Microsoft Excel® e

Microsoft Word®, Versao 7 para Windows 95®.
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1. ANALISE DE CRESCIMENTO

Os resultados que a seguir se apresentam referem-se aos parametros de
crescimento, tendo as plantas sido avaliadas no dia zero de aclimatizacdo (no final da 42
semana de enraizamento) e quatro semanas apés o dia zero, ou seja, no final da fase de

aclimatizacéo, sob duas concentracées de CO,: 350 uL L™ e 700 pL L™

1.1. Crescimento relativo, biomassa total e razdo peso seco parte

aérea/ raiz

As plantas aclimatizadas sob a concentracéo de 700 pL L™ de CO,, apresentaram
o valor de crescimento relativo em altura maior (3,81), cerca de uma vez e meia mais
elevado do que as plantas aclimatizadas a 350 pL L™, verificando-se assim que a

concentracdo de CO, provocou alteracdes significativas neste parametro (Fig. 3.1).

Crescimento relativo

350 700
CO; (uL LY

Figura 3.1. Efeito da concentracdo de CO, durante a fase de aclimatizacdo no crescimento
relativo em altura, em plantas de castanheiro micropropagadas.

A biomassa total por planta, dada pelo somatério do peso seco da raiz, do caule e
das folhas no final da 4% semana de aclimatizagéo, ndo foi influenciada pelo factor em
estudo, tendo-se verificado que as microplantas aclimatizadas a 350 e 700 uL L™, ndo

diferiram significativamente (Fig. 3.2). Nas plantas aclimatizadas a 350 uL L%, o
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acréscimo foi de 1231,8 mg e nas plantas aclimatizadas a 700 puL L™ o acréscimo foi de
1259,9 mg.

1400+ a a
1200+
1000+
800
600
4001
200 b

Biomassa total (mg)

Dia 0 350 700
CO, (uL LY

Figura 3.2. Efeito da concentragdo de CO, durante a fase de aclimatiza¢éo na biomassa total,
em plantas de castanheiro micropropagadas.

Comparando cada um dos tratamentos de aclimatizacdo com o dia zero, foi
possivel registar os acréscimos que as microplantas obtiveram como consequéncia do
factor em estudo. Assim, para ambos os tratamentos de aclimatizacdo verificaram-se
aumentos significativos de biomassa em relacdo ao dia zero, registando-se o maior
acréscimo na concentrago de 700 pL L™ (Fig. 3.2).

A raz&o entre 0 peso seco da parte aérea e do sistema radicular permite avaliar a
relacdo de desenvolvimento entre estas duas estruturas, tendo-se verificado que a
concentracdo de CO, afecta significativamente este parametro. Assim, verificou-se para
0 regime de maior concentragdo de CO,, uma razdo mais elevada (9,4) ou seja, o
aumento do CO, favoreceu a acumulacdo de biomassa na parte aérea comparativamente
a biomassa da parte radicular. A 350 uL L™ a razdo foi mais baixa (6,6), pelo que a
acumulacdo de biomassa radicular se mostrou favorecida (Fig. 3.3).

Comparativamente ao dia zero, a razao difere significativamente em relacdo aos
restantes tratamentos, sendo de referir o relativo desequilibrio que se verifica nas
microplantas no dia zero de aclimatizagdo, com uma raz&o de 4,1 contra 9,4 e 6,6
registados a 700 e 350 puL L™ (Fig. 3.3).
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Figura 3.3. Efeito da concentracdo de CO, durante a fase de aclimatizacdo na razéo entre
parte aérea e parte radicular, em plantas de castanheiro micropropagadas.

1.2. Peso fresco, razéo peso fresco parte aérea / raiz e razdo peso fresco /

peso seco

Em relacdo ao peso fresco ndo se registaram diferencas significativas entre os
dois tratamentos, mas o valor mais elevado ocorreu na concentracio de 700 uL L™, com
5823,3 mg e o valor mais baixo de 5245,0 mg na concentragdo de 350 pL L™ (Fig. 3.4).

Comparativamente ao dia zero de aclimatizagdo, o peso fresco difere
significativamente dos dois tratamentos, apresentando um valor de 262,9 mg (Fig. 3.4).

No que respeita a razdo peso fresco aéreo / raiz, registaram-se diferencas
significativas entre os tratamentos, com 2,8 para as microplantas aclimatizadas a
350 uL L™ e 4 para as microplantas aclimatizadas a 700 pL L™. Verificou-se que as
plantas aclimatizadas a mais baixa concentracdo de CO,, apresentaram uma razdo
significativamente inferior comparativamente as plantas do dia zero, e estas néo
diferiram significativamente das microplantas aclimatizadas na concentracdo de CO,

mais elevado (Fig. 3.5).
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Figura 3.4. Efeito da concentracdo de CO, durante a fase de aclimatizacdo no peso fresco,
em plantas de castanheiro micropropagadas.
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Figura 3.5. Efeito da concentragédo de CO, durante a fase de aclimatizagéo na razdo peso
fresco aéreo / raiz.

A razdo peso fresco / peso seco ndo foi afectada significativamente pela
concentracdo de CO,, registando-se o valor mais elevado na concentracdo de 700 pL L™
com 5 e a razdo mais baixa foi de 4,5 na concentragéo de 350 uL L™ (Fig. 3.6).

Em relacdo a razéo do dia zero, esta ndo difere significativamente em relacao aos
tratamentos, apresentando um valor ligeiramente superior a razdo das microplantas
aclimatizadas a 350 uL L™ e ligeiramente inferior & das plantas aclimatizadas a

700 puL L™ (Fig. 3.6).
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Figura 3.6. Efeito da concentracdo de CO, durante a fase de aclimatizacdo na razéo
peso fresco / peso seco, em plantas de castanheiro micropropagadas.

1.3. Biomassa foliar, radicular e razdo de peso foliar

A acumulagdo de biomassa foliar teve um comportamento semelhante ao da
acumulacao de biomassa total, ndo tendo ocorrido diferencas significativas entre as duas
concentracdes de CO, utilizadas, embora as microplantas do regime de 700 pL L*
apresentassem um valor ligeiramente superior comparativamente ao das microplantas
aclimatizadas a 350 pL L™ Em relagdo ao dia zero, o ganho de biomassa foliar dos
tratamentos foi significativamente diferente, permitindo um ganho de 852,2 mg na
concentracdo de 350 pL L™ e de 858,8 mg na concentracdo de 700 uL L™ (Fig. 3.7).

O parametro biomassa radicular mostrou um comportamento inverso ao descrito
para a biomassa foliar; as plantas aclimatizadas a 700 pL L™ apresentaram um valor de
biomassa radicular inferior (139,4 mg) comparativamente ao das microplantas
aclimatizadas na concentragdo de 350 uL L™ (163,4mg), embora estes valores ndo sejam
significativamente diferentes. Em ambos os tratamentos, os acréscimos de biomassa
radicular s&o significativamente diferentes do valor apresentado no dia zero de

aclimatizacdo (apenas 12,5 mg) (Fig. 3.8).
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Figura 3.7. Efeito da concentracdo de CO, durante a fase de aclimatizacdo na biomassa
foliar, em plantas de castanheiro micropropagadas.
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Figura 3.8. Efeito da concentracdo de CO, durante a fase de aclimatizacdo na biomassa
radicular, em plantas de castanheiro micropropagadas.

A razéo de peso foliar (LWR) permite avaliar o investimento que a planta faz em
biomassa foliar, proporcionalmente a biomassa das estruturas caulinares e radiculares.
Em ambas as concentracdes de CO, utilizadas durante a aclimatizacdo, ndo se registaram
diferencas significativas por influéncia do factor em estudo (Fig. 3.9).

No entanto, comparativamente ao inicio da aclimatizacéo, dia zero, estes valores
apresentaram-se significativamente diferentes para ambas as modalidades, e o

investimento em biomassa foliar foi sempre superior a 68% (Fig. 3.9).
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Figura 3.9. Efeito da concentracédo de CO, durante a fase de aclimatizacio na razio de peso
foliar, em plantas de castanheiro micropropagadas.

1.4. Area foliar e area foliar especifica

A area foliar € um importante indicador para avaliar a capacidade fotossintética
da planta e as suas capacidades de crescimento e desenvolvimento. Verificou-se que as
concentracbes de CO, utilizadas durante a aclimatizacdo ndo afectaram
significativamente a area foliar, embora no regime de 700 uL L™ se registasse um valor
superior de area foliar (254,0 cm?) comparativamente ao regime de 350 uL L*
(215,3 cm?) (Fig. 3.10).

Comparando estes valores de area foliar no final do periodo de aclimatizacéo
com a éarea foliar que as microplantas possuiam no dia zero de aclimatizacéo,
verificaram-se acréscimos significativos para ambos o0s grupos de microplantas
(Fig. 3.10).

A éarea foliar especifica (SLA) permite avaliar a relacdo entre o aumento de
superficie foliar com o respectivo ganho em peso. A area foliar especifica das plantas
aclimatizadas a 350 pL L™ é significativamente diferente (271,5 cm? g™) das plantas
aclimatizadas a 700 uL L™ (324,2 cm® g*) (Fig. 3.11), podendo-se afirmar que o
significativo aumento de area foliar das microplantas aclimatizadas a mais baixa
concentragdo de CO,, ndo foi acompanhado de respectivo aumento de peso, pelo que

sera de admitir uma expansao foliar associada a um acréscimo de espacos intercelulares.
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Figura 3.10. Efeito da concentragdo de CO, durante a fase de aclimatizacdo na &rea foliar,
em plantas de castanheiro micropropagadas.

Comparando os valores de SLA com o dia zero de aclimatizacdo, verifica-se que
as microplantas aclimatizadas na mais alta concentracdo de CO, ndo diferem
significativamente do dia zero (310,3 cm® g™) (Fig. 3.11), o que traduz um relativo

equilibrio na funcionalidade das estruturas foliares das microplantas.
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Figura 3.11. Efeito da concentracdo de CO, durante a fase de aclimatizacdo na area foliar
especifica (SLA), em plantas de castanheiro micropropagadas.
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1.5. Taxa de crescimento relativo, taxa liquida de assimilagdo e razdo de

area foliar

Os resultados das determinacGes da taxa de crescimento relativo (RGR), taxa
liquida de assimilacdo (NAR) e razdo de area foliar (LAR), sendo valores calculados a
partir das médias, ndo foram sujeitos a analise estatistica. Em relacdo a taxa de
crescimento relativo (RGR), verificou-se um ligeiro acréscimo nas microplantas
aclimatizadas a maior concentracdo de CO, (0,732 g g* dia’) em relacdo as
aclimatizadas a 350 puL L™ (0,702 g g™* dia™) (Tab. 3.1).

Também no caso da taxa liquida de assimilacdo (NAR), a evolugdo ndo foi
notoria, registando-se valores muito semelhantes para ambas as concentraces de COy;
60,1 g m? dia® e 61,5 g m? dia™, para as concentragdes de 350 uL L™ e 700 pL L™,
respectivamente (Tab. 3.1).

Quanto a razdo de area foliar (LAR) registaram-se diferencas entre 0s
tratamentos, parecendo ter sido influenciada positivamente pela concentragdo mais
intensa de CO, a que as microplantas estiveram sujeitas durante a aclimatizacéo. Para a
concentracdo de 350 uL L™, a LAR foi de 0,0188 m? g™ e para a de 700 pL L™ foi de
0,0223 m* g™ (Tab. 3.1).

Tabela 3.1. Influéncia da concentracdo de CO, durante a fase de aclimatizacéo, na taxa de
crescimento relativo (RGR), na taxa liquida de assimilacdo (NAR) e na razdo de &rea foliar
(LAR), em plantas de castanheiro micropropagadas.

CO, RGR NAR LAR
(uL L) (9 g dia”) (g m™dia™) (m*g™)
350 0,702 60,1 0,0188
700 0,732 61,5 0,0223
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1.6. Morfologia radicular: comprimento total, area total de absorcéo,

volume e diametro médio

As plantas aclimatizadas nas duas concentracdes de CO, apresentaram diferengas
significativas no comprimento total da raiz, verificando-se que as raizes que
apresentaram maior comprimento total foram aclimatizadas a 350 pL L™ (284,5 cm)
comparativamente as raizes das microplantas aclimatizadas a 700 uL L™ (223,7 cm)
(Tab. 3.2). Comportamento semelhante ocorreu no parametro area total de absorcéo,
verificando-se que a maior area total de absor¢do ocorreu na concentracdo mais baixa de
CO, (76,0 cm?) diferindo significativamente da 4rea radicular obtida na concentragéo de
700 pL L™ (62,0 cm?) (Tab. 3.2).

Relativamente ao volume das raizes ndo se registaram diferencas significativas

(Tab. 3.2), pelo que o factor em estudo ndo parece ter influenciado este parametro.

Tabela 3.2. Influéncia da concentracdo de CO, durante a fase de aclimatizacdo, no

comprimento (cm), na &rea (cm?), no volume e no diametro radicular (mm), em plantas de
castanheiro micropropagadas..

CoO, Comprimento total Area Volume Diametro médio
(uL L) (cm) (cm?) (cm’) (mm)
350 2845a 76,0 a 16a 0,82b
700 223,7 b 62,0b 14a 0,86 a

O diametro médio da raiz foi influenciado pela concentracdo de CO, utilizada,
tendo-se registado diferencas significativas entre os dois tratamentos, verificando-se que
o maior diametro médio da raiz ocorreu na concentracdo de 700 uL L™ (0,86 mm)
comparativamente ao diametro da raiz nas plantas aclimatizadas a 350 pL L™ (0,82 mm)
(Tab. 3.2).
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2. HISTOLOGIA E ANATOMIA FOLIAR

2.1. Analise qualitativa

2.1.1. Observac6es histologicas

As seccdes transversais dos diferentes tipos de folha analisados nas duas
condicbes de aclimatizacdo apresentaram uma maior ou menor diferenciacdo
dorsiventral do meséfilo em parénquima em palicada e lacunoso. N&o se registaram
diferencas susceptiveis de permitirem uma clara diferenciacdo, em termos qualitativos,
entre 0 mesmo tipo de folha das microplantas sujeitas aos diferentes niveis de CO..

As folhas persistentes apresentaram uma reduzida espessura e uma diferenciacéo
muito pouco nitida entre parénquima em palicada e parénquima lacunoso (Fig. 3.13A e
3.15A). O parénquima em palicada, esta organizado numa s6 camada de células com
forma ovoide, pouco alongadas. O parénquima lacunoso apresentou poucos espacos
intercelulares e reduzido desenvolvimento vascular, que se pode observar através da
organizacdo da nervura principal onde ndo se registou desenvolvimento de novos
elementos vasculares, bem como de tecidos de suporte (Fig. 3.12).

Analisando as folhas desenvolvidas durante a fase de aclimatizacdo, folha um,
folha dois e folha trés, verifica-se uma adaptacdo gradual das estruturas histoldgicas ao
longo do decorrer do processo, de acordo com as novas condi¢des, em especial das
progressivas reducdes de humidade em que se foram desenvolvendo. O parénquima em
palicada mostrou uma gradual modificacdo estrutural que se traduziu pela aproximacao
da forma das células a uma forma mais rectangular, mas ndo foram significativas as
mudancas ao nivel da diminuicdo dos espagos intercelulares, em ambos os tratamentos
(Fig. 3.13 e 3.15). O parénquima lacunoso composto por células esféricas também
apresentou muitos espacos intercelulares que foram diminuindo ao longo da
diferenciacéo das folhas, ndo se registando diferencas entre os tratamentos. A espessura
total das folhas aumentou gradualmente. Também foi progressiva a diferenciagdo e
desenvolvimento do sistema vascular ao nivel da nervura principal (Fig. 3.12 e 3.14).

Observou-se ainda uma gradual formacdo de tecidos de suporte, em especial
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colénquima, que se mostrou bem desenvolvido na folha trés das plantas aclimatizadas a
700 pL L™. Na folha trés de ambos os tratamentos, a diferenciagdo de tecidos vasculares,
xilema e floema, apresentou-se bem nitida e desenvolvida, ao nivel da nervura principal
(Fig. 3.12D e 3.14D).

2.1.2. Estomas

A morfologia dos estomas foi mais um pardmetro que permitiu acompanhar o
gradual processo das plantas micropropagadas as condicdes de CO, a 350 uL L™ e
700 pL L™ e também as condices de humidade, durante a fase de aclimatizagéo.

Durante a aclimatizacdo, a analise da morfologia estomatica no decorrer do
processo de formacdo de novas folhas, mostrou uma gradual diferenciacdo e
normalizacéo.

Nas microplantas aclimatizadas quer a 350 pL L™ quer a 700 pL L™,
observaram-se morfologias estomaticas muito semelhantes, sendo bastante evidente a
diferenciacdo entre células guarda e células companheiras e a forma elipsoidal que 0s
estomas comecgaram a apresentar, a partir da folha dois. No entanto, a acentuada abertura
estomatica presente nas folhas persistentes (Fig. 3.16A) foi gradualmente diminuindo

nas novas folhas formadas (Fig. 3.16B,C e D).
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Fig. 3.12. Cortes transversais ao nivel da nervura principal dos diferentes tipos de folhas
analisadas em plantas de castanheiro micropropagadas e aclimatizadas a 350 uxL L™. (A)
Folha persistente (fP). (B) Folha um (f1). (C) Folha dois (f2). (D) Folha trés (f3).
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Fig. 3.13. Cortes transversais ao nivel do mesdfilo dos diferentes tipos de folhas analisadas em
plantas de castanheiro micropropagadas e aclimatizadas a 350 L L™. (A) Folha persistente
(fP). (B) Folha um (f1). (C) Folha dois (f2). (D) Folha trés (f3).
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Fig. 3.14. Cortes transversais ao nivel da nervura principal dos diferentes tipos de folhas
analisadas em plantas de castanheiro micropropagadas e aclimatizadas a 700 4L L™. (A)
Folha persistente (fP). (B) Folha um (f1). (C) Folha dois (f2). (D) Folha trés (f3).
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Fig. 3.15. Cortes transversais ao nivel do mesdfilo dos diferentes tipos de folhas analisadas em
plantas de castanheiro micropropagadas e aclimatizadas a 700 xL L™. (A) Folha persistente
(fP). (B) Folha um (f1). (C) Folha dois (f2). (D) Folha trés (f3).
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Fig. 3.16. Imagens ao MO da morfologia estomética em diferentes tipos de folhas de plantas de
castanheiro micropropagadas e aclimatizadas a 700 xL L™ (A) Folha persistente (fP).
(B) Folha um (f1). (C) Folha dois (f2). (D) Folha trés (f3).
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2.2. Indicadores quantitativos

2.2.1. Espessura da folha, espessura da nervura principal e cilindro

vascular e nimero de células

A espessura da folha ndo foi influenciada significativamente pela concentragédo
de CO, utilizada durante a aclimatizacdo, independentemente do tipo de folha (Tab. 3.3).

Tabela 3.3. Influéncia da concentracdo do CO, na espessura da folha, no didmetro da
nervura principal e didametro do cilindro vascular, no final da fase de aclimatizacio
em plantas de castanheiro micropropagadas.

CcoO, Espessura Nervura Cilindro vascular
(uL LY (um) (um) (um)

350 116,2 a 7129 a 269,7 a

700 1154 a 660,9 a 261,3 a

O desenvolvimento e consequente espessura da nervura principal, ndo mostrou
ser afectada significativamente pelo parametro em estudo, ndo apresentando diferencas
significativas entre os valores das plantas aclimatizadas a 350 uL L™ e as plantas
aclimatizadas a 700 pL L. Também o didmetro do cilindro vascular apresentou
comportamento semelhante, ndo havendo diferencas significativas entre as
concentracdes de CO, utilizadas (Tab. 3.3).

A anélise dos resultados da influéncia da concentracao de CO, sobre cada um dos
tipos de folhas para cada um dos tratamentos de aclimatizagdo, na espessura da folha,
estdo apresentados na Figura 3.17. Verifica-se que a concentracdo de CO, nédo
influenciou significativamente este parametro, ndo havendo diferencas significativas
entre 0 mesmo tipo de folha analisada para cada tratamento. As folhas persistentes, em
ambos os tratamentos, apresentaram o valor médio de espessura mais baixo, com 75,0
um para as folhas aclimatizadas na concentragédo mais baixa de CO; e 82,1 um para as
folhas aclimatizadas na concentragdo mais elevada de CO,, salientando-se ainda que

estes valores diferem significativamente das restantes folhas (Fig. 3.17).
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Figura 3.17. Efeito da concentracdo de CO, durante a fase de aclimatizacédo de plantas de
castanheiro micropropagadas, na espessura da folha para cada um dos tipos de folhas

analisadas em cada um dos tratamentos.

Em relacdo ao didmetro da nervura principal, este vai gradualmente aumentando

nas folhas que se véo diferenciando ao longo da fase de aclimatizacdo, havendo

diferencas significativas entre todos os tipos de folha, embora ndo se tenham verificado

diferencas significativas entre os tratamentos (Fig. 3.18).
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Figura 3.18. Efeito da concentragdo de CO, durante a fase de aclimatiza¢io de plantas de
castanheiro micropropagadas, no didmetro da nervura principal para cada um dos tipos de

folhas analisadas em cada tratamento.
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As folhas desenvolvidas no tratamento de 350 pL L™, registaram sempre maior
didmetro da nervura principal no caso da folha um, folha dois e folha trés em relacéo ao
tratamento de 700 puL L™, o que mostra uma influéncia positiva pelo regime de menor
concentracdo de CO; (Fig. 3.18).

No caso do didametro do cilindro vascular € visivel o acréscimo gradual do
didmetro ao longo da diferenciacdo das folhas, registando-se os valores médios de
didmetro mais elevados na folha trés, em ambos os tratamentos, com 382,5 um para as
folhas das plantas aclimatizadas a 350 puL L™ e 333,9 um para as folhas das plantas
aclimatizadas a 700 uL L™ (Fig. 3.19).

0350
700

4004

3004

2004

(um)

1004

Diametro do cilindro vascular

fP f1 f2 f3
Tipo de folha

Figura 3.19. Efeito da concentracdo de CO, durante a fase de aclimatizacdo de plantas de
castanheiro micropropagadas, no didmetro do cilindro vascular, para cada um dos tipos de
folhas analisadas em cada tratamento.

Na Tabela 3.4 estdo indicados os resultados obtidos da quantificacdo do numero
de células por unidade de comprimento, nos cortes transversais dos diferentes tipos de
folhas analisadas. Verificou-se que a concentragdo de CO, provocou diferengas
significativas neste parametro, tendo as folhas das plantas aclimatizadas a 350 uL L™ um
valor médio de 29,8 células por 100 um e as folhas das plantas aclimatizadas a
700 pL L™ uma média de 32,9 células por um (Tab. 3.4). Fazendo a analise por tecido,
verifica-se que estas diferencas se devem ao numero de células do parénquima lacunoso

que é significativamente diferente entre os dois tratamentos, ndo se registando diferencas
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significativas entre a epiderme superior, paréngquima em palicada e epiderme inferior
(Tab. 3.4).

Tabela 3.4. Influéncia da concentracdo de CO, durante a aclimatizacdo de plantas de
castanheiro micropropagadas, no nimero de células em 100 zm de comprimento de corte
transversal da folha.

CO, Ep. superior P. palicada P.lacunoso  Ep. inferior  Total
(uL L)

350 4,7a 8,1la 10,8 b 6,2a 29,8Db
700 4,7a 8,2a 13,7a 6,3a 329a

Fazendo a analise com base no tipo de folha analisada verifica-se que o nimero
de células é significativamente afectado entre as folhas persistentes e 0s restantes tipos
de folhas, observando-se um decréscimo no namero de células por area a medida que as
novas folhas se vao diferenciando, embora ndo haja diferencas significativas entre as
folhas um, dois e trés. Verifica-se uma situacdo semelhante, fazendo a andlise por tecido,
em que as diferencas significativas situam-se ao nivel da epiderme superior, parénquima
em palicada, parénquima lacunoso e epiderme inferior da folha persistente para as
restantes folhas; em relacdo aos tecidos das folhas um, dois e trés ndo se registam

diferencas significativas no numero de células dos tecidos (Tab. 3.5).

Tabela 3.5. Ndmero de células em 100 um de comprimento de corte transversal nos
diferentes tipos de folhas e seus tecidos, no final da aclimatizacéo de plantas de castanheiro
micropropagadas.

Folha Ep. superior P. palicada P. lacunoso Ep. Inferior Total
FP 72a 11,3a 194 a 85a 46,9 a
f1 4,1b 6,9b 10,1 b 53b 26,4 b
f2 38b 71b 10,1 b 56b 26,5b
f3 38b 73b 9,3b 57b 26,1b

Analisando a influéncia da concentracdo do CO, sobre o nimero de células total
nos diferentes tipos de folha, para ambos os tratamentos, verifica-se que as folhas
persistentes registaram um significativo acréscimo deste parametro que foi superior no

caso das plantas aclimatizadas a 350 pL L™. Nas folhas um, dois e trés néo se registaram
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diferencas significativas entre os tratamentos, mas as plantas aclimatizadas a 350 puL L™

apresentaram sempre um maior numero de células (Fig. 3.20).

0350
0700

N° de células

Tipo de folha

Figura 3.20. Efeito da concentragdo de CO, no nimero de células existentes em 100 xm de
comprimento em corte transversal, para cada um dos tipos de folhas analisadas em cada

tratamento de aclimatizacgéo.

2.2.2. Estrutura interna e frequéncia estomatica

A andlise da estrutura interna da folha foi feita avaliando para cada tecido,
epiderme superior, parénquima em palicada, parénquima lacunoso e epiderme inferior, a
sua respectiva espessura. Os resultados séo apresentados em percentagem de cada um

deles na espessura total da folha e registam-se na Tabela 3.6.

Tabela 3.6. Influéncia da concentracéo de CO,, no desenvolvimento de cada um dos tecidos
constituintes da folha, no final da fase de aclimatizacdo de plantas de castanheiro
micropropagadas. Os valores apresentados referem-se a % de cada um em relacdo a
espessura total da folha.

CO, Ep. superior P. palicada P. lacunoso Ep. inferior
(uL L) (%) (%) (%) (%)

350 14,3 b 41,0a 346b 10,1 a

700 16,5a 35,7b 372a 10,6 a
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Analisando a Tabela 3.6 verificamos que apenas a epiderme inferior ndo mostra
ser afectada pelo factor em estudo. No caso da epiderme superior e do parénquima
lacunoso, além de se verificarem diferencas significativas entre as plantas aclimatizadas
a 350 uL L™ e a 700 uL L, verifica-se também que a maior percentagem destes tecidos
se localiza nas plantas aclimatizadas a maior concentragdo de CO,. No caso do
parénquima em palicada inverte-se a situacdo, apresentando a concentracdo mais baixa
de CO, a maior percentagem deste tecido.

Os resultados obtidos em cada um dos tratamentos de aclimatizagéo,
independentemente, e sob o efeito das duas concentracdes de CO,, estdo representados
na Figura 3.21.

Analisando o grafico da Figura 3.21, facilmente nos apercebemos do progressivo
acréscimo da % do parénquima em palicada, e do consequente decréscimo da
parénquima lacunoso a medida que as novas folhas se véao diferenciando. A epiderme
superior apresenta diferencas mais significativas entre os dois tratamentos na folha dois
e trés, e a epiderme inferior praticamente ndo apresenta diferencas significativas.

A frequéncia estomatica, expressa pelo nimero de estomas por mm?
determinada nas plantas aclimatizadas a 350 uL L™ e 700 pL L™, foi influenciada pelo
regime de CO;, a que foram sujeitas durante a aclimatizagéo (Tab. 3.7).

Analisando os resultados em funcdo do tipo de folha, também se registam
diferencas significativas, verificando-se uma progressiva reducdo da densidade
estomatica com o decorrer da aclimatizacdo e de acordo com o desenvolver de novas
folhas, com diferencas significativas logo para a folha um, comparativamente as folhas
persistentes (Tab. 3.8).

Analisando a frequéncia estomatica nos diferentes tipos de folhas para cada um
dos tratamentos, verifica-se que na concentracdo de 700 uL L™ ocorrem as mais altas
frequéncias estométicas em relacdo & concentracdo de 350 pL L™ . Estas diferencas
significativas s@o notorias na folha persistente, folha um e folha dois, mas na folha trés

ja ndo se registam diferencas (Fig. 3.22).
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Figura 3.21. Espessura dos diferentes tecidos da folha, epiderme superior (ep. sup.),
parénquima em palicada (p. pal.), parénquima lacunoso (p. lac.) e epiderme inferior (ep.
inf.), indicada em % da espessura total da folha, para cada um dos tipos de folha analisada.
Plantas aclimatizadas a 350 x4l L™ (A) e 700 4L L™ (B). Comparacdo multipla de médias

feita entre cada tecido.

Tabela 3.7. Influéncia da concentracdo
de CO, na frequéncia estomatica, em
cada tratamento de aclimatizacao.

CO, Frequéncia estomatica
(uL L)

350 291,1b

700 3456 a

Tabela 3.8. Influéncia da
concentracdo de CO, na frequéncia
estomatica, nos diferentes tipos de
folhas analisadas em cada tratamento.

Folha  Frequéncia estomatica
fP 463,6 a
fl 328,3b
2 260,5¢
3 229,2d
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Figura 3.22. Efeito da concentracio de CO,, na frequéncia estomatica (mm?), para cada um
dos tipos de folhas analisadas em cada tratamento de aclimatizacao.
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Figura 3.22. Efeito da concentragdo de CO,, na frequéncia estomatica (mm?), para cada um
dos tipos de folhas analisadas em cada tratamento de aclimatizacao.

3. CLOROFILAS

As concentracdes em pigmentos clorofilinos, clorofila a (Cly), clorofila b (Cly) e
clorofila total (Clita) foram determinados de acordo com o descrito no ponto 3.2.3. do
capitulo I1.

Os resultados dessas determinagdes séo apresentados na Tabela 3.9, onde se
avalia a influéncia da concentracdo de CO, na concentracdo de Cl,, Cly e Cliga €m
mg g ps, e na razdo Cl,/Cl,. Na Tabela 3.10 ¢ avaliada a concentracdo de Cl,, Cly e
Clio em mg g Na Figura 3.23A pode verificar-se, para cada um dos tratamentos de
aclimatizacdo, a influéncia da concentragdo de CO, em cada um dos tipos de folhas

analisadas.

Tabela 3.9. Influéncia da concentragdo de CO, (uL L™) na concentracdo de Cl,, Cl, e
Clioras € razéo Cl,/Cly, no final da fase da aclimatizacao.

CO, Cl, Cl, Cliot Razao Cl,/Cl,
(uL L) (mg g™'ps) (mg g”'ps) (mg g™'ps)

350 6,85a 413a 10,97 a 1,73b

700 5,18 b 1,56 b 6,74 b 384a
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Tabela 3.10. Influéncia da concentragdo de CO, (uL L'l) na concentracdo de Cl,, Cly e
Cliotar, N0 final da fase da aclimatizacéo.

CO, Cl, Cly Cliotal

(L L) (mg m?) (mgm?) (mg m”)
350 223,78 a 134,60 a 358,28 a
700 168,78 b 50,30 b 219,03 b

Para todos os pardmetros em andlise (Cl; Cly, Clio € razdo Cly/Clp)
verificaram-se efeitos significativos da concentracdo de CO, utilizada na aclimatizacéo.
As plantas aclimatizadas a 350 puL L™ foram as que apresentaram concentracdes mais
elevadas de Cl; Cly e Cli (Tab.3.10) mas razdo Cl,/Cly, significativamente inferior
relativamente as plantas aclimatizadas a 700 puL L™ (Tab. 3.9).

A anélise da influéncia da concentracdo de CO,, para cada um dos tipos de folhas
analisadas (Figura 3.23A e B), permite avaliar mais em detalhe a variacdo das
concentragdes de clorofilas. O valor médio mais elevado registou-se na folha dois, com
246,6 mg m™ para as plantas aclimatizadas a 350 uL L™ e 206,2 mg m™ para as plantas
aclimatizadas a 700 pL L™ (Fig. 3.23A). Em ambos os tratamentos de aclimatizacio
verifica-se um acréscimo da concentracdo de Cl, ao longo da diferenciacdo de novas
folhas, registando-se um decréscimo na folha trés (Fig. 3.23A e B).

Para a clorofila a, expressa em mg g™ ps, verificam-se diferencas significativas
na concentracdo desta clorofila, em funcdo do tratamento e do tipo de folha analisada
(Fig. 3.23B). O valor médio mais elevado foi registado nas folhas um e dois, com 7,45
mg g ps (nas plantas aclimatizadas a 350 uL L™) e 7,47 mg g* ps (nas plantas
aclimatizadas a 350 pL L™), respectivamente. H4 ainda a registar o gradual acréscimo
desta clorofila das folhas persistentes até a folha dois e o ligeiro decréscimo na folha
trés, em ambos os tratamentos (Fig. 3.23A e B).

Para a clorofila b (Cl,), expressa em mg m?, verifica-se que a concentracéo de
CO, utilizada influenciou significativamente este parametro (Fig. 3.24A e B). Os valores

das concentragdes da Cl, (em mg m?) das plantas aclimatizadas a 350 uL L™ sdo
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significativamente superiores aos das plantas aclimatizadas na concentracdo de

700 pL L™, em qualquer das folhas analisadas (Fig. 3.24A).
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Figura 3.23. Efeito do nivel de CO, (L L) nas concentragdes de clorofila a (Cl,), para cada
um dos tipos de folha analisada em cada tratamento de aclimatizagdo, expressas por area (A)

e por peso seco (B).
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Figura 3.24. Efeito do nivel de CO, (xL L™) nas concentracdes de clorofila a (Cl,), para cada
um dos tipos de folha analisada em cada tratamento de aclimatizacéo, expressas por area (A)

e por peso seco (B).

Verifica-se também um acréscimo da concentragdo da Cl, ao longo da

diferenciacéo das folhas em ambos os tratamentos, a excepcao da folha trés aclimatizada
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a 350 puL L™ que apresenta um valor ligeiramente inferior ao das folhas diferenciadas
anteriormente (Fig. 3.24A e B).

Para a Cl,, expressa em mg g ps a situacdo foi idéntica a ocorrida para a Cly,
expressa em mg m’ (Fig. 3.24B).

A concentragdo de clorofila total reflecte, consequentemente, o padrdo de
variagdo conjunto das concentracbes de Cl; e Cl, em funcdo do tratamento de
aclimatizacdo, e do tipo de folha analisada. Em relacdo a clorofila total expressa em
mg m?, verifica-se que o valor médio mais elevado nas plantas aclimatizadas a
350 uL L™ foi de 390,2 mg m™e registado na folha trés, diferindo de forma significativa
das restantes folhas; nas plantas aclimatizadas a 700 puL L™, o valor médio mais elevado
registou-se na folha trés, embora ndo diferindo da folha dois mas diferindo

significativamente das restantes (Fig. 3.25).
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Figura 3.25. Efeito do nivel de CO, (uL L™) nas concentracgéo de clorofila (Cly), para cada
um dos tipos de folha analisada em cada tratamento de aclimatizacdo expressas por area (A)
e por peso seco (B).

Verifica-se também que a clorofila total, expressa em mg m?, vai aumentando
significativamente ao longo da diferenciacao das folhas, da persistente para a folha dois,
no caso das plantas aclimatizadas a 350 uL L™ e decrescendo significativamente na
folha trés (Fig. 3.25A). Nas plantas aclimatizadas a 700 puL L™ o acréscimo ao longo da

diferenciacdo das folhas também é visivel, embora na folha persistente e folha um o
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acréscimo ndo seja significativamente diferente, bem como na folha dois e trés
(Fig. 3.25A).

No caso da clorofila total, expressa em mg g* ps, verificou-se nas plantas
aclimatizadas a 350 pL L™ que os valores registados na folha um, dois e trés ndo diferem
significativamente, embora sejam significativamente diferentes da folha persistente
(Fig. 3.25B). No caso das plantas aclimatizadas a 700 pL L™, verificam-se significativos
acréscimos ao longo da diferenciacdo das folhas (Fig. 3.25B). Em relacdo aos dois
tratamentos ha a salientar o facto das plantas aclimatizadas na concentracdo de CO, a
700 pL L™ registarem os valores mais baixos de clorofila total (Fig.3.25A e B).

Na razdo Cl,/Cly registaram-se valores mais elevados nas folhas sujeitas a maior
concentragdo de CO, durante a aclimatizacdo (Fig. 3.26). Nas plantas aclimatizadas a
350 puL L™ os valores da razdo Cl./Cl, ndo mostraram qualquer diferenca significativa
em funcdo do tipo de folha analisada, tendo os valores oscilado entre 1,6 para a folha
trés e 1,8 para a folha persistente e folha um. Nas plantas aclimatizadas a 700 pL L™
também ndo ocorreram diferencas significativas entre as folhas persistente, um e dois,

embora o valor da folha trés seja significativamente diferente das restantes (Fig. 3.26).
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Figura 3.26. Efeito do nivel de CO, (xL L™) na razéo Cl,/Cl,, para cada um dos tipos de folha
analisada em cada um dos tratamentos de aclimatizagéo.
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4. FOTOSSINTESE

4.1. Taxa de fotossintese aparente, transpiracéo e condutancia estomatica

Os valores da taxa de fotossintese aparente (A), de transpiracéo (E) e condutancia
estomatica (G), foram determinados na folha um (f1), folha dois (f2) e folha trés(f3),
ap6s os tratamentos de aclimatizagdo, com concentracdo de CO; a 350 uL L™ e a
700 pL L™

Na Tabela 3.11 estdo indicados os resultados obtidos na taxa de fotossintese
aparente, transpiracdo e condutancia estomatica, para as microplantas de cada um dos
tratamentos no final da fase de aclimatizacéo.

Para a taxa de fotossintese aparente ndo se registaram diferengas significativas
entre os tratamentos, pelo que a concentracdo de CO, ndo influenciou este parametro
(Tab. 3.11).

Tabela 3.11. Influéncia da concentracdo de CO, (xL L™) na taxa de fotossintese aparente (A),
taxa de transpiracdo (E) e condutancia estomatica (G), quantificados na folha um (f1), folha
dois (f2) e folha trés(f3) dos respectivos tratamentos, no final da fase de aclimatizacéo.

CO;, A E G
(uL L-1) (umol CO, m2s™) (mmol m*s™) (mmol m?s™)
350 493a 0,13b 1,72b
700 4,722 03la 2,52 a

Para a taxa de fotossintese aparente ndo se registaram diferengas significativas
entre os tratamentos, pelo que a concentragdo de CO; néo influenciou este parametro.

No caso da taxa de transpiracdo e da condutancia estomatica verificaram-se
diferencas significativas entre os dois tratamentos de aclimatizacdo. Os valores mais
elevados destes dois pardmetros foram registados na concentracéo de 700 pL L™, com
0,31 mmol m? s de taxa de transpiracdo e 2,52 de condutancia estomatica, diferindo
significativamente dos valores apresentados pela concentracdo de 350 upL L™

0,13 e 1,72 mmol m?s™, respectivamente (Tab. 3.11).
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Na Figura 3.27 apresentam-se 0s valores da taxa de fotossintese aparente,
transpiracdo e condutancia estomatica, para as microplantas de cada um dos tratamentos
no final da fase de aclimatizagéo, avaliando o comportamento de cada tipo de folha.

Pela andlise da Fig. 3.27A, pode-se verificar que as mais baixas taxas de
fotossintese aparente ocorreram na folha um, independentemente do regime de CO; a
que estiveram sujeitas durante a aclimatizacdo, com 3,9 pumol? s para as plantas do
regime de CO, a 350 uL L™ e 4,1 pmol™s™ para as do regime de 700 pL L. Também
se pode constatar o acréscimo na taxa de fotossintese aparente na sequéncia da
diferenciacdo foliar, da folha um para a folha dois, quer nas plantas aclimatizadas a
350 pL L™, quer nas plantas aclimatizadas a 700 uL L™. Entre as folhas dois e trés, em
ambos os tratamentos, embora haja acréscimos na taxa de fotossintese aparente, estes
valores néo séo significativos (Fig. 3.27A).

Na taxa de transpiracdo os valores mais elevados ocorreram na concentragdo
mais elevada de CO,, diferindo significativamente dos valores do tratamento de
350 pL L™ Nas plantas aclimatizadas a 350 uL L™ ndo se registaram diferencas
significativas entre os valores da taxa de transpiracdo para cada tipo de folha
(Fig. 3.27B).

A condutancia estomatica foi significativamente diferente entre os dois
tratamentos em todos os tipos de folhas, mostrando haver influéncia da concentracdo de
CO; neste parametro. Em todos os tipos de folhas, os valores mais elevados

registaram-se na concentracdo de 700 uL L™ (Fig. 3.27C).
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Figura 3.27. Efeito da concentracdo de CO, na taxa de fotossintese aparente (A), taxa de
transpiracao (B) e condutéancia estomatica (C), quantificados na folha um (f1), folha dois (f2)
e folha trés (f3) dos respectivos tratamentos, no final da fase de aclimatizacéo., para cada um
dos tipos de folhas analisadas.

4.2. Curvas de resposta a luz e capacidade fotossintética

As curvas de resposta a luz foram calculadas nas folhas persistentes (fP), na folha
dois (f2) e folha trés (f3), das plantas aclimatizadas nas duas concentragdes de CO,, 350

e 700 pL L™
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As curvas de resposta da taxa de fotossintese em funcdo da densidade de fluxo
fotonico (PPFD), medida a CO, saturante, apresentadas nas Figuras 3.28 e 3.29,
mostram uma adaptacdo gradual do aparelho fotossintético das plantas micropropagadas
as condi¢des in vivo, a medida que se vai assistindo ao desenvolvimento de novas folhas

durante o processo de aclimatizacgéo.

Tx O, (umol m?s™)

0 ! T T T T T 1
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Figura 3.28. Curvas de resposta a irradiancia da taxa de libertagdo de O,, medidaa 25 T e
CO, saturante, em discos foliares dos diferentes tipos de folhas analisadas (fP, f2 e f3), de
plantas de castanheiro com enraizamento in vitro e aclimatizadas a 350 xL L™, apés 4
semanas de aclimatizacéo. Os valores representam médias #erro padrdo de trés repetigdes.

Verifica-se nas folhas persistentes uma reduzida capacidade fotossintética em
qualquer dos tratamentos, ndo sé em termos de rapida saturacdo, que € atingida a baixos
niveis de PPFD a que se submeteram, entre 100 e 200 pumol quanta m? s* para as
plantas aclimatizadas a 350 pL L™ e de 200 a 400 umol quanta m? s™ para as plantas
aclimatizadas a 700 pL L™, como também o valor de Ama Que apresentaram, nio
ultrapassando 3,66 + 0,10 umol O, m? s™ nas plantas aclimatizadas a 350 pL L™ e

6,31 + 0,17 umol O, m? s nas plantas aclimatizadas a 700 uL L™.
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Figura 3.29. Curvas de resposta a irradiancia da taxa de libertacédo de O,, medidaa 25 e
CO, saturante, em discos foliares dos diferentes tipos de folhas analisadas (fP, f2 e f3), de
plantas de castanheiro com enraizamento in vitro e aclimatizadas a 700 xL L™, apés 4
semanas de aclimatizacdo. Os valores representam médias #erro padrdo de trés repeticdes.

No caso das folhas dois e trés, a saturacdo da fotossintese na taxa de libertacdo de
0, verifica-se a niveis de irradiancia mais elevados, entre 300 e 400 umol m? s, nas
plantas aclimatizadas a 350 pL L™ e 500 e 600 pmol m™ s, nas plantas aclimatizadas a
700 puL L

As curvas de resposta & luz das folhas dois e trés, das plantas aclimatizadas a
700 pL L™ apresentam um comportamento diferente das plantas aclimatizadas a mais
baixa concentracdo de CO,, No caso das plantas aclimatizadas a 350 pL L™, a folha dois
apresenta sempre valores superiores ao da folha trés (Fig. 3.28). Nas plantas
aclimatizadas a 700 uL L™, verifica-se uma tendéncia de aproximacéo das curvas de
resposta entre estes dois tipos de folhas, de tal forma que os intervalos de confianga se
sobrepdem entre si (Fig. 3.29).

Estes aspectos sdo apoiados pela anélise dos valores estimados para as taxas de
fotossintese a luz saturante (Amax), calculados com base no ajustamento da recta de

regressdo nao linear, as curvas de resposta a densidade de fluxo fotonico
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fotossinteticamente activo (PPFD), para os diferentes tipos de folhas em cada um dos
tratamentos (Tab. 3.12).

Tabela 3.12. Valores da taxa de fotossintese a luz saturante, Anax (zmol O, m™ s'l), para as
folhas persistentes (fP), folha um (f1) e folha dois (f2) no final dos diferentes tratamentos de
aclimatizacéo de plantas de castanheiro micropropagadas.

CO, FP 2 3

(uL LY

350 3,66 £ 0,10 7,99+ 0,11 6,95 % 0,15
700 6,314 0,17 11,89 £ 0,78 11,31 £ 0,90

As folhas persistentes, em cada tratamento, apresentam valores inferiores aos
registados na folha dois e trés, com diferenciacdo e expansdo ja em condicGes de
aclimatizacdo. Em ambos os tratamentos, a folha dois apresentou sempre valores
superiores em relacdo a folha trés, o que ndo seré de estranhar face a diferenca de tempo
de desenvolvimento para com a folha dois. As plantas aclimatizadas a 700 pL L™
apresentaram uma melhor capacidade fotossintética, independentemente do tipo de
folha, comparativamente as plantas aclimatizadas a 350 pL L™ (Tab. 3.12). Neste grupo
de plantas também ¢é visivel a sua melhor capacidade de resposta face a niveis de

irradiancia mais elevados, pois a saturacdo ocorre préximo dos 600 umol m?s™.

4.3. Rendimento quantico

Os valores do rendimento quantico, dados pelo valor do declive da recta de
regressdo na fase linear entre a taxa fotossintética e a densidade de fluxo fotonico, e que
traduzem a eficiéncia da conversdo da energia luminosa em energia quimica na
fotossintese, estdo referidos na Tabela 3.13, juntamente com as respectivas equacdes de
regressao e nivel de ajustamento.

Estes valores traduzem a menor eficiéncia fotoquimica das folhas persistentes,

comparativamente a folha dois e trés, independentemente do tratamento (Tab. 3.13).
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Tabela 3.13. Valores do rendimento quantico aparente, ¢ (umol O, / xmol quanta m? s™) para
as folhas persistentes (fP), folha dois (f2) e folha trés (f3), no final dos tratamentos de
aclimatizacé@o de plantas de castanheiro micropropagadas, respectivas equacOes das rectas de
regressao linear e coeficientes de correlacéo.

CcO, FP f2 f3
(uL L)
350 0,0249 0,0461 0,0379
y=-0,7863+0,0249x  y=-0,4538+0,0461x  y=-0,3748+0,0379x
r’=0,86 r’=0,86 r’=0,85
700 0,0845 0,1215 0,1259
y=-0,1514+0,0845x  y=-0,8286+0,1215x  y=-0,5878+0,1259x
r’=0,76 r’=0,81 r’=0,84

A eficiéncia das folhas dois e trés, determinada para cada um dos tratamentos,
apresentou valores muito semelhantes, traduzindo a rapida adaptacéo fisiolégica das
folhas trés, apesar de um menor tempo de diferenciacdo, comparativamente ao das folhas
dois.

Tal como ja se verificou para a Ama, O rendimento quantico das plantas
aclimatizadas a 700 pL L™ é muito superior ao das plantas submetidas a menor
concentragéo de CO,, em qualquer dos tipos de folhas (Tab. 3.13).

O valor de maior eficiéncia fotoquimica foi registado na folha trés das plantas
aclimatizadas a maior concentracdo de CO,, 0,1259 umol O, / umol quanta m? s*
(Tab. 3.13).

4.4. Ponto de compensacao para a luz

Os valores do ponto de compensacdo para a luz estdo apresentados na
Tabela 3.14. Este pardmetro que traduz o valor da irradiancia para o qual a quantidade
de CO, fixada iguala a que € libertada pela actividade respiratéria, apresenta uma
tendéncia de diminuicdo das folhas dois para as folhas trés, em ambos os tratamentos,
traduzindo assim a maior capacidade de aproveitamento da radiacdo luminosa por parte
destas folhas (Tab. 3.14).
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Tabela 3.14. Valores do ponto de compensacéo para a luz, l, (umol quanta m? s™) para as
folhas persistentes (fP), folha dois (f2) e folha trés (f3) no final dos tratamentos de aclimatizagio
em plantas de castanheiro micropropagadas.

CO, fP 2 3
(uL L™

350 35,5 9,8 0,8
700 1,8 6,8 47

5. PROTEINA SOLUVEL TOTAL

As concentracdes de proteina sollvel total foram determinadas de acordo com o
descrito no ponto 3.2.5. do capitulo II.
Os resultados dessas determinacOes sdo apresentados na Tabela 3.15, onde se

avalia o parametro em estudo, para cada um dos tratamentos de aclimatizacao.

Tabela 3.15. Influéncia da concentragdo de CO, (uL L™), na
concentracgdo de proteina soldvel, no final da fase de aclimatizacéo.

CO, Proteina soltvel
(uL LY (mg g™ ps)

350 11,43 a

700 11,32 a

Este parametro ndo foi influenciado pela concentracdo de CO, utilizado durante a
fase de aclimatizacdo, uma vez que ndo se registaram diferencas significativas entre os
dois tratamentos (Tab. 3.15), pelo que as plantas aclimatizadas a 350 e 700 uL L™
parecem apresentar a mesma capacidade de sintese e armazenamento de proteina nos
tecidos foliares.

Avaliando a varia¢do da concentracdo de proteina soltvel total em cada um dos
tipos de folhas analisadas (Fig. 3.30), verifica-se que a folha persistente e a folha dois
apresentam valores superiores na concentragdo de 350 uL L™, embora as diferencas
sejam pouco significativas. Comportamento inverso mostram as folhas um e trés, mas

apenas a folha um apresenta um valor significativamente diferente (Fig. 3.30).
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Figura 3.30. Efeito da concentracdo de CO, (xL L™) na concentracdo de proteina soldvel
total, em cada um dos tratamentos de aclimatizacdo para cada um dos tipos de folhas
analisadas.

Na Figura 3.31, estdo apresentados alguns aspectos relacionados com a fase de

aclimatizagéo dos rebentos de castanheiro micropropagados in vitro.
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Figura 3.31. Aspectos de plantas de castanheiro micropropagadas durante a fase de
aclimatizacdo. (A) Plantas aclimatizadas com CO, ambiental (350 xL L™). (B) Plantas
aclimatizadas a CO, elevado (700 xL L™). (C) Plantas no fitoclima de aclimatizacdo a CO,
elevado.
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1. Analise de crescimento

O crescimento de plantas de castanheiro regeneradas in vitro durante a fase de
aclimatizacdo, foi significativamente influenciado pelo factor em estudo, em muitos
parametros e indices quantificadores. Nas condi¢fes de maior concentracdo de CO,, a
700 puL L, registou-se um signifivativo acréscimo no crescimento relativo em altura
(Fig. 3.1), na razdo parte aérea / raiz (Fig. 3.3), na razdo peso fresco parte aérea / raiz
(Fig. 3.5), na area foliar especifica (Fig. 3.11), na razao de area foliar (Tab. 3.1), e no
diametro da raiz (Tab. 3.2), tendo as plantas submetidas a 350 pL L™ de CO, durante a
aclimatizacdo apresentado valores de crescimento superior no comprimento total da raiz,
area radicular e volume de raiz.

As plantas aclimatizadas a 700 pL L™ apresentaram um maior crescimento
relativo em altura, o que parece demonstrar um maior vigor por parte destas plantas. Este
resultado é também apoiado pela razdo de biomassa parte aérea/raiz (Fig. 3.2) que foi
significativamente superior nas microplantas aclimatizadas a 700 uL L™ isto é, o
acréscimo de biomassa foliar superou o acréscimo de biomassa da parte radicular. E de
referir o relativo equilibrio que as microplantas apresentam no dia zero de aclimatizacao.
No entanto, em termos de biomassa total ndo se verificaram diferencas significativas
entre os dois tratamentos, pelo que as microplantas aclimatizadas a 350 uL L™, ndo
apresentando maior crescimento relativo, possuem idéntica biomassa total e uma razao
de biomassa parte aérea / raiz menor, o leva a concluir que o seu investimento foi mais
direccionado para a parte radicular.

A biomassa radicular traduz o comportamento da planta em consequéncia do
desenvolvimento da sua parte aérea, ja que um maior desenvolvimento da parte aérea
permite uma maior sintese de metabolitos, com a consequente formacdo de novos
tecidos e/ou expansdo dos ja existentes, aspecto este que se traduz também num aumento
da estrutura radicular, que por sua vez permitira um maior fluxo nutritivo a parte aérea.
Entre os tratamentos ndo se registaram diferencas significativas, mas o0s acréscimos de
biomassa radicular séo significativamente diferentes do valor apresentado no dia zero de

aclimatizacéo, o que demonstra a funcionalidade do sistema radicular. Este facto permite
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garantir a sobrevivéncia das microplantas pelo menos durante os primeiros dias de
aclimatizacdo. Muitos dos fotoassimilados deverdo ser consumidos na formacdo de
novas raizes para garantir essa sobrevivéncia, o que devera condicionar a utilizacdo dos
fotoassimilados na formacdo de novas partes aéreas. A biomassa radicular ndo foi
significativamente diferente entre os tratamentos, mas as plantas aclimatizadas a
350 uL L™ apresentaram raizes com valores de comprimento total, 4rea total de absorcéo
e diametro médio significativamente maiores do que as plantas aclimatizadas a
350 uL L™, Em termos de volume da raiz néo apresentaram diferencas significativas.

Relativamente ao peso fresco ndo houve diferencas significativas a assinalar, no
entanto a razdo peso fresco da parte aérea/raiz mostrou-se estimulada pela maior
concentracdo de CO, utilizada, formando maior nimero de estruturas novas, folhas e
caules. Em termos de razdo peso fresco/peso seco ndo houve alteragdes significativas
entre os tratamentos.

Em relacdo a influéncia da concentragdo de CO, durante a aclimatizacdo de
espécies micropropagadas, alguns trabalhos tém vindo a ser publicados, fazendo
referéncia aos efeitos positivos que este factor podera ter no desenvolvimento vegetativo
das microplantas. Assim, verifica-se também em Ficus benjamina cultivada a elevado
CO, (de 600 a 1500 pmol mol™) que as plantas sdo mais altas, mais fortes e possuem
uma superficie foliar mais larga do que as plantas cultivadas em concentragcdes de CO,
ambientais (Papenhagen, 1983). Nesta cultivar de Ficus benjamina a concentragdo de
CO; e a irradiancia tém significativo efeito no peso fresco do rebento, no peso fresco da
raiz e na area da folha. O aumento da concentracdo de CO, a baixo nivel de PPFD nédo
aumentou o crescimento de Ficus benjamina. Um efeito similar também foi encontrado
em microestacas de Rosa, no seu crescimento ex vitro (Matysiak et al., 1997). Aumentar
0 CO, acelera o desenvolvimento destas plantas mas apenas a alto nivel de PPFD. Isto
também foi demonstrado em outras ornamentais, como por exemplo,
Anthurium x cultorum, Dieffenbachia, Spathiphyllum wallisii, para além do respectivo
aumento de qualidade (Matysiak, 1996) e Homalomena (Matysiak & Nowak, 1994).

Para espécies com altas necessidades de luminosidade, o aumento da
concentracdo de CO, pode ndo compensar a insuficiente intensidade de luz durante a
aclimatizacdo (Matysiak & Nowak, 1998). Tal facto, também se verificou em Panicum

laxum (Cs3), em que a elevada concentragcdo de CO, mas com baixa irradiancia, reduziu a
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resposta dos rebentos e diminuiu o peso seco da raiz. O enriquecimento de CO; ndo
permitiu nesta C3 (Panicum laxum), um efeito significativo no peso da folha ou na
concentracdo de hidratos de carbono, 0 que estd em oposicdo com muitas espécies
herbéceas (Farrar & Williams, 1991).

Em relacdo aos parametros de biomassa foliar e area foliar ndo se registaram
acréscimos significativos (Fig. 3.7 e Fig. 3.10), apesar das plantas aclimatizadas a
700 pL L™ apresentarem valores superiores em especial de rea foliar. Em relacdo ao dia
zero 0 acréscimo na area foliar e biomassa foliar foi significativo para ambos 0s
tratamentos; sendo este acréscimo consequéncia do aumento do numero de folhas e ndo
do desenvolvimento das folhas persistentes.

A éarea foliar especifica (SLA), que traduz a razdo entre a area das folhas e a sua
biomassa, mostrou ser afectada pela concentracdo de CO, utilizada durante o
enraizamento. As plantas aclimatizadas a 700 uL L™ apresentaram uma éarea foliar
especifica significativamente maior, podendo-se afirmar que o significativo aumento da
area foliar destas microplantas foi acompanhado de respectivo aumento de peso. Nas
plantas aclimatizadas a 350 uL L™, a expansdo foliar ndo foi acompanhada de aumento
de peso, pelo que se podera admitir uma expanséo foliar associada a um acréscimo de
espacos celulares.

A taxa de crescimento relativo (RGR) que traduz o aumento de biomassa por
unidade de biomassa pré-existente e por unidade de tempo ao longo da aclimatizagéo,
representa a eficiéncia da planta como produtora de novo material. Esta taxa apresentou
valores médios superiores para as plantas sujeitas a maior concentracdo de CO,, embora
ndo significativos, o que pode ser explicado como consequéncia de um balanco de
carbono favoravel entre os ganhos fotossintéticos e as perdas respiratorias ao nivel do
caule e da raiz. O indice que podera ter contribuido mais para este facto deve ter sido a
razdo de area foliar (LAR), uma vez que a variacdo na taxa liquida de assimilacdo
(NAR) entre os tratamentos é pequena.

A razdo de area foliar (LAR), resulta da interac¢do entre a razdo de peso foliar
(LWR) e a éarea foliar especifica (SLA), caracteriza a dimensdo relativa do aparelho
assimilador e, em sentido lato, representa a razdo entre o material com capacidade
fotossintética e os tecidos com actividade respiratdria. Das suas duas componentes, a

SLA é mais afectada pelos factores ambientais do que a LWR, ja que esta é uma
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caracteristica relativamente estavel sob a accao de diferentes condi¢bes ambientais, na
medida em que estas afectam mais o numero e o tamanho das folhas individuais do que a
razdo entre o peso das folhas secas e 0 peso seco total (Teixeira e Ricardo, 1983,
Goncalves, 1998). No caso do ensaio as plantas aclimatizadas a 700 pL L™ apresentaram
uma razdo de &rea foliar significativamente maior, apresentando um aparelho com
capacidade fotossintética relativamente maior, com grandes possibilidades de
assimilagdo, o que ndo se verificou relativamente as plantas aclimatizadas a 350 uL L™,
ja que a taxa liquida de assimilacdo (NAR), ndo apresentou diferencas significativas
entre os tratamentos.

O aumento de peso seco induzido pelo enriquecimento em CO,, é muitas vezes
acompanhado pelo aumento desta taxa liquida de assimilacdo (NAR), pelo menos no
curto prazo (Long, 1991). Contudo, este aumento da NAR pode desaparecer no longo
prazo de exposicdo a elevada concentracdo de CO,. Isto verificou-se em Prunus
(Prunus avium x pseudocerasus), apés dez meses de crescimento a elevado CO,, a NAR
nédo foi significativamente diferente das plantas que cresceram a CO, normal. Por outro
lado, a area das folhas de Prunus a CO, elevado foi cerca de 87% mais elevada do que a
area das folhas de plantas em CO, normal (Atkinson et al., 1997).

Quanto a razdo de peso foliar (LWR) que permite avaliar o investimento que a
planta faz em biomassa foliar, proporcionalmente a biomassa das estruturas caulinares e

radiculares ndo se registaram diferencas significativas entre os tratamentos.

2. Histologia e anatomia foliar

As folhas persistentes apresentaram uma reduzida espessura e uma diferenciagdo
muito pouco nitida entre parénquima em palicada e parénquima lacunoso (Fig. 3.13A e
3.15A). O parénquima em palicada, esta organizado numa sé camada de células com
forma ovoide, pouco alongadas. O parénguima lacunoso apresenta poucos espacos
intercelulares e reduzido desenvolvimento vascular, que se pode observar através da
organizacdo da nervura principal (Fig. 3.12). Os tecidos de suporte, que conferem
resisténcia mecénica ao nivel da nervura principal, sdo praticamente inexistentes.

Observacgdes idénticas foram referidas por outros autores noutras espécies. Em
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Liquidambar styraciflua as folhas formadas in vitro apresentaram menor espessura,
menor densidade de células do mesofilo e aumento do nimero de espacos intercelulares,
bem como uma quase total auséncia de células de parénquima em palicada
(Wetzestein & Sommer, 1982). Tratando-se de folhas que foram previamente
diferenciadas na fase de multiplicacdo in vitro, as condigdes ambientais em que decorre
0 processo de enraizamento parecem ser responsaveis pela reduzida diferenciacdo e
desenvolvimento celular que este tipo de folhas apresenta.

No final do periodo de aclimatizacéo, as folhas persistentes (fP), apresentam uma
estrutura anatomica diferente. Verifica-se pois, um aumento do numero de células a
nivel do mesofilo, com a consequente diminuicdo de espacgos intercelulares, apesar de
continuar a ndo se observar nitida diferenciacdo dorsiventral do mesoéfilo, ou seja, ndo
houve diferenciacdo entre células do parénquima em palicada e parénquima lacunoso.
Estas alteracdes revelam uma capacidade de adaptagédo destas folhas as novas condigdes
ambientais a que foram sujeitas.

Analisando as folhas desenvolvidas durante a fase de aclimatizacdo, folha um,
folha dois e folha trés, verifica-se uma adaptacdo gradual das estruturas histolégicas ao
longo do decorrer do processo, de acordo com as novas condi¢des, quer da concentracdo
de CO, quer das progressivas reducbes de humidade em que se foram desenvolvendo
(Figuras 3.13 e 3.15).

As folhas novas, formadas no decorrer da fase de aclimatizacdo, apresentaram
caracteristicas anatomicas bem desenvolvidas e que se traduziram por um aumento
gradual de espessura do mesofilo (Fig. 3.13 e€3.15), do diametro da nervura principal e
do diametro do cilindro vascular (Fig. 3.12 e 3.14), e um gradual acréscimo da espessura
relativa do parénquima em palicada com a consequente diminuicdo do paréngquima
lacunoso. Contudo, a organizacao destes tecidos continua ainda bastante diferente da que
se regista em folhas de campo, continuando os espacos intercelulares ainda presentes em
elevada proporcdo (Gongalves et al., 1998b). Isto foi demonstrado pelo acréscimo de
espessura do parénquima em palicada ao longo da diferenciacdo das folhas, sem ser
acompanhado pelo respectivo acréscimo significativo do nimero de células (Tab. 3.4).
Esta menor densidade de células associada a uma maior expansdo foliar tem como

explicacdo o aumento dos espagos intercelulares, em especial ao nivel do parénquima
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lacunoso. O parénquima em palicada mostrou gradual modificacdo estrutural que se
traduziu pela aproximacdo da forma das células a uma forma mais rectangular.

Esta variacdo de caracteristicas, ao nivel da anatomia das folhas que se registou
no final do processo de aclimatizacdo, tem sido verificada por muitos autores em
diferentes especies, apesar desta variacdo poder ser mais ou menos rapida até se
atingirem caracteristicas semelhantes das folhas de campo (Preece & Sutter, 1991).
Fabri et al. (1986) na aclimatizacdo de morangueiro (Fragaria x ananassa Duch.
‘Selva’) registaram um aumento da espessura das folhas novas bem como um aumento
do ndmero de celulas de parénquima em palicada, apresentando estas folhas
caracteristicas proximas de folhas de campo.

Sabe-se que as caracteristicas anatomicas das folhas reflectem as condicdes de
luz em que ocorreu a sua diferenciacdo e crescimento (Lichtenthaler, 1981; Dale, 1988).
Em condicGes de sombra as folhas apresentam normalmente menor espessura, como
consequéncia do menor desenvolvimento dos tecidos do mesofilo. Esta caracteristica é
interpretada como uma adaptacdo que permite reduzir os gastos de manutencdo de
camadas de células com capacidade de fixacdo de CO; reduzida por limitacdo do factor
luz.

A frequéncia estomatica foi afectada pela concentragdo de CO, utilizada e
ocorreram alteracOes significativas entre os diferentes tipos de folhas. As folhas
persistentes exibiram uma densidade estomatica elevada, apresentando-se com o ostiolo
completamente aberto (Fig. 3.16A). Apesar de ser referido que as caracteristicas
estomaticas, nomeadamente a frequéncia e o desenvolvimento dos estomas, estdo sob
dependéncia genotipica também tem sido referida a influéncia das condi¢des ambientais
(Jones, 1985). Factores como a humidade atmosférica, disponibilidade de &gua,
irradiancia e temperatura tém sido apresentados como susceptiveis de provocarem
alteracdes fenotipicas nos estomas (Sestak, 1985). E o controlo destes factores durante a
fase de aclimatizagdo que permite que as novas folhas que se vao diferenciando
apresentem caracteristicas anatémicas e histoldgicas ja referidas, bem como uma
morfologia e funcionalidade cada vez mais semelhante as observadas nas folhas de
plantas crescendo em condicBes naturais. Este aspecto foi confirmado, nas folhas dois e
trés, em que se verificou uma aproximacdo as caracteristicas morfoldgicas observadas

nas folhas de plantas crescendo no campo (Gongalves et al., 1998a); diminuicdo da
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frequéncia estomatica, estomas mais elipticos, diferenciacdo nitida entre células guarda e

células companheiras, ostiolo quase completamente fechado (Fig. 3.16C e D).

3. Clorofilas e fotossintese

As microplantas sdo submetidas a rapidas e extremas alteracBes de
funcionamento quando transferidas dos sistemas de cultura in vitro, onde possuem uma
fonte de sacarose disponivel e de uma limitada troca de gases e baixas intensidades de
luz, para sistemas de crescimento e desenvolvimento in vivo. Em consequéncia, estas
plantas sdo forcadas a alterarem profundamente o seu sistema metabolico de
heterotréfico para autotrofico, e o processo fotossintético torna-se entdo determinante
para permitir a sobrevivéncia.

As concentragdes de clorofilas foram significativamente diferentes nas plantas
aclimatizadas a 350 e 700 uL L™, verificando-se a maior concentracéo de Cl, bem como
de Cl, e Clow no tratamento a 350 uL L™ No entanto, a razdo de Cl,/Cl, foi
significativamente superior nas plantas aclimatizadas a maior concentragédo de CO,.

Séo apontados valores de Cl/Cl, de 2,85+0,09 para espécies de sombra e de
3,50+0,15 para espécies de sol (Boardman, 1977). No caso do ensaio, as plantas
aclimatizadas a 700 pL L™ e com a intensidade luminosa de 250 pmol m? s,
apresentaram uma razdo de Cl,/Cly de 3,84, muito semelhante as espécies de sol. Estas
plantas parecem possuir um sistema radicular funcional, permitindo uma maior
capacidade de absor¢do de nutrientes e, como consequéncia, um desempenho metabdlico
superior, confirmado pela andlise de crescimento e pelo comportamento fotossintético
destas plantas.

As folhas formadas in vitro e que se mantiveram durante as fases de
enraizamento e aclimatizacdo, apresentaram capacidade de sintese de clorofila
(Fig. 3.23A e B), apesar da sua funcionalidade ser muito limitada em termos de
competéncia fotossintética. De facto, este tipo de folhas apresentaram as menores taxas
de fotossintese aparente e de capacidade fotossintética comparativamente aos valores
registados para as folhas dois e trés (Fig. 3.27A), apresentando também o menor valor de
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PPFD a que ocorre saturagdo para a luz, entre 100 e 200 pmol quanta m? s™ (Fig. 3.28)
para as plantas aclimatizadas a 350 pL L™, e de 200 a 400 umol quanta m? s para as
plantas aclimatizadas a 700 pL L™ (Fig. 3.29). Estes resultados traduzem uma menor
organizacao estrutural e, consequentemente funcional, do seu aparelho fotossintético.

Lees et al. (1991), verificaram em folhas de Clematis diferenciadas in vitro, a
existéncia de clorofila fora dos centros de reaccdo e desorganizacdo dos pigmentos
fotossintéticos, a qual pode ser responsavel pela baixa capacidade fotossintética das
folhas desenvolvidas in vitro e posteriormente aclimatizadas, apesar de apresentarem
elevadas concentracdes de clorofila total. Também alguns autores sugerem uma possivel
inibicdo pela sacarose possa permanecer neste tipo de folhas, uma vez que pode haver
inibicdo do ciclo de Calvin por “feedback” dos agucares, tendo como resultado um fluxo
excessivo de electrdes nas membranas dos tilacGides que provocam fotoinibicdo e
fotooxidacdo  (Cappellades et al., 1991; Dubé & Vidaver, 1992;
Huylenbroeck et al., 1995).

O comportamento das folhas persistentes de castanheiro, com balango positivo de
carbono durante a aclimatizacdo, devera traduzir-se num importante suporte para a
manutencéo das condi¢des de sobrevivéncia e desenvolvimento da planta, durante a fase
inicial de aclimatizacdo, ou seja, na auséncia de folhas novas. Devera ainda ter especial
significado nas plantas cujo desenvolvimento radicular ocorreu em condigfes ex vitro e,
portanto, ja em condicBes autotroficas, sem sacarose, periodo durante o qual se assiste a
formacéo do sistema radicular. Por este facto, o castanheiro devera ser incluido dentro
das espécies competentes, no que diz respeito ao comportamento das folhas persistentes.

As folhas dois e trés, apresentaram valores significativamente superiores de taxa
de fotossintese aparente (A) (Fig. 3.27) em relacdo a folha um, mas ndo mostraram
valores significativamente diferentes entre as folhas dois e trés dos dois tratamentos. De
facto, a taxa de fotossintese aparente ndo se mostrou afectada pela concentracdo de CO,
utilizada durante a aclimatizagdo, apesar das plantas aclimatizadas a 700 pL L™
apresentarem uma capacidade fotossintética muito superior as plantas aclimatizadas a
350 pL L™, bem como uma eficiéncia superior de converséo de energia luminosa em
energia quimica (rendimento quantico). Este facto leva-nos a crer que o aparelho

fotossintético das plantas aclimatizadas a 700 uL L™, apesar de possuir elevada
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capacidade fotossintética, estd a ser subaproveitado. De facto, verifica-se ainda que a
saturacdo da fotossintese para estas plantas ocorre a valores superiores aos das plantas
aclimatizadas a 350 pL L™, respondendo positivamente ao acréscimo de PPFD, como
adiante se refere.

Em relacdo a transpiracdo e condutdncia estomatica, a concentracdo de CO,
influenciou significativamente estes parametros, apresentando a concentracdo de
700 pL L™, os valores mais elevados.

As folhas formadas de novo apresentaram uma saturacdo a uma intensidade
luminosa superior ao registado para as folhas persistentes, sendo entre 300 e 400 para as
plantas aclimatizadas a 350 pL L™ (Fig. 3.28) e entre 500 e 600 para as plantas
aclimatizadas a 700 pL L™ (Fig. 3.29), bem como uma capacidade fotossintética muito
superior ao das folhas persistentes (Tab. 3.12).

Dubé & Vidaver (1992) sugerem que um progressivo ganho fotossintético pode
ser obtido por incrementos na intensidade da luz, mas segundo 0s mesmos autores,
aumentos na intensidade de luz sem o correspondente incremento na concentracdo de
CO; podem levar a uma fotoinibicdo potencial. Um fluxo excessivo de electrdes nos
tilacdides pode resultar na fotooxidacdo da membrana e na perda de eficiéncia
fotossintética (Critchley, 1988).

Também as plantas aclimatizadas a 700 uL L™ apresentam valores de rendimento
quantico superiores em relacdo as plantas aclimatizadas a 350 puL L™ (Tab. 3.13), 0 que
traduz a melhor eficiéncia do aparelho fotossintético desenvolvido em condic¢Ges de CO,
elevado.

No que respeita ao ponto de compensacdo para a luz, as plantas aclimatizadas a
700 pL L™ apresentaram valores mais baixos relativamente & concentracdo de
350 puL L™ (Tab. 3.14), registando-se na folha dois o valor superior
(6,8 umol quanta m? s™) e baixando na folha trés (4,7 pmol quanta m? s™). Convém
referir que o valor do ponto de compensacdo para a luz verificado nas folhas
persistentes, devera ser encarado com uma certa reserva, ja que o valor do coeficiente de
correlacdo da recta de regressao linear para determinagdo do rendimento quantico é de
76%. O mesmo deverd ser considerado para o valor do rendimento quantico aparente

para as folhas persistentes, dado pelo declive da mesma recta de regressao linear.
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Verificou-se nas plantas aclimatizadas a 350 puL L™ um decréscimo das folhas
persistentes para as folhas dois e trés, embora estas apresentem valores semelhantes de
ponto de compensacao para a luz.

Estes decréscimos nos valores dos pontos de compensacdo para a luz , bem como
das folhas persistentes para as folhas diferenciadas posteriormente, traduz um ganho de
funcionalidade do sistema fotossintético na sequéncia do acréscimo da concentracdo de
CO..

Pesquisa efectuada as respostas das plantas ao elevado CO,, foi primeiramente
realizada nas espécies Cs, visto que o seu metabolismo fotossintético e desenvolvimento
sdo significativamente limitados pela concentracdo actual de CO, (Allen, 1990). No
curto prazo, muitas Cz apresentam um estimulo na fotossintese (Eamus & Jarvis, 1989;
Gifford, 1992) quando expostas a elevada concentracdo de CO,. Para algumas espécies
altas taxas fotossintéticas foram mantidas a longo prazo de exposicdo a elevada
concentragcdo de CO, (Campbell et al., 1990; Ziska et al., 1990; Arp & Drake, 1991).

A exposicdo das plantas C; a elevado CO, resulta num aumento imediato da taxa
de assimilacdo de CO,; contudo, a reducdo na capacidade fotossintética apos longos
periodos de exposicdo ao CO, ocorre muitas vezes (dias a semanas) (Stitt, 1991; Griffin
& Seemann, 1996) e geralmente isto é acompanhado por um largo aumento de hidratos
de carbono na folha. Em média, os agucares sollveis da folha aumentam 52% e o teor de
amido aumenta cerca de 160% (Long & Drake, 1992; Webber et al., 1994). O
desenvolvimento a CO, elevado pode também resultar num declinio da Rubisco, para
mais de 60% (Sage et al., 1989; Besford et al., 1990; Rowland-Bamford et al., 1991) e
significativos decréscimos nos niveis de transcri¢cdo dos genes que codificam a pequena
(rbcS) e a grande (rbcL) subunidade da Rubisco (Nie et al., 1995a; Van Oosten &
Besford, 1995).

Em Arabidopsis thaliana (L.) a elevado CO,, os niveis da Rubisco e do mRNA
rbocL reduziram-se para 40%, enquanto que o mMRNA rbcS reduziu-se para
aproximadamente 60% (Cheng et al., 1998).

O enriquecimento de CO, também ndo provocou efeito em Panicum laxum, onde
obtiveram um decréscimo da concentra¢do da Rubisco em paralelo com uma baixa taxa
de fotossintese, e uma acentuada redugdo na condutancia estomatica, o que é provavel

ser um efeito directo do CO, na abertura estomatica (Ghannoum, 1997). No entanto, a
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frequéncia estomatica ndo diminuiu como acontece noutras espécies (Woodward, 1987;
Clifford et al., 1995).

4. Proteina soltvel total

As concentracfes de proteina registadas apds os tratamentos de aclimatizagédo
ndo apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos (Tab. 3.15), reflectindo a
mesma capacidade de sintese. Neste pardmetro as folhas persistentes apresentaram 0s
valores superiores no tratamento a 350 uL L™, e no tratamento a 700 pL L™ as folhas um
apresentaram valores superiores (Fig. 3.30).

Gongalves (1998), obteve para plantas com enraizamento ex vitro e aclimatizadas
a 250 pmol m? s™ de irradiancia com CO, ambiental, valores de proteina soltvel total
nas folhas persistentes muito superiores ao presente estudo, com 76,2+4,4 mg g ps. No
entanto, nas plantas aclimatizadas a irradiancia menor (150 pumol m? s™) registou
decréscimos acentuados no mesmo tipo de folha, com 40,2+3,4 mg g ps.

Em videira, Rebord&o (1994) refere que a 250 pmol m™ s™ de irradiancia, o teor
de proteina decresce cerca de 50% em relag&o aos valores obtidos a 150 umol m? s™ de

irradiancia, ndo verificando diferencas significativas resultantes do tipo de folha.

Na Tabela 3.16 apresentam-se os resultados mais significativos provocados pelo
factor em estudo nas plantas de castanheiro regeneradas in vitro e registados no final da

fase de aclimatizacéo.
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CO, Analise de Estrutura Clorofilas Fotossintese  Proteina
(uL L-1)  crescimento interna
350 > comprimento +Cl, <E ~ Proteina
total da raiz
+ Cl, <G
> area radicular + Clotal ~
> volume < Cly/ Cl, < Anmax
radicular <¢
> |0
700 + crescimento > n° células -Cl, >E ~ Proteina
relativo parénquima - Cl, >G
lacunoso ~
> aérealraiz > n° total de - Cliotal > Amax
células )
+ peso fresco > espessura: > Cl,/ Cl, <l

aéreo/raiz

>SLA

>LAR

> diametro da
raiz

Ep. superior

P. palicada
P. lacunoso
Ep. inferior
> frequéncia
estomatica
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O castanheiro (Castanea sativa Mill.) é uma das espécies lenhosas de grande
importancia econémica em Portugal, quer pelo seu fruto quer pela qualidade da sua
madeira. No entanto, a sua area de distribuicdo tem vindo a diminuir, em parte pela
problematica doenca da tinta, mas também devido a gradual substituicdo por espécies de
maior rentabilidade. Alguns trabalhos surgiram no sentido de obter hibridos resistentes
ao fungo causador da doenca da tinta, mas a propagagdo vegetativa destes clones
hibridos apresenta dificuldades uma vez que esta espécie é dificil de enraizar por
métodos convencionais. Assim sendo, a micropropagacao surge como uma alternativa de
extrema importancia no sentido de permitir a multiplicacdo em larga escala de clones
seleccionados pelas suas caracteristicas. Neste contexto, este trabalho pretendeu abordar
alguns aspectos de uma das fases mais criticas e limitantes de todo o processo de
micropropagacao.

No caso do castanheiro, a micropropagacao por rebentamento axilar tem sido o
método mais utilizado, envolvendo a cultura de explantes e a producdo de rebentos que
sdo induzidos a formar raizes adventicias, geralmente apds estimulo auxinico. Estes
rebentos enraizados serdo aclimatizados e posteriormente plantados no campo. Este
processo inclui assim, duas fases: uma primeira fase em condicGes artificiais, sob
elevada humidade relativa, baixas intensidades luminosas, restricdo de trocas gasosas e
na presenca de uma fonte de carbono assimilavel; a segunda fase, aclimatizacéo, é uma
fase de progressiva aquisi¢do da capacidade autotrofica das plantas regeneradas in vitro
para posterior desenvolvimento e crescimento em condi¢des naturais. Neste processo é
determinante o controlo dos factores ambientais, luz, humidade, temperatura e niveis de
CO..

Neste trabalho foi estudado o efeito da concentracdo de CO, na fase de
aclimatizacdo, tendo-se utilizado duas concentracdes: 350 uL L™ e 700 uL L™ Para
avaliar as plantas em termos de crescimento e desempenho fisiologico, foram
quantificados parametros de crescimento, de anatomia e fisiologia foliar e de natureza
fisiologica, como concentragcdo de clorofilas, avaliacdo do desempenho fotossintético,
concentracdo foliar de proteina. As microplantas aclimatizadas a 350 pL L™
apresentaram resposta significativamente superior em alguns parametros, tais como:

maior comprimento total da raiz, maior area radicular, maior volume de raiz, maior
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concentracdo de clorofila a, clorofila b e clorofila total e valor superior do ponto de
compensacdo para a luz. As microplantas aclimatizadas a 700 uL L™, apresentaram
resposta significativamente superior nos seguintes parametros: maior crescimento
relativo, maior razdo peso seco parte aérea/raiz, maior razdo peso fresco parte aérea/raiz,
maior area foliar especifica (SLA), maior razdo de &rea foliar (LAR), maior didmetro da
raiz, maior razdo de clorofila a/clorofila b, maior taxa de transpiracdo (E), maior
condutancia estomatica (G), valor superior da taxa de fotossintese a luz saturante (Amax),
maior rendimento quantico (¢), maior numero de células do parénquima lacunoso, maior
numero de células total, maior espessura da epiderme superior, parénquima em palicada,
parénquima lacunoso e epiderme inferior e maior frequéncia estomatica.

Contudo, até ao momento, o0s sinais metabdlicos e 0s mecanismos
bioquimicos/moleculares subjacentes a esta aclimatizacdo a elevado CO,, ainda nao sdo
bem conhecidos. Compreender 0s mecanismos que determinam a resposta a quase certa
duplicagdo do CO, no proximo século, € um passo de extrema importancia a fim de se
poder prever o impacto desta mudanca nos ecossistemas terrestres.

Por ultimo, pretende-se ainda fazer referéncia as condi¢des de luminosidade a
que as microplantas estiveram sujeitas, jA& que a baixa intensidade luminosa é
frequentemente um factor limitante do crescimento e desenvolvimento. E conhecido o
efeito estimulador do aumento da concentracdo de CO, na fotossintese, mas associado a
alto PPFD. Neste contexto, pensa-se que os ganhos obtidos com o uso de CO, poderdo
ser ainda mais significativos se for usada uma maior intensidade de luz, ja que a
saturacdo da fotossintese na taxa de libertacdo de O, deste tipo de plantas se verificam a
niveis entre 500 e 600 pmol m?s™.

Para efeitos de aplicacdo pratica a utilizacdo combinada de condigdes de
enraizamento ex vitro, com acréscimos graduais na irradiancia luminosa e CO;
durante esta fase de pré-aclimatizagdo simultdnea com o enraizamento, para além de
permitir um maior vigor no crescimento da microplanta podera também permitir uma
reducdo do periodo de aclimatizacdo. Esta metodologia, permitiria assim, uma possivel
reducdo de custos indirectos e directos num sistema comercial de micropropagacao de

castanheiro.
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VII. Anexos

1. Composicao dos meios de cultura

Tabela 7.1. Composic¢ao do meio de cultura.

MS (1962)
Substéncias quimicas Concentracéo (mg 1)
KNO3 1900,000
NH4NO3 1650,000
CaCl,.2H,0 440,000
MgSO,.7H,0 370,000
KH,PO4 170,000
H3BO3 6,200
MnSQO,.4H,0 22,300
ZnS0,4.7H,0 8,600
KI 0,830
NaMo0Q,4.2H,0 0,250
CuS04.5H,0 0,025
CoCl,.6H,0 0,025
SO4Fe.7H,0 27,850
Na,EDTA 37,250
C12H17CIN4OS.HCI 0,100
CeHsNO; 0,500
CgH11NO3.HCI 0,500
C2HsNO, 2,000
CeH120s 100,000




2. Analises de variancia

2.1. Analise de crescimento
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Tabela 7.2. Analise de variancia do crescimento relativo (Fig. 3.1).

Origem da Variacédo gl SQ MQ F Pr>F
Entre tratamentos 1 19,961886 19,961886 16,343 0,0002
Erro 58 70,842452 1,221422
Total ajustado 59 90,804338
Tabela 7.3. Andlise de variancia da biomassa total (Fig. 3.2)
Origem da Variacao gl SQ MQ F Pr>F
Entre tratamentos 2 28147718 14073859 43,835 0,000
Erro 87 27932378 321062
Total ajustado 89 56080095

Tabela 7.4. Andlise de variancia da raz&o peso seco parte aérea/raiz (Fig. 3.3).

Origem da Variacéo gl SQ MQ F Pr>F
Entre tratamentos 2 422,12192 211,06096 18,923 0,000
Erro 87 970,35965 11,15365

Total ajustado 89 1392,4816

Tabela 7.5. Tabela de médias para o crescimento relativo em altura (Fig.3.1),
biomassa total (Fig.3.2) e razdo peso seco parte aérea/raiz (Fig. 3.3).

CO, Crescimento relativo  Biomassa total (mg) Raz&o peso seco parte

(ul LY aérea/raiz

350 2,66 1231,77 6,63

700 3,81 1259,87 9,40

Dia00 - 59,74 4,10

Tabela 7.6. Anélise de variancia do peso fresco (Fig.3.4).

Origem da Variacéo gl SQ MQ F Pr>F
Entre tratamentos 2 5,6075E0008 2,8037E0008 68,046 0,0000
Erro 87 3,5847E0008 4,1203E0006

Total ajustado 89

9,1921E0008
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Tabela 7.7. Andlise de variancia da razdo peso fresco parte aérea/raiz (Fig.3.5).

Origem da Variacéo gl SQ MQ F Pr>F
Entre tratamentos 2 25,55492 12,777458 6,371 0,0026
Erro 87 174,48013 2,005519

Total ajustado 898 200,03505

Tabela 7.8. Analise de variancia da razéo peso fresco/peso seco (Fig.3.6).

Origem da Variacédo gl SQ MQ F Pr>F
Entre tratamentos 2 2,87321 1,4366044 1,175 0,3136
Erro 87 106,35437 1,2224641

Total ajustado 89 109,22758

Tabela 7.9. Tabela de médias para o peso fresco (Fig.3.4), razdo peso fresco parte
aérea/raiz (Fig.3.5) e razdo peso fresco/peso seco (Fig.3.6).

CO, Peso fresco (mg)  Razdo peso fresco parte Razdo peso fresco/peso seco
(uL L™ aérea/raiz

350 5244,94 2,80 4,52

700 5823,32 3,95 4,96

Dia0 262,85 3,90 4,73

Tabela 7.10. Analise de variancia da biomassa foliar (Fig. 3.7).

Origem da Variacéo gl SQ MQ F Pr>F
Entre tratamentos 2 14636435 7318217,4 39,257 0,000
Erro 87 16218478 186419,3

Total ajustado 89 30854913

Tabela 7.11. Andlise de variancia da biomassa radicular (Fig. 3.8).

Origem da Variacao gl SQ MQ F Pr>F
Entre tratamentos 2 394303,33 197151,67 38,042 0,000
Erro 87 450871,41 5182,43

Total ajustado 89 845174,75

Tabela 7.12. Anélise de variancia da razao de peso foliar (Fig. 3.9).

Origem da Variacéo gl SQ MQ F Pr>F
Entre tratamentos 2 1,7821612 0,8910806 338,019 0,000
Erro 87 0,2293481 0,0026362

Total ajustado 89 2,0115093




VII. Anexos

Tabela 7.13. Tabela de médias para a biomassa foliar (Fig. 3.7), biomassa radicular
(Fig. 3.8) e razéo de peso foliar (Fig. 3.9).

CO, Biomassa foliar (mg) Biomassa radicular (mg) Razéo de peso foliar
(ul LY

350 876,38 163,36 0,70

700 882,99 139,43 0,69

Dia0 24,24 12,52 0,40

Tabela 7.14. Analise de variancia da area foliar (Fig. 3.10).

Origem da Variacéo gl SQ MQ F Pr>F
Entre tratamentos 2 1054154,7 527077,35 79,963 0,000
Erro 87 573463,0 6591,53

Total ajustado 89 1627617,7

Tabela 7.15. Anélise de variancia da &rea foliar especifica (Fig. 3.11).

Origem da Variacéo gl SQ MQ F Pr>F
Entre tratamentos 2 44820,91 22410,455 5,062 0,0083
Erro 87 385141,88 4426,918

Total ajustado 89 429962,79

Tabela 7.16. Tabela de médias para a area foliar (Fig. 3.10) e area
foliar especifica (Fig. 3.11).

CO, Area foliar (cm?) Area foliar especifica (cm®)
(uLl L)

350 215,26 271,45

700 253,82 324,19

Dia0 7,40 310,28

Tabela 7.17. Anélise de variancia do comprimento total da raiz (Tab. 3.2).

Origem da Variagéo al SQ MQ F Pr>F
Entre tratamentos 1 55510,42 55510,417 9,792 0,0027
Erro 58 328811,49 5669,164

Total ajustado 59 384321,91




Tabela 7.18. Analise de variancia da area total de absorcéo da raiz (Tab. 3.2).
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Origem da Variacéo gl SQ MQ F Pr>F
Entre tratamentos 1 2965,254 2965,2540 4,822 0,0321
Erro 58 35666,389 614,9377
Total ajustado 59 38631,643

Tabela 7.19. Analise de variancia do volume da raiz (Tab. 3.2).
Origem da Variacédo gl SQ MQ F Pr>F
Entre tratamentos 1 0,988167 0,9881667 2,292 0,1354
Erro 58 25,001667 0,4310632
Total ajustado 59 25,989833

Tabela 7.20. Anélise de variancia do diametro médio da raiz (Tab. 3.2).
Origem da Variacédo gl SQ MQ F Pr>F
Entre tratamentos 1 0,0240000 0,0240000 4,589 0,0364
Erro 58 0,3033333 0,0052299
Total ajustado 59 0,3273333

2.2. Histologia e anatomia foliar

Tabela 7.21. Andlise de variancia da espessura da folha (Tab. 3.3).
Origem da Variacao gl SQ MQ F Pr>F
A: CO, 1 5,483 5,4834 0,036 0,8521
B: Folha 3 19199,136 6399,7118 42,401 0,0000
A*B 3 368,46997 122,82332 0,814 0,4957
Erro 32 4829,8403 150,93251

Total ajustado 39 24402,929

Tabela 7.22. Anélise de variancia da espessura da folha (Fig. 3.17).

Origem da Variacéo gl SQ MQ F Pr>F
Entre tratamentos 7 19573,089 2796,1556 18,526 0,0000
Erro 32 4829,840 150,9325

Total ajustado 39 24402,929
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Tabela 7.23. Tabela de médias para a espessura da folha (xm) (Fig. 3.17).

CO, P f1 2 3
(ul LY

350 75,03 121,54 138,38 129,8
700 82,13 121,86 128,44 129,35

Tabela 7.24. Anélise de variancia do diametro da nervura principal (Tab. 3.3).

Origem da Variacao gl SQ MQ F Pr>F
A: CO, 1 27069,13 27069,13 2,402 0,1310
B: Folha 3 793186,89 264395,63 23,465 0,0000
A*B 3 86689,484 28896,495 2,565 0,0719
Erro 32 360561,30 11267,541

Total ajustado 39 1267506,8

Tabela 7.25. Analise de variancia do diametro da nervura principal («m) (Fig.3.18).

Origem da Variacédo gl SQ MQ F Pr>F
Entre tratamentos 7 906945,50 129563,64 11,499 0,0000
Erro 32 360561,30 11267,54

Total ajustado 39 1267506,8

Tabela 7.26. Tabela de médias para o didmetro da nervura principal (zm) (Fig. 3.18).

CO, P 1 2 3
(ul L)

350 457,87 653,43 769,08 971,21
700 530,53 611,11 720,58 781,23

Tabela 7.27. Analise de variancia do didmetro do cilindro vascular (zm) (Tab. 3.3).

Origem da Variacédo gl SQ MQ F Pr>F
A: CO, 1 706,78 706,776 0,150 0,7053
B: Folha 3 219636,53 73212,176 15,530 0,0000
A*B 3 6999,2841 2333,0947 0,495 0,6884
Erro 32 150852,86 4714,1519

Total ajustado 39 378195,45




VII. Anexos

Tabela 7.28. Andlise de variancia do didmetro do cilindro vascular (zm) (Fig. 3.19).

Origem da Variacéo gl SQ MQ F Pr>F
Entre tratamentos 7 22734259 32477,513 6,889 0,0001
Erro 32 150852,86 4714,152

Total ajustado 39 378195,45
Tabela 7.29. Tabela de médias para o diametro do cilindro vascular (zm) (Fig. 3.19).

CO; fP fl f2 f3

(ul L

350 154,40 239,52 302,22 382,51

700 172,66 224,06 314,40 333,91
Tabela 7.30. Anélise de variancia do numero de células / 100 xzm (Tab. 3.4).

Origem da Variacéo gl SQ MQ F Pr>F
A: CO, 1 91,2946 91,2946 8,151 0,0075
B: Folha 3 3049,9435 1016,6478 90,772 0,0000
A*B 3 57,792587 19,264196 1,720 0,1826
Erro 32 358,40068 11,200021

Total ajustado 39 3557,4314
Tabela 7.31. Analise de variancia do numero de células (Fig. 3.20).

Origem da Variacéo gl SQ MQ F Pr>F
Entre tratamentos 7 3199,0307 457,00439 40,804 0,0000
Erro 32 358,4007 11,20002

Total ajustado 39 3557,4314

Tabela 7.32. Tabela de médias para nimero de células / 100 #m de comprimento de corte

transversal (Fig. 3.20).

CO, P f1 2 3
(ul L)

350 50,06 27,12 27,57 26,72
700 42,90 25,58 25,48 25,42
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Tabela 7.33. Andlise de variancia do nimero de células da epiderme superior (Tab. 3.4).

Origem da Variacédo gl SQ MQ F Pr>F
A: CO, 1 0,004000 0,004000 0,008 0,9293
B: Folha 3 85,368700 28,456233 58,389 0,0000
A*B 3 0,0774600 0,0258200 0,053 0,9836
Erro 32 15.595400 0,4873563

Total ajustado 39 101,04556

Tabela 7.34. Tabela de médias para o nimero de células da epiderme superior (Tab. 3.4).

CO, P f1 2 3
(uk L

350 7,26 412 3,67 3,75
700 7,20 4,07 3,84 3,77

Tabela 7.35. Analise de variancia do numero de células do parénguima em palicada (Tab. 3.4).

Origem da Variacéo gl SQ MQ F Pr>F
A: CO, 1 0,05550 0,055503 0,051 0,8250
B: Folha 3 137,56513 45,855042 42,239 0,0000
A*B 3 1,9158875 0,6386292 0,588

Erro 32 34,739560 1,0856113

Total ajustado 39 174,27608

Tabela 7.36. Tabela de médias para o nimero de células do paréngquima em palicada
(Tab. 3.4).

CO; P 1 2 3
(ul L

350 10,99 6,90 6,99 7,51
700 11,69 6,30 7,20 7,01

Tabela 7.37. Andlise de variancia do nimero de células do parénquima lacunoso (Tab. 3.4).

Origem da Variacao gl SQ MQ F Pr>F
A: CO, 1 80,71281 80,71281 27,953 0,0000
B: Folha 3 690,60241 230,20080 79,725 0,0000
A*B 3 47,592050 15,864017 5,494 0,0037
Erro 32 92,398440 2,8874513

Total ajustado 39 911,30571
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Tabela 7.38. Tabela de médias para o nimero de células do parénquima lacunoso (Tab.3.4).

CO, P f1 2 3
(ul L)

350 16,10 9,41 9,33 8,40
700 22,71 10,87 10,79 10,24

Tabela 7.39. Andlise de variancia do nimero de células da epiderme inferior (Tab. 3.4).

Origem da Variacéo gl SQ MQ F Pr>F
A: CO, 1 0,077440 0,077440 0,116 0,7391
B: Folha 3 67,039980 22,346660 33,507 0,0000
A*B 3 0,2477800 0,0825933 0,124 0,9453
Erro 32 21,341560 0,6669238

Total ajustado 39 88,706760

Tabela 7.40. Tabela de médias para o nimero de células da epiderme inferior (Tab. 3.4).

CO, P f1 2 3
(uk L

350 8,55 5,15 5,48 5,76
700 8,46 5,38 5,75 5,72

Tabela 7.41. Andlise de variancia da espessura da epiderme superior (Tab.3.5).

Origem da Variacao gl SQ MQ F Pr>F
A: CO, 1 48,847488 48,847488 10,398 0,0029
B: Folha 3 25,568139 8,522713 1,814 0,1644
A*B 3 34,585287 11,528429 2,454 0,0811
Erro 32 150,32635 4,6976984

Total ajustado 39 259,32726

Tabela 7.42. Analise de variéncia da espessura da epiderme superior (Fig. 3.21).

Origem da Variacéo gl SQ MQ F Pr>F
Entre tratamentos 7 109,00091 15,571559 3,315 0,0091
Erro 32 150,32635 4,697698

Total ajustado 39 259,32726

Tabela 7.43. Tabela de médias para a espessura da epiderme superior (zm) (Fig. 3.21).

CO, P 1 2 3
(ul L
350 16,40 14,24 13,26 13,38

700 16,62 15,43 18,44 15,63
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Tabela 7.44. Andlise de variancia da espessura do parénquima em palicada (Tab.3.5).

Origem da Variacédo gl SQ MQ F Pr>F
A: CO, 1 284,07561 284,07561 39,459 0,0000
B: Folha 3 907,39863 302,46621 42,014 0,0000
A*B 3 19,631284 6,5437615 0,909 0,4476
Erro 32 230,37469 7,1992090

Total ajustado 39 1441,4802

Tabela 7.45. Anélise de variancia da espessura do parénquima em palicada (Fig. 3.21).

Origem da Variacéo gl SQ MQ F Pr>F
Entre tratamentos 7 1211,1055 173,01507 24,033 0,0000
Erro 32 230,3747 7,19921

Total ajustado 39 1441,4802

Tabela 7.46. Tabela de médias para a espessura do parénquima em palicada (zm) (Fig. 3.21).

CO, P f1 2 3
(ul L

350 32,67 41,68 42,96 46,69
700 29,39 34,83 36,59 41,86

Tabela 7.47. Analise de variancia da espessura do parénquima lacunoso (Tab. 3.5).

Origem da Variacéo gl SQ MQ F Pr>F
A: CO, 1 68,33669 68,33669 8,914 0,0054
B: Folha 3 332,68498 110,89499 14,466 0,0000
A*B 3 14,665296 4,8884320 0,638 0,5963
Erro 32 245,30801 7,6658754

Total ajustado 39 660,99497

Tabela 7.48. Andlise de variancia da espessura do parénquima lacunoso (Fig. 3.21).

Origem da Variacédo gl SQ MQ F Pr>F
Entre tratamentos 7 415,68696 59,383852 7,747 0,0000
Erro 32 245,30801 7,665875

Total ajustado 39 660,99497

Tabela 7.49. Tabela de médias para a espessura do parénquima lacunoso (xm) (Fig. 3.21).

CO, P f1 2 3
(uk L
350 38,56 34,58 34,05 31,31

700 41,34 39,10 35,78 32,74
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Tabela 7.50. Andlise de variancia da espessura da epiderme inferior (Tab. 3.5).

Origem da Variacédo gl SQ MQ F Pr>F
A: CO, 1 2,421276 2,421276 1,683 0,2038
B: Folha 3 68,328923 22,776308 15,832 0,0000
A*B 3 4,9206904 1,6402301 1,140 0,3477
Erro 32 46,037409 1,4386690

Total ajustado 39 121,70830

Tabela 7.51. Anélise de variancia da espessura da epiderme inferior (Fig. 3.21).

Origem da Variacéo gl SQ MQ F Pr>F
Entre tratamentos 7 75,670890 10,810127 7,514 0,0000
Erro 32 46,037409 1,438669

Total ajustado 39 121,70830

Tabela 7.52. Tabela de médias para a espessura da epiderme inferior (xm) (Fig. 3.21).

CO, P f1 2 F3
(ul L

350 12,38 9,51 9,73 8,62
700 12,63 10,63 9,18 9,78

Tabela 7.53. Anélise de variancia da frequéncia estomética (Tab. 3.7).

Origem da Variacéo gl SQ MQ F Pr>F
A: CO, 1 30557,57 30557,57 34,791 0,0000
B: Folha 3 389599,10 129866,37 147,860 0,0000
A*B 3 17933,129 5977,7097 6,806 0,0008
Erro 40 35132,238 878,30596

Total ajustado 47 473222,03

Tabela 7.54. Andlise de variancia da frequéncia estomatica (Fig. 3.22).

Origem da Variacédo gl SQ MQ F Pr>F
Entre tratamentos 7 438089,80 62584,257 71,256 0,0000
Erro 40 35132,24 878,306

Total ajustado 47 473222,03

Tabela 7.55. Tabela de médias para a frequéncia estomatica (Fig. 3.22).

CO, P f1 2 3
(ul L)
350 406,45 309,15 240,77 224,20

700 520,67 347,37 280,25 234,13
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2.3. Clorofilas

Tabela 7.56. Analise de variancia dos teores de clorofila a (mg g™'ps) (Tab. 3.9).

Origem da Variacédo gl SQ MQ F Pr>F
A: CO, 1 44,182931 44,182931 32,467 0,0000
B: Folha 3 34,004244 11,334748 8,329 0,0001
A*B 3 6,8249643 2,2749881 1,672 0,1835
Erro 56 76,207192 1,3608427

Total ajustado 63 161,21933

Tabela 7.57. Anélise de variancia dos teores de clorofila a (mg g™ps) (Fig. 3.23B).

Origem da Variacéo gl SQ MQ F Pr>F
Entre tratamentos 7 85,012139 12,144591 8,924 0,0000
Erro 56 76,207192 1,360843

Total ajustado 63 161,21933

Tabela 7.58. Tabela de médias para a concentracéo de clorofila a (mg g™'ps) (Fig. 3.23B).

CO, P f1 2 3
(u L)

350 5,95 7,45 7,47 6,51
700 3,76 5,05 6,25 5,68

Tabela 7.59. Analise de variancia dos teores de clorofila a (mg m™) (Tab. 3.10).

Origem da Variacédo gl SQ MQ F Pr>F
A: CO, 1 48406,862 48406,862 33,496 0,0000
B: Folha 3 23433,246 7811,082 5,405 0,0024
A*B 3 8147,5799 2715,8600 1,879 0,1436
Erro 56 80928,152 1445,1456

Total ajustado 63 160915,84

Tabela 7.60. Anélise de variancia dos teores de clorofila a (mg m™) (Fig. 3.23A).

Origem da Variacéo gl SQ MQ F Pr>F
Entre tratamentos 7 79987,688 11426,813 7,907 0,0000
Erro 56 80928,152 1445,146

Total ajustado 63 160915,84
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Tabela 7.61. Tabela de médias para a concentracéo de clorofila a (mg m?) (Fig. 3.23A).

CO, P f1 2 3
(ul L)

350 213,14 234,25 246,55 201,18
700 134,89 158,61 206,18 175,43

Tabela 7.62. Analise de variancia dos teores de clorofila b (mg g™'ps) (Tab. 3.9).

Origem da Variacéo gl SQ MQ F Pr>F
A: CO, 1 105,43848 105,43848 210,124 0,0000
B: Folha 3 13,43183 4,47728 8,923 0,0001
A*B 3 3,7002432 1,2334144 2,458 0,0723
Erro 56 28,100324 0,5017915

Total ajustado 63 150,67088

Tabela 7.63. Analise de variancia dos teores de clorofila b (mg g™'ps ) (Fig. 3.24B).

Origem da Variacao gl SQ MQ F Pr>F
Entre tratamentos 7 122,57055 17,510079 34,895 0,0000
Erro 56 28,10032 0,501792

Total ajustado 63 150,67088

Tabela 7.64. Tabela de médias para a concentracéo de clorofila b (mg g™'ps) (Fig. 3.24B).

CO, P f1 2 3
(ul L)

350 3,41 4,35 4,36 4,40
700 0,96 1,32 1,40 2,56

Tabela 7.65. Analise de variancia dos teores de clorofila b (mg m?) (Tab. 3.10).

Origem da Variacéo gl SQ MQ F Pr>F
A: CO, 1 113690,94 113690,94 214,558 0,0000
B: Folha 3 7131,27 2377,09 4,486 0,0068
A*B 3 4303,7415 1434,5805 2,707 0,0538
Erro 56 29673,522 529,88431

Total ajustado 63 154799,47

Tabela 7.66. Anélise de variancia dos teores de clorofila b (mg m™)(Fig. 3.24A).

Origem da Variacéo gl SQ MQ F Pr>F
Entre tratamentos 7 125125,95 17875,136 33,734 0,0000
Erro 56 29673,52 529,884

Total ajustado 63 154799,47
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Tabela 7.67. Tabela de médias para a concentracéo de clorofila b (mg m?) (Fig. 3.24A).

CO, P f1 2 3
(ul L)

350 122,16 136,62 143,77 135,85
700 34,48 41,37 46,14 79,24

Tabela 7.68. Analise de variancia dos teores de clorofila total (mg g™ps) (Tab. 3.10).

Origem da Variacéo gl SQ MQ F Pr>F
A: CO, 1 258,92474 285,92474 124,326 0,0000
B: Folha 3 74,28136 24,76045 10,766 0,0000
A*B 3 16,273853 5,4246177 2,359 0,0813
Erro 56 128,78892 2,2998021

Total ajustado 63 505,26887

Tabela 7.69. Anélise de variancia dos teores de clorofila total (mg g™'ps) (Fig. 3.25B).

Origem da Variacéo gl SQ MQ F Pr>F
Entre tratamentos 7 376,47996 53,782851 23,386 0,0000
Erro 56 128,78892 2,299802

Total ajustado 63 505,26887

Tabela 7.70. Tabela de médias para a concentracéo de clorofila total (mg g™ps) (Fig. 3.25B).

CO, P f1 2 F3
(ul L)

350 9,35 11,80 11,83 10,90
700 472 6,36 7,65 8,24

Tabela 7.71. Analise de variancia dos teores de clorofila total (mg m?) (Tab. 3.10).

Origem da Variacédo gl SQ MQ F Pr>F
A: CO, 1 310254,97 310254,97 125,824 0,0000
B: Folha 3 39158,50 13052,83 5,294 0,0028
A*B 3 19796,039 6598,6797 2,676 0,0558
Erro 56 138083,69 2465,7802

Total ajustado 63 507293,20

Tabela 7.72. Anélise de variancia dos teores de clorofila total (mg m™) (Fig. 3.25A).

Origem da Variacéo gl SQ MQ F Pr>F
Entre tratamentos 7 369209,51 52744,216 21,390 0,0000
Erro 56 138083,69 2465,780

Total ajustado 63 507293,20
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Tabela 7.73. Tabela de médias para a concentracéo de clorofila total (mg m?) (Tab. 3.10).

CO, P f1 2 3
(ul L)

350 335,21 370,78 390,22 336,93
700 169,33 199,93 252,27 254,60

Tabela 7.74. Andlise de variancia da razao entre clorofilaa e b (Tab. 3.9).

Origem da Variacéo gl SQ MQ F Pr>F
A: CO, 1 71,083177 71,083177 106,757 0,0000
B: Folha 3 15,635045 5,211682 7,827 0,0002
A*B 3 10,840183 3,6133944 5,427 0,0024
Erro 56 37,287172 0,6658424
Total ajustado 63 134,84558
Tabela 7.75. Analise de variancia da razo entre clorofila a e b (mg g™ps) (Fig. 3.25B).
Origem da Variacao gl SQ MQ F Pr>F
Entre tratamentos 7 97,558405 13,936915 20,931 0,0000
Erro 56 37,287172 0,665842
Total ajustado 63 134,84558
Tabela 7.76. Tabela de médias para a raz&o de clorofila a e b (mg g™ps) (Fig. 3.25B).
CO; fP fl f2 F3
(ul L)
350 1,82 1,78 1,74 1,57
700 4,26 4,00 4,74 2,34
2.4. Fotossintese
Tabela 7.77. Analise de variancia da taxa de fotossintese aparente (Tab. 3.11).
Origem da Variacéo gl SQ MQ F Pr>F
A: CO, 1 0,634482 0,6344817 0,959 0,3422
B: Folha 2 19,485373 9,7426867 14,729 0,0000
A*B 2 1,1760933 0,5880467 0,889 0,4170
Erro 54 35,719110 0,6614650
Total ajustado 59 57,015058
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Tabela 7.78. Andlise de variancia da taxa de fotossintese aparente (Fig. 3.27A).

Origem da Variacédo gl SQ MQ F Pr>F
Entre tratamentos 5 21,295948 4,2591897 6,439 0,0001
Erro 54 35,719110 0,6614650
Total ajustado 59 57,015058
Tabela 7.79. Tabela de médias para a taxa de fotossintese aparente (xmol
CO, m?s?) (Fig. 3.27A).
CO; fl f2 f3
(uL L)
350 3,95 5,22 5,61
700 4,13 4,90 5,14
Tabela 7.80. Analise de variéncia da taxa de transpiracéo (Tab. 3.11).
Origem da Variacéo gl SQ MQ F Pr>F
A: CO, 1 0,5111574 0,5111574 5,231 0,0261
B: Folha 2 0,1398946 0,0699473 0,716 0,4933
A*B 2 0,1940511 0,0970256 0,993 0,3771
Erro 54 5,2762366 0,0977081
Total ajustado 59 6,1213397
Tabela 7.81. Andlise de variancia da taxa de transpiracdo (Fig. 3.27B).
Origem da Variacédo gl SQ MQ F Pr>F
Entre tratamentos 5 0,8451031 0,1690206 1,730 0,1435
Erro 54 5,2762366 0,0977081
Total ajustado 59 6,1213397

Tabela 7.82. Tabela de médias para a taxa de transpiracdo (mmol m? s™)

(Fig. 3.27B).
CO; f1 2 3
(el L
350 0,12 0,14 0,13
700 0,46 0,25 0,23
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Tabela 7.83. Andlise de variancia da condutancia estomatica (Tab. 3.11).

Origem da Variacédo gl SQ MQ F Pr>F
A: CO, 1 9,4089600 9,4089600 49,644 0,0000
B: Folha 2 0,2125433 0,1062717 0,561 0,5741
A*B 2 0,0472900 0,0236450 0,125

Erro 54 10,234580 0,1895293

Total ajustado 59 19,903373

Tabela 7.84. Andlise de variancia da condutancia estomatica (Fig. 3.27C).

Origem da Variacéo gl SQ MQ F Pr>F
Entre tratamentos 5 9,668793 1,9337587 10,203 0,0000
Erro 54 10,234580 0,1895293

Total ajustado 59 19,903373

Tabela 7.85. Tabela de médias para a condutancia estomatica (mmol m?s™)

(Fig. 3.27C).
CO, f1 2 3
(uLl L)
350 1,61 1,77 1,80
700 2,47 2,57 2,52

Tabela 7.86. Analise de variancia da capacidade fotossintética da folha persistente apds
tratamento de aclimatizacfio a 350 xL L™ (Tab. 3.12).

gl SQ MQ F P
Regresséo 3 55,165 18,3884 701,0 <0,0001
Erro 20 0,525 0,0262
Total 23 55,690 2,42132

Tabela 7.87. Analise de variancia da capacidade fotossintética da folha dois apds tratamento
de aclimatizac&io a 350 xL L™ (Tab.3.12).

al SQ MQ F P
Regresséo 3 231,174 77,0580 3117,5 <0,0001
Erro 20 0,494 0,0247

Total 23 231,669 10,0725




VII. Anexos

Tabela 7.88. Anélise de variancia da capacidade fotossintética da folha trés apés tratamento de
aclimatizac8o a 350 xL L™ (Tab. 3.12).

al SQ MQ F P
Regresséo 3 169,765 56,5882 1437,2 <0,0001
Erro 20 0,787 0,0394
Total 23 170,552 7,4153

Tabela 7.89. Andlise de variancia da capacidade fotossintética da folha persistente apds
tratamento de aclimatizagdo a 700 xL L™ (Tab. 3.12).

gl SQ MQ F P
Regressao 3 187,5 62,51 50,7 <0,0001
Erro 20 24,7 1,23
Total 23 212,2 9,23

Tabela 7.90. Andlise de variancia da capacidade fotossintética da folha dois apds tratamento
de aclimatizacgio a 700 zL L (Tab. 3.12).

gl SQ MQ F P
Regresséo 3 355,8 118,605 149,9 <0,0001
Erro 20 15,8 0,791
Total 23 371,6 16,158

Tabela 7.91. Anélise de variancia da capacidade fotossintética da folha trés apds tratamento de
aclimatizaciio a 700 zL L™ (Tab. 3.12).

gl SQ MQ F P
Regresséo 3 345,1 115,05 97,8 <0,0001
Erro 20 23,5 1,18
Total 23 368,7 16,03

Tabela 7.92. Regresséo linear para célculo do rendimento quéntico da folha persistente, apds
tratamento de aclimatizac&o a 350 xL L™ (Tab. 3.13).

Parametro Valor estimado Erro padréo Teste T Nivel de
significancia
Intercepcao -0,786294 0,179853 -4,37187 0,00076

Declive 0,0249959 2,71701E-3 9,19976 0,00000
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Tabela 7.93. Regressdo linear para céalculo do rendimento quantico da folha dois, apés
tratamento de aclimatizacfo a 350 xL L™ (Tab. 3.13).

Parametro Valor estimado Erro padrédo Teste T Nivel de

significancia
Intercepgéo -0,453762 0,32745 -1,38574 0,18914
Declive 0,0461203 4,94674E-3 9,32337 0,00000

Tabela 7.94. Regressdo linear para calculo do rendimento quantico da folha trés, apds
tratamento de aclimatizacdo a 350 xL L™ (Tab. 3.13).

Parametro Valor estimado Erro padrédo Teste T Nivel de

significancia
Intercepgéo -0,374827 0,284948 -1,31542 0,21110
Declive 0,0379033 4,30467E-3 8,80518 0,00000

Tabela 7.95. Regresséo linear para calculo do rendimento quantico da folha persistente, apds
tratamento de aclimatizagdo a 700 xL L™ (Tab. 3.13).

Parametro Valor estimado Erro padrédo Teste T Nivel de

significancia
Intercepgéo -0,256349 0,430916 -0,594894 0,56513
Declive 0,116312 0,0179354 6,48506 0,00007

Tabela 7.96. Regressao linear para calculo do rendimento quantico da folha dois, apds
tratamento de aclimatizacfio a 700 4L L™ (Tab. 3.13).

Parametro Valor estimado Erro padréo Teste T Nivel de

significancia
Intercepgéo -0,828614 0,443675 -1,86762 0,09136
Declive 0,121509 0,0184664 6,58 0,00006

Tabela 7.97. Regressdo linear para célculo do rendimento quantico da folha trés, apds
tratamento de aclimatizacdo a 700 xL L™ (Tab. 3.13).

Parametro Valor estimado Erro padréo Teste T Nivel de
significancia
Intercepcéo -0,587873 0,40684 -1,44497 0,17906

Declive 0,125922 0,0169333 7,43636 0,00002




Tabela 7.98. Andlise de variancia dos teores de proteina sollvel total (Tab. 3.15).

2.5. Proteina total solGvel
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Origem da Variacédo gl SQ MQ F Pr>F
A: CO, 1 0,207025 0,207025 0,31 0,8617
B: Folha 3 57,004038 19,001346 2,890 0,0434
A*B 3 29,695437 9,8984792 1,505 0,2231
Erro 56 368,19548 6,5749192

Total ajustado 63 455,10198

Tabela 7.99. Andlise de variancia dos teores de proteina sollvel total (Fig. 3.30).

Origem da Variacao gl SQ MQ F Pr>F
Entre tratamentos 7 86,90650 12,415214 1,888 0,0887
Erro 56 368,19548 6,574919

Total ajustado 63 455,10198

Tabela 7.100. Tabela de médias para a proteina soltvel total (mg g™ ps) (Fig. 3.30).

CO, P 1 2 3
(ul L

350 12,88 12,00 11,15 9,69
700 11,46 12,90 9,66 11,24






