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INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

O Brasil € o pais com maior diversidade genética vegetal do mundo,
contando com mais de 55.000 espécies catalogadas de um total estimado entre
350.000 a 550.000 (Dias, 1996). Por sua extensao geografica, o pais apresenta uma
amplitude muito grande de clima e solos, o que decisivamente favorece a
implantagcdo de uma floricultura diversificada, representada tanto por espécies
tradicionalmente cultivadas, como por sua flora natural extremamente variada e
ainda pouco explorada comercialmente (CASTRO & TUCCI, 1983).

A floricultura no Brasil ndo é uma atividade nova, pois ha viveiros quase
seculares. A novidade, entretanto é a dindmica nacional em torno dessa atividade,
com crescente exigéncia na profissionalizagéo do setor (KAMPF,1997). A produc&o
de flores ainda é uma atividade econémica em expansao por parte de agricultores
que centralizam o mercado ornamental como uma econémica importante em fungéo
dos produtores envolvidos e pela produgao comercializada (ARRUDA et al.,1996).

A produgéo de flores no mercado nacional vem crescendo na ordem de 20%
ao ano, podendo ser considerada como um dos mais promissores setores da nossa
economia agricola (BONGERS, 2002). A horticultura ornamental se caracteriza
atualmente por possibilitar um fluxo de emprego, gerando renda a pequenos e
médios produtores, bem como de recursos como a incorporacao de inovagdes
tecnoldgicas, a abertura de mercado e a integracdo de processos produtivos para
atender a demanda (AKI & PEROSA, 2002).

A exemplo do que ja aconteceu nos paises do primeiro mundo, o cultivo de
flores passa por momentos de mudangcas em toda a sua cadeia produtiva (AKI,
2000). De um modo geral, a produgao de flores em todo o pais ainda segue os
padrbes tradicionais com baixos indices de capitalizacdo e tecnologia. No entanto,
caminhamos para uma nova etapa, onde a tecnificagdo e a profissionalizagédo séo
condigdes basicas para a participagdo num mercado globalizado e altamente
competitivo (BONGERS, 2002). Competitividade é aqui entendida como a
capacidade sustentavel de sobreviver, e de preferéncia crescer nos mercados
concorrentes ou em novos mercados (PEROSA, 2002).

Em um mercado exigente e altamente competitivo, os produtores se

deparam com uma necessidade de profissionalizar-se. Assim, técnicas de cultura de



tecidos vegetais compreendem ferramentas importantes para o melhoramento
massal de genotipos de interesse. Além de proporcionar uma elevada taxa de
multiplicagdo, estas técnicas possibilitam a rapida propagacao de material vegetal e
sua manutengao para produgao em qualquer época do ano (FORDHAM et al., 1982).

A propagacao de plantas de agaves pelo cultivo in vitro tem sido descrita por
diversos autores Nikam (1997), Santacruz-Ruvalcaba et al. (1999); Kartosentono et
al. (2002). No entanto, a sobrevivéncia das plantas apds a transferéncia para a
aclimatizacao é normalmente um problema (DESJARDINS, 1995). Pois, plantas
provenientes de sistemas de micropropagagdo desenvolvem-se sob condigbes
controladas de crescimento, tornando-se heterotréficas com baixa ou nenhuma
atividade fotossintética (VAN HUYLENBROECK & DEBERGH, 1996). Este problema
geralmente origina-se de uma falta de controle de perda hidrica, devido a uma alta
umidade relativa encontrada in vitro (PREECE & SUTTER, 1991), e de uma baixa
atividade fotossintética (POSPISILOVA et al., 1992), diminuindo a eficiéncia da
propagacao e aumentando os custos de produg¢ao por métodos de micropropagacao.

Estudos sobre processos de aclimatizacdo em Agave attenuata Salmy-Dyck
ainda sao incipientes e pouco esclarecedores. Neste sentido, um estudo sobre as
caracteristicas morfo-fisiologicas e bioquimicas desta espécie permitira uma
avaliacdo sobre a utilizagdo das fontes de nitrogénio e carbono na produgao de
biomassa fresca, a sobrevivéncia de plantas obtidas in vitro, assim como um
acompanhamento no comportamento fotoautotréfico, densidade e funcionalidade
estomatica das folhas (LIMA DA SILVA & DOAZAN, 1995), concentracdo de clorofila
a, b e totais (RESTANGO et al.,, 1995; DESJARDINS, 1995), determinagdes no
conteudo de ceras totais, (ROBERTS et al., 1990) e possiveis alteragdes na
concentragdo de NOs', NH;" e aminoacidos totais (BROADLY, 2000; CORRUZI &
LAST, 2000), proteinas totais (BRADFORD,1976), e a formacédo de fendis totais
(MARIGO & BOUDET, 1979; BOLWELL et al.,1985; MATO et al.,1988).

Este trabalho visa contribuir para um processo de aclimatizacdo mais
eficiente, otimizando a producdo de mudas de Agave attenuata Salmy-Dyck
originadas de sistemas de micropropagagcdo. Dependendo da consolidagédo e
desenvolvimento da tecnologia na cultura de células vegetais, essas técnicas
poderdao se tornar verdadeiras fontes de oportunidades para Santa Catarina
desenvolver sustentabilidade de mudas no elo da cadeia produtiva de flores e

plantas ornamentais, em relagdo aos demais polos produtivos ja existentes.
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Capitulo |

Crescimento de Agave attenuata Salmy-
Dyck Durante a Fase de Pré-Aclimatizacao

e Aclimatizacao



RESUMO

Agave attenuata Salmy-Dyck € uma planta ornamental originaria do México e a
maior parte das suas mudas € propagada vegetativamente por brotos.Técnicas de
micropropagacgao permitem a captura de ganhos genéticos e a obtencdo rapida de
um grande numero de mudas com alta sanidade e em menor tempo. A cultura in
vitro desta espécie utiliza o meio de cultura MS Murashige & Skoog (1962),
suplementado com varios outros componentes. A composi¢cao do meio de cultura,
principalmente as fontes e concentragbes de N e C afetam as respostas
morfogenéticas obtidas. Assim, no presente trabalho estudou-se os efeitos do meio
de cultura MS a 50 e 100% e de diferentes concentragcdes de sacarose (0, 1 e 2%)
sobre algumas caracteristicas das plantulas desta espécie nas fases de pré-
aclimatizagdo, visando aumentar as taxas de sobrevivéncia na fase de
aclimatizagao. A analise das caracteristicas de altura, produgédo de biomassa (massa
fresca e seca), taxa de sobrevivéncia e enraizamento mostraram que as plantulas de
Agave attenuata Salmy-Dyck foram dependentes das concentragcdes de nutrientes
inorganicos do meio MS e das concentragbes de sacarose. Os melhores resultados
foram obtidos em resposta ao meio MS a 100% suplementado com 2% de sacarose.

Palavras-chave: sacarose, nutrientes, dindmica de crescimento, matéria seca,
enraizamento.



ABSTRACT

Agave attenuata is a plant largely employed in the ornamental origirary fron Mexico
and most part of their plantlets are being mainly vegetatively propagated by shoots.
Micropropagation techniques allow the capture and fixation of genetic gains as well
as the fast production of a large number of stocks with high sanity standards in short
time.The tissue culture of this species relies on the use of MS Murashige & Skoog
(1962), supplemented with other components. The composition of the culture
medium mainly the sources and levels of C and N affects the in vitro morphogenic
responses. In the present work it was studied the effects of the full and half-strength
MS culture medium and different levels of sucrose (0, 1 e 2%) on some
characteristics of plantlets in the phases of pre-acclimatization in order to improve the
survival rates in the acclimatization phase. The analysis of the characteristics of
height, biomass production (fresh and dry mass), survival rate, and rooting revealed
that Agave attenuata Salmy-Dyck plantlets were dependent of the inorganic nutrient
concentrations of MS culture medium and levels of sucrose. The best results were
obtained in response to the full-strength MS culture medium supplemented with 2%
sucrose.

Key-words: sucrose, sucrose, nutrients, rooting, fresh and dry mass.



1 INTRODUGAO

Agavea attenuata Salmy-Dyck, originaria do México, é conhecida
popularmente por agave-dragdo ou tromba-de-elefante e pertence a familia das
Amaryllidaceae. E uma planta perene, semi-lenhosa, suas folhas sdo largas e
lanceoladas, de cor verde acizentadas, cerosas, suculentas e espessas, formando
uma roseta densa, com inflorescéncia ocasional de forma cbénica-cilindrica e
recurvada (LORENZI, 2001).

Esta planta tem uso ornamental em canteiros e jardins, havendo uma grande
demanda no mercado por parte dos produtores envolvidos na sua comercializagao.
Suas plantas s&do normalmente propagadas vegetativamente por brotos. Entretanto,
esta técnica apresenta uma série de desvantagens, tendo em vista que sua
propagacéo é lenta e de uma dificil adaptagéo climatica.

A cultura in vitro torna-se uma ferramenta importante para satisfazer as
necessidades de material de propagacao livre de doencgas, para a formagao de
matrizeiros, ou mesmo para e para a produgdo em larga escala em menor tempo,
atendendo desta forma a demanda dos produtores de flores e das floriculturas
(BANERAS, 1997). No entanto, poucos trabalhos foram encontrados referentes a
micropropagacao desta espécie. Para a microprogagao das plantas de agaves em
geral tem-se utilizado o meio de cultura Murashige & Skoog (1962), que é composto
de macronutrientes e micronutrientes, vitaminas, Fe-EDTA, mioinositol e sacarose,
além do agar como agente gelificador (NIKAM, 1997; SANTACRUZ-RUVALCABA et
al., 1999; KARTOSENTONO et al., 2002;).

Dentre estes compostos, a sacarose é a principal fonte de carboidrato e
energia nos meios de cultura in vitro. Embora alguns estudos demonstrarem que a
sacarose no meio de cultura pode inibir a fotossintese in vitro (LEES et al., 1991),
tem sido sugerido que o suprimento de sacarose e outros sacarideos podem alterar
o crescimento das plantas através da atividade de algumas enzimas do metabolismo
do carbono e nitrogénio (HUBER et al.,1992; KOCH, 1996).

Alguns autores, como Jones (1992); Stitt & Krapp (1999); Hsido & Jackson
(1999); Dyckmans et al. (2000); Srinivasa-Rao et al. (2000), observaram, que um
acréscimo na concentragdo de sacarose nos meios de cultura promoveu altas taxas

de sobrevivéncia, maior assimilagcdo no nitrato, incrementos da biomassa, formagao



de raizes e ajuste osmotico para a resisténcia ao estresse hidrico apds as fases in
vitro, otimizando a atividade do aparato fotossintético. No entanto, para autores
como Koroch et al. (1997), a pré-aclimatizagdo com diferentes fontes de sacarose
nao afeta somente o mecanismo fisioldgico das plantas, mas influéncia as
propor¢gdes dos diferentes nutrientes presentes no meio de cultura. Pois, segundo
Ingestad (1979), a absor¢gdo de cada nutriente influéncia e é influenciada pelos
demais. Deste modo, podemos sugerir que as alteragbes nas concentragbes de
sacarose e forga nutricional do meio de cultura podem influenciar no metabolismo do
carbono e nitrogénio, que sao fatores limitantes nos mecanismo de adaptagéo
fisiologica (KOROCH et al.,1997).

Apesar de todas estas evidéncias que a composi¢ao que o meio de cultura é
um fator limitante nos processos fisiolégicos, ha poucos estudos sobre as diferentes
alteracbes na composicdo da sacarose a partir do meio de cultura MS em relagao
aos mecanismos de adaptagédo fisiologica para superar o déficit hidrico pods-
transplante, a fim de maximizar a sobrevivéncia das plantas micropropagadas (VAN
HUYLENBROECK & DEBERGH, 1996).

O presente trabalho objetivou comparar as diferentes concentragbes de
sacarose (0, 1 e 2%) adicionadas ao meio de cultura MS a 50 e 100% nas fases de
pré-aclimatizacao in vitro em plantulas de Agave attenuata Salmy-Dyck, a fim de

otimizar as taxas de sobrevivéncias e o vigor na fase ex vitro.



2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local de Execucgao

As etapas laboratoriais das fases de pré-aclimatizagdo, aclimatizagcéo e
analises de altura, massa fresca e seca, taxas de sobrevivéncia e enraizamento das
plantulas de Agave attenuata Salmy-Dyck em respostas aos diferentes meios de
culturas in vitro e etapas de aclimatizagdo foram realizadas no Laboratério de
Biotecnologia - Estacdo Experimental de Itajai da Empresa de Pesquisa

Agropecuaria e Extensao Rural de Santa Catarina — Epagri-ltajai.

2.2 Condigao das Plantulas Durante a Fase de Pré-Aclimatizagao

Para a implantacdo do experimento, os explantes foram obtidos de plantulas
de Agave attenuata Salmy-Dyck produzidos na fase de multiplicagao in vitro. O meio
de cultura utilizado na fase de multiplicagado foi o MS Murashige e Skoog (1962),
adicionado de 0,08 mg/L™" de ANA, 0,1 mg/L™" IBA, 1 mg/L™" de KIN, 10% de agua de
coco, 20 g.L " de sacarose e gelificado com 0,6% de agar. Apds 60 dias na fase de
multiplicagédo, foi reduzido a parte aérea dos explantes, utilizando-se somente a
parte basal do caule com 2 cm de comprimento. Em seguida, estes explantes foram
transferidos para frascos de 100 mL contendo 20 mL de meio de -cultura

contemplando os seis tratamentos do experimento (Tabela 1).

Tabela 1: Meios de cultura utilizados durante a fase de pré-aclimatizacao in vitro em explantes de
Agave attenuata Salmy-Dyck.

Murashige & Skoog (1962) (%) Sacarose (%)
0
50 1
2
0
100 1
2
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O experimento foi conduzido no sistema fatorial em blocos inteiramente
cusualizado e as parcelas foram constituidas por 73 frascos com 4 plantulas por
frasco. As culturas foram mantidas em camara de crescimento a temperatura 25*
2°C, com umidade relativa de aproximadamente 60%, intensidade luminosa de 40

umol.m?.S™ e fotoperiodo de 16 horas, durante 60 dias.

2.3 Condigao das Plantulas Durante a Fase de Aclimatizagao

Plantulas originadas da fase de pré-aclimatizagdo in vitro submetidas aos
diferentes tratamentos foram transferidas para bandejas de isopor contendo 200
células, tendo como substrato casca de arroz calcinada. As bandejas foram
dispostas em telado de sombrite, com 50% de reduc¢ao da luminosidade.

2.4 Avaliagoes

Foram realizadas trés avaliagdes: a primeira 60 dias apds a fase de pré-
aclimatizacao (sendo considerada o tempo 0 na fase da aclimatizagdo), a segunda
aos 70 dias apds a implantacéo dos tratamentos in vitro (10 dias apos a fase da
aclimatizagdo) e a terceira aos 80 dias apos a implantagao dos tratamentos na fase
in vitro (20 dias ap0ds a fase da aclimatizagao).

2.5 Caracteristica Morfolégica

Para as medicbes da altura das plantulas foi realizada com a utilizagao de
regua graduada (mm). A massa fresca e seca das plantulas foi determinada
utilizando plantas inteiras escolhidas ao acaso. Apds a lavagem as plantulas foram
secas em papel toalha sendo em seguida pesadas em balanga analitica Gehaka

modelo AG 200. Apds, a parte aérea foi acondicionada em sacos de papel em
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mantida em estufa a 65°C, por 24 horas. Em seguida o material foi novamente
pesado na mesma balanga analitica para determinagdo da massa seca.

Plantulas de Agave aftenuata Salmy-Dyck obtidas nas fases de pré-
aclimatizagao e aclimatizagdo foram avaliadas quanto a altura (cm), massa fresca e

seca (mg), taxa de sobrevivéncia (%), taxa de enraizamento (%).

2.6 Analise Estatistica

Para os parametros analisados foram utilizadas trés repeticdes com trés
amostras cada amostra corresponde a uma planta. Os dados obtidos foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA), e a comparagdo das meédias foi
realizada pelo teste SNK, em nivel de 5% de probabilidade, conforme

recomendacgdes de Steel & Torrie (1980).



3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Altura

Os maiores valores para altura ocorreram na fase de pré-aclimatizacao 60 dias in
vitro para todos os tratamentos analisados (Figura 1), enquanto que na fase ex vitro a
dindmica do crescimento foi lenta (Tabela 2). Este crescimento lento pode estar
relacionado ao pequeno intervalo de tempo em que foram realizadas as avaliagbes na
fase ex vitro, ao final do décimo e vigésimo dia da fase de aclimatizagdo. De acordo com
Aldrufeu (1987), plantulas provenientes do cultivo in vitro geralmente apresentam um
atraso no crescimento quando sao transferidas para casa de vegetagdo. Pereira et al.,
(2000) citam que essa parada no crescimento quando as plantas sdo aclimatizadas pode
ser devido as condi¢cdes adversas que se encontram no momento da transferéncia ex
vitro, como alta umidade relativa nos frascos de cultura, e pelo alto indice de estdmatos e
raizes n&o funcionais.

A avaliagéo da dinamica de crescimento (altura) nas fases de pré-aclimatizacao e
aclimatizacao permite avaliar o metabolismo celular e a capacidade de adaptacdo das
plantas ao déficit hidrico (YORDANOV, 2000). Segundo Marschner (1986), as maiores
taxas de crescimentos in vitro das plantulas nos periodos iniciais do desenvolvimento se
devem a maior velocidade de absorcdo dos nutrientes pelas plantulas nesse periodo,
guando o meio de cultura esta mais favoravel ao transporte de troca de ions.

Em culturas in vitro as condi¢des do ambiente sdo determinadas e controladas,
portanto, o meio de cultura é um dos fatores que mais influencia o desenvolvimento das
plantulas, determinando também o seu estado nutricional. A presenca, a concentragéo e
as inter-relagbes entre os nutrientes determinam a expressdao do maximo crescimento
vegetativo. Esses fatores variam conforme a espécie e o meio em que se encontram.
(CAPALDI, 2002),

Outro fator que pode estar relacionado a inibicdo do crescimento na fase de
aclimatizacao € o metabolismo acido das crassulaceas (MAC). Este inclui as agavaceas,
que fecham os estdbmatos durante o dia e os abrem durante a noite, quando a perda de
agua € menor, para absorverem CO, que é transformado em acidos organicos. Os acidos

organicos formados durante a noite se decompdem no dia seguinte liberando CO, que ai
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€ assimilado pelo ciclo de Calvin. Este processo promove uma baixa assimilacéo de CO,
gque consequentemente afetara o crescimento desta espécie (SCHROEDER et al., 2001)
(Tabela 2).

Os resultados obtidos mostraram que ndo houve diferenca significativa entre
as concentragdes nutricionais do meio de cultura MS a 50 e 100% durante a fase in
vitro (Tabela 2). Deste modo observamos que as menores concentragdes de
nitrogénio fornecