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RESUMO

Plantas de batata-doce foram cultivadas in vitro sob quatro
densidades de fluxo de fétons fotossinteticamente ativos (14, 21, 42 e 60
pmol m? s™) e em meio MS contendo 5, 10, 20, 30 e 40 g L™ de sacarose e
aclimatizadas em casa de vegetacdo. Folhas originadas e desenvolvidas
no meio contendo 5 g L™ de sacarose e 60 umol m? s™ de densidade de
fluxo de fétons, ao final do cultivo in vitro apresentaram razédo F./Fy
(eficiéncia fotoquimica méaxima) inferior as desenvolvidas nas demais
condicdes de cultivo. No entanto, quando aclimatizadas observou-se uma
aumento de F,/Fy nestas folhas a patamares comparaveis aos demais
tratamentos, evidenciando auséncia de efeito residual das condi¢fes in
vitro. Folhas desenvolvidas in vitro, bem como a maioria das folhas
geradas ex vitro apresentaram valores de F/Fy normais, indicando que as

mesmas apresentam um fotossistema Il funcional.

PALAVRAS-CHAVE: Ipomoea batatas L., sacarose, densidade de fluxo de

fétons
ABSTRACT

Sweet potato plants were in vitro cultivated under four different
photosynthetic photon flux densities (14, 21, 42 and 60 pmol m? s™) and in
MS medium with 5, 10, 20, 30 and 40 g L™ of sucrose and acclimatizated
in green house. Leaves originated and developed in the medium containing
5 g L* sucrose and 60 pmol m? s* presented Fy/Fy (Maximum
photochemical efficiency) values lower than leaves developed in other
culture conditions. However, when acclimatizated, theses leaves increased
this rate at similar level of the other treatments, evidencing absence of
residual effect from in vitro conditions. In vitro developed leaves and the
majority of leaves generated ex vitro showed normal F/Fy, values,

indicating they have a functional photosystem II.
KEY WORDS: Ipomoea batatas L., sucrose, photons flux density
INTRODUCAO

A sacarose é importante fonte de carbono para tecidos ou células
cultivadas in vitro, sendo utilizada em concentracbes que normalmente
variam entre 1 a 3% (MATSUMOTO et al., 1991; FLORES et al., 1999;
MACHADO et al., 2004). Entretanto, alguns autores sugerem que estes
niveis podem inibir a sintese de clorofila (GEORGE & SHERRINGTON,
1984) e afetar negativamente o crescimento e a expressdo de genes
ligados ao processo fotossintético (HDIDER & DESJARDINS, 1994;
SERRET et al., 1997; LE et al., 2001), afetando assim o desenvolvimento
da capacidade fotoautétrofica, podendo ocorrer crescimento reduzido e

morte de mudas durante a fase de aclimatizacdo (KOZAI, 1991a). Por

outro lado, a sacarose ndo pode ser eliminada do meio de cultura em
cultivos heterotréficos e/ou mixotréficos, pois € requerida como fonte de
carbono para o crescimento ou multiplicagdo dos tecidos ou células
(COURNAC et al., 1991; TICHA et al., 1998; LE et al., 2001; FUENTES et
al., 2005).

A quantidade (densidade de fluxo de fétons) e qualidade (comprimento
de onda) da luz, absorvidas através de fotoreceptores, sdo de extrema
importancia para o crescimento e desenvolvimento das plantas
(HANGARTER, 1997; RADMANN et al, 2001), podendo modificar
caracteristicas do desenvolvimento foliar, como espessura da folha,
diferenciacdo do mesdfilo, desenvolvimento vascular, divisdo celular e
desenvolvimento dos estbmatos (GRIBAUDO & FRONDA, 1993;
HAZARIKA, 2006).

Altas intensidades luminosas podem saturar o transporte de elétrons
no fotossistema Il em funcdo da oxidacdo relativamente lenta da
plastoquinona pelo complexo citocromo bgf (SANTABARBARA &
JENNINGS, 2005). O excesso de energia de excitacdo absorvida pelos
centros de reacao pode ser dissipado através do transporte de elétrons na
cadeia fotossintética para o oxigénio molecular, gerando a producgdo de
espécies reativas de oxigénio, tais como superéxidos, oxigénio singlet e
peroxidos, induzindo fotoinibicdo e fotodegradagcdo dos fotossistemas
(BUCHANAN et al., 2000; HEBER, 2002; STRIZH et al., 2005).

As caracteristicas relacionadas a capacidade de absor¢do e
transferéncia da energia luminosa na cadeia de transporte de elétrons
podem ser obtidas através da analise da cinética de emissdo da
fluorescéncia das clorofilas (KRAUSE & WEIS, 1991), possibilitando
estudos das mudancas conformacionais dos tilacéides (KRAUSE & WEIS,
1991) e uma ampliagdo no conhecimento dos processos fotoquimicos e
ndo fotoquimicos que ocorrem nos grana dos cloroplastos (ROHACEK,
2002; OUZONIDOU & ILIAS, 2005). Além disso, por ser um método
sensivel e ndo destrutivo, possibilita a obtencéo de informacgdes rapidas
sobre 0s processos relacionados ao aparato fotossintético e,
consequentemente, do estado fisiolégico dos vegetais, tendo tornado-se
uma importante ferramenta na investigacéo da fisiologia basica e aplicada
(KRAUSE & WEIS, 1991; SAQUET & STREIFT, 2002; BARBAGALLO et
al., 2003), permitindo também a efetiva avaliacdo de estresses. Dentre os
varios parametros de fluorescéncia das clorofilas a empregados para
detectar danos ao aparato fotossintético, a eficiéncia quantica fotoquimica
maxima ou eficiéncia fotoquimica méaxima do fotossistema Il (FSII), definida
pela razdo F,/Fy, onde Fy = fluorescéncia méaxima e F, = fluorescéncia
variavel, no estado adaptado ao escuro, constitui-se no parametro mais
utilizado porque fornece uma indicacdo integrada da extensdo do estresse
devido a fatores como alta intensidade luminosa, baixa ou elevada
disponibilidade de &gua ou de nutrientes (KRAUSE & WINTER, 1996;
VALLADARES & PEARCY, 1997; GLYNN et al., 2003; ZANANDREA et al.,
2006).

Assim, este trabalho teve como objetivo determinar a eficiéncia

guéantica fotoquimica maxima em folhas de plantas de batata-doce, ao
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término do cultivo in vitro e apdés serem transferidas para a casa de

vegetacdo, bem como de folhas geradas ex vitro.
MATERIAL E METODOS

Plantas de batata-doce (Ipomoea batatas L.), cv. ILS19, oriundas
da cultura de 4pices caulinares, foram utilizadas como material vegetal.
A partir do explante inicial, foram realizadas varias multiplicacdes,
através de segmentos nodais com cerca de 1 cm de comprimento, em
meio MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) suplementado com 0,5 mg L*
de benzilaminopurina (BAP), 100 mg L'de mio-inositol, 30 g L* de
sacarose e 7 g L™ de agar, até a obtencdo da quantidade de plantas
necessdrias para a instalacdo dos experimentos. Para tal fim, os
segmentos nodais foram inoculados no mesmo meio de multiplicagéo,
contendo diferentes concentracdes de sacarose (5, 10, 20,30e 40 g L'l).
Os meios foram distribuidos em erlenmeyers de 250 mL tampados com
algodéao, e apos colocagdo dos explantes os frascos foram transferidos
para camara de crescimento, durante 60 dias, com fotoperiodo de 16
horas, temperaturas de 25+1°C durante o periodo claro e 23+1°C
durante o periodo escuro. Os explantes foram submetidos a diferentes
densidades de fluxo de fotons fotossinteticamente ativos (14, 21, 42 ou
60 umol m* s'l), determinadas através de um sensor quantico
(Hansatech QSRED) e fornecidas por lampadas fluorescentes “luz do dia
especial”.

Ao término do cultivo in vitro foi determinada a eficiéncia quantica
fotoquimica méaxima (F\/Fy) na segunda ou terceira folha a partir do 4pice
de cada planta. Posteriormente, as plantas foram transferidas para
bandejas de isopor contendo substrato comercial (PlantMax®) e
aclimatizadas em casa de vegetacdo sob temperatura e umidade
controladas (23-28°C e 80%, respectivamente). Apdés uma semana da
transferéncia das plantas para a casa de vegetacdo, foi repetida a
determinacdo da relacdo F./Fy, na mesma folha originada da cultura in
vitro. Trés semanas apos o transplante, 0 mesmo parametro foi monitorado
em folhas novas, geradas ex vitro (segunda folha completamente
expandida a partir do apice).

Os parametros de fluorescéncia de clorofilas foram medidos, seguindo
o modelo descrito por ROHACEK (2002), usando um fluorémetro modulado
(FMS 2, Hansatech, King's Lynn, UK). Fluorescéncia inicial (Fo) foi medida
em folhas previamente adaptadas ao escuro por 20 minutos usando luz <
0,1 pmol m? s™, e a fluorescéncia maxima (Fy) apds um pulso saturante de
0,8 s (> 3500 pmol m? s%). A partir destes valores foi calculada a
eficiéncia fotoquimica méaxima do FSIl (F\/Fy), sendo Fy a fluorescéncia
variavel estimada pela diferenga entre Fy e Fo. Todas as determinacdes
foram realizadas entre 09:00 e 11:00 horas da manha.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em
esquema fatorial 5x4, sendo cinco concentracbes de sacarose e gquatro
densidades de fluxo de fétons realizados separadamente para as trés
condicdes de desenvolvimento foliar (folha gerada in vitro, folha gerada in
vitro e aclimatizada e folha gerada ex vitro). Cada tratamento foi composto
por quatro repeti¢bes, constituidas cada uma por um frasco contendo seis
explantes, sendo realizadas cinco determina¢des de fluorescéncia das
clorofilas por tratamento. Os dados foram primeiramente submetidos a
andlise de variancia para testar as fontes de variagdo e suas possiveis
interagBes e posteriormente efetuou-se a andlise de regressao para a
variavel em estudo. As andlises estatisticas foram realizadas com o
software SAS (STATISTICAL ANALYSIS SYSTEM, 2002).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Pela andlise de variancia observou-se uma interacdo dos fatores luz e
concentracdo de sacarose nos valores da relacdo F\/Fy das folhas de
batata-doce cultivadas in vitro (Figura 1). A eficiéncia quéantica fotoquimica
maxima observada variou de 0,73 a 0,81 nas plantas cultivadas em

densidades de fluxo de fétons de 14 e 21 umol m?s™, ndo sendo verificado

efeito significativo da sacarose na menor densidade. Entretanto, verificou-
se um decréscimo na relagdo F\/Fy nas densidades de fluxo de fétons de
42 e 60 umol m? s quando associado ao meio de cultivo contendo 5 g L™
de sacarose. Nestas condi¢cdes, os valores de F./Fy foram baixos,
atingindo médias de 0,66 e 0,62, respectivamente (Figura 1). Estes Ultimos
valores sdo similares aos obtidos por SEON et al. (2000) ao término do
cultivo in vitro de Rehmannia glutinosa, sob condi¢Bes heterotroéficas,
indicando possiveis processos de danos ao aparato fotossintético quando
as plantas foram cultivadas com baixa concentracdo sacarose (5 g L'l) e
altas densidades de fluxo de f6tons.

No tratamento com maior densidade de fluxo de fétons (60 umol m?s
') observou-se um aumento significativo na eficiéncia fotoquimica maxima
do FSII quando as plantas foram cultivadas com 10 g L' e 20 g L™ de
sacarose, mantendo-se praticamente constante nas demais concentragdes
deste agucar (0,88) e acima dos resultados de F\/Fy obtidos para as outras
densidades de fluxo de fétons (Figura 1). Embora ndo téo

acentuadamente, resultado semelhante foi observado sob densidade de 42

pmol m? s, Os valores de F\/F\ obtidos nestes tratamentos estdo dentro
dos preconizados como normais (0,75 e 0,85) em plantas sob condi¢bes de
campo e ndo estressadas (SEON et al., 2000). De acordo com KADLECEK
et al. (2003) carboidratos sol(veis podem servir como fonte de energia para
reacOes fotoprotetoras e processos de reparo, caso ocorra uma danificagéo
da membrana do tilacéide devido ao excesso de densidade de fluxo de
fétons. Além disso, a sacarose pode servir como fonte de energia para a
sintese de uma pequena proteina “heat-shock” dos cloroplastos, que
provavelmente exerceria um papel geral na protecdo do FSIlI contra
fotoinibicdo e estresse oxidativo (DOWNS et al., 1999).

A relacdo F/Fy, das folhas geradas in vitro e aclimatizadas durante
uma semana manteve-se constante independente das concentracdes de
sacarose inicialmente utilizadas (Figura 2). No entanto, observou-se uma
diminuicdo significativa, desta relacdo, com o aumento da densidade de
fluxo de fotons a que as plantas estavam submetidas in vitro (Figura 3).
Estes resultados séo diferentes dos obtidos por SEON et al. (2000), que
constataram uma diminuigcdo gradativa da relacao F\/Fy apos o transplante
de plantas de Rehmannia glutinosa cultivadas in vitro, independentemente
se as mesmas foram submetidas ao cultivo heterotréfico ou fotoautotrdéfico.
Tais resultados, segundo os mesmos autores, podem ter ocorrido devido a
um processo de fotoinibicdo relacionado as mudancas de temperatura e
luz entre o cultivo in vitro e as condi¢bes da casa de vegetagdo. Ja, VAN
HUYLENBROECK et al. (2000) em um estudo de aclimatizagdo com
plantas de Calathea louisae sob diferentes densidades de fluxo de fétons
(40, 120 ou 360 umol m? s%), verificaram que a raz&o Fy/Fy diminui logo
apés o transplante das plantas, sendo que o decréscimo foi mais
significativo com o aumento do fluxo de fétons, indicando possiveis efeitos
fotoinibitérios. Subsequentemente, os valores de F/Fy foram recuperados,
porém o0s maiores valores foram observados sempre nas plantas
submetidas ao menor fluxo de fotons.

Nas folhas formadas e desenvolvidas ex vitro observou-se efeito
significativo tanto da densidade de fluxo de fétons, quanto da concentragéo
de sacarose a que as plantas foram submetidas durante o cultivo in vitro.
Assim, verificou-se que aquelas originadas em plantas oriundas de
densidade de fluxo de fétons de 14 umol m? st proporcionaram 0s
melhores resultados da razado F./Fy, variando entre 0,78 e 0,82, nas
diferentes concentracdes de sacarose (Figura 4). Resultados similares,
embora levemente inferiores (0,72 a 0,75), foram obtidos em plantas
oriundas de 21 pmol m? st independentemente das concentracfes de
sacarose utilizadas durante a cultura in vitro. J4, as folhas geradas em
plantas submetidas a densidade de fluxo de fétons de 42 umol m?ste
concentracbes de 5e 10 g L™ de sacarose, apresentaram um decréscimo
da razdo F\/Fy para valores entre 0,62 e 0,65 (Figura 4), ocorrendo um
aumento desta relagdo em plantas oriundas de meios contendo 20 g L* de
sacarose (0,72) e mantendo-se constante nas demais concentracdes deste

carboidrato. Resultado semelhante ocorreu na combinacdo de baixas
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concentracdes de sacarose (5e 10 g L'l) com alta densidade de fluxo de
féotons (60 pmol m? s*) com valores de F/Fy de 0,63 e 0,54,
respectivamente (Figura 4).

Observam-se valores altos de F\/Fy (0,73 a 0,82), em todas as
andlises realizadas (Figura 1, 2 e 4), independente da origem e
desenvolvimento das folhas, quando as plantas foram cultivadas sob as
densidades de fluxo de fétons de 14 e 21 umol m? s™. O mesmo nao
ocorreu quando as plantas foram submetidas a densidades de fluxo de
fétons de 42 ou 60 umol m?s™ e cultivadas em meio contendo 5 g L * de

sacarose, verificando-se um aumento da razdo F./Fy quando as plantas

R?=0.9743

foram aclimatizadas, passando de 0,66 para 0,79 e de 0,62 para 0,80,
respectivamente, em relacdo aos valores obtidos in vitro (Figura 1 e 2),
ocorrendo assim uma recuperacao da eficiéncia fotoquimica maxima das
mesmas. Resultados similares aos detectados nas folhas in vitro foram
observados nas folhas geradas ex vitro quando as plantas foram cultivadas
sob baixa concentracdo de sacarose e altas densidades de fluxo de fotons
(Figura 4). Outro aspecto evidenciado é que a razdo F./Fy das folhas
geradas in vitro foi superior a das folhas geradas ex vitro, com excec¢éo do
tratamento com 14 pumol m? s de densidade de fluxo de fétons (Figura2 e
4).
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Figura 1. Eficiéncia quantica fotoquimica maxima (F\/Fy) determinada em folhas de batata-doce geradas in vitro, submetidas as diferentes concentragfes de

sacarose e densidades de fluxo de fétons.
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Figura 2. Eficiéncia quéntica fotoquimica maxima (F\/Fy) determinada em folhas de batata-doce geradas in vitro e aclimatizadas, submetidas a diferentes

concentracdes de sacarose.
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Figura 3. Eficiéncia quéantica fotoquimica maxima (F\/Fy) determinada em folhas de batata-doce geradas in vitro e aclimatizadas, submetidas a diferentes

densidades de fluxo de fétons.
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Figura 4. Eficiéncia quantica fotoquimica maxima (F\/Fy) determinada em folhas de batata-doce geradas ex vitro, submetidas as diferentes concentracdes de

sacarose e densidades de fluxo de fétons.

A maioria dos valores obtidos neste trabalho para a eficiéncia
fotoquimica méaxima do FSIl esta de acordo com os relatados por LI et al.
(2004), que estudaram a relagdo F/Fy para 99 espécies nativas de
diferentes habitats da regido da Mongodlia, obtendo uma média de 0,72
para plantas C; e aqueles relatados por BJORKMAN E DEMMING (1987),
gue realizaram uma compilacéo de inimeros trabalhos referentes a plantas
C; e obtiveram um valor médio da relacdo F./Fy de 0,83. Conforme
LICHTENTHALER et al. (2005), os valores de F\/Fy, tipico de folhas nao
estressadas, estdo entre 0,74 e 0,85 e um declinio nesta raz&o indicaria
uma diminuicdo na eficiéncia fotoquimica do FSIl e um distarbio ou
danificagdo no aparato fotossintético, bem como de um aumento no
processo de fotoinibicdo, o qual é frequentemente atribuido a danos na
proteina D1 (GUO et al., 2006). Por outro lado, os baixos valores de Fy/Fy
obtidos em plantas desenvolvidas em meios com baixa concentracdo de
sacarose e sob altas densidades de fluxo de fétons s@o similares aos
obtidos por VAN HUYLENBROECK et al. (1998), em um estudo com
plantas de Calathea louisae submetidas a 3% de sacarose e 2% de glicose
no cultivo in vitro. Estes autores encontraram valores de F./Fy de 0,66 e
atribuiram este dado como indicativo de estresse. JA KADLECEK et al.
(2003), trabalhando com plantas de tabaco (Nicotiana tabacum L.)
cultivadas in vitro com diferentes concentragfes de sacarose (0, 3 ou 5%) e
duas densidades de fluxo de fétons (80 ou 380 pmol m s'l) verificaram
gue as plantas crescidas fotoautotroficamente e submetidas ao alto fluxo
de fétons apresentavam sintomas de fotoinibicdo. A auséncia de sacarose
associada ao alto fluxo de fétons levou a um decréscimo de F\/Fy para
0,49, enquanto que os demais tratamentos proporcionaram valores entre
0,70 e 0,75.

Convém salientar que as plantas cultivadas in vitro sdo normalmente
submetidas a condi¢des nutricionais e fisicas que, frequentemente,
caracterizam condi¢Bes heterotréficas e/ou mixotréficas, minimizando a
capacidade fotossintética das folhas (AMANCIO et al., 1999; SEON et al.,
2000; CARVALHO et al., 2001; LE et al., 2001). Assim, a presenca de
sacarose no meio de cultivo e a baixa disponibilidade de CO, atuariam
negativamente na regulagdo de enzimas do Ciclo de Calvin, inibindo o
desenvolvimento do aparato fotossintético e diminuindo a taxa
fotossintética, principalmente pelo decréscimo da atividade da Rubisco
(GROUT, 1988; VINA et al., 1999; LE et al., 2001; CARVALHO &
AMANCIO, 2002; SEMORADOVA et al., 2002). Por outro lado, o0 aumento
ou diminuicdo da densidade de influencia o

fluxo de fétons

desenvolvimento do mesdfilo foliar, aumentando ou diminuindo o
desenvolvimento dos grana e a estrutura dos cloroplastos (AMANCIO et
al., 1999). Os fatores citados acima, aliados a alta unidade no interior dos
frascos de cultura, ocasiona um retardo no desenvolvimento da cuticula,
das ceras epicuticulares e no aparato funcional dos estbmatos

(POSPISILOVA et al., 1998; SEON et al., 2000), resultando em falta de

controle na taxa de transpiracdo cuticular e estomatal. Dessa forma, o
ambiente in vitro pode determinar caracteristicas morfolégicas, anatbmicas
e fisiolégicas anormais, dificultando o estabelecimento das plantas ex vitro
(SEMORADOVA et al., 2002; HAZARIKA, 2006), visto que as mesmas S&0
mais susceptiveis a varios tipos de estresses (VAN HUYLENBROECK et
al., 2000). No entanto, os resultados obtidos neste trabalho mostram que
sob condicbes adequadas de luz e meio de cultura, as folhas
desenvolvidas in vitro apresentam um sistema adequado de absorcdo da
energia luminosa no FSIl, apresentando uma eficiéncia quantica
fotoquimica maxima dentro dos padrées preconizados como normais,
corroborando assim com as afirmativas de YUE et al. (1993), AMANCIO et
al. (1999) e VAN HUYLENBROECK et al.

desenvolvidas sob condigbes heterotroficas e/ou mixotroficas sao

(2000) que plantas
potencialmente capazes de desenvolver um aparato fotossintético
funcional e taxa fotossintética mensuravel.

Ap6s o transplante ndo foi observado efeito residual dos tratamentos
gue proporcionaram condi¢cfes de “fotoinibicdo”, durante o cultivo in vitro
(Figura 2). Folhas geradas in vitro e aclimatizadas, bem como na maioria
das folhas geradas ex vitro (Figura 2 e 4) apresentaram valores de F/Fy
normais, indicando que as mesmas apresentam um FSII operacional.
Segundo CARVALHO et al. (2001), um aumento da irradiancia durante a
aclimatizacdo resulta numa rapida expansdo de novas folhas com
caracteristicas autotréficas normais, melhorando as taxas de
sobrevivéncia. Em contrapartida, a luz que excede o requerimento
fotossintético pode causar fotoinibicdo. Segundo os mesmos autores, a
extensdo da fotoinibicdo depende do estado fisiolégico da planta ditado
pela prevaléncia das condicdes ambientais, a eficiéncia de mecanismo de
protecdo contra 0 excesso de energia e 0S processos de reparo para

restaurar a fotossintese.

CONCLUSAO

As condi¢des de baixas concentracdes de sacarose e altas densidades
de fluxo de fétons determinam um decréscimo da razdo F,/Fy em plantas
de batata-doce cultivadas in vitro, entretanto ndo alteram a eficiéncia
fotoquimica maxima do Fotossistema Il destas mesmas folhas apds a
transferéncia das plantas para a casa de vegetacao, evidenciando que ndo
ocorre efeito residual destes tratamentos. No entanto, o decréscimo da
razdo F\/Fy em folhas geradas ex vitro, nestas mesmas condic¢des, indica
gue as demais combina¢cbes de luz e sacarose podem proporcionar
condiges fisiologicas que otimizem a adaptacdo das plantas em casa de

vegetacao.
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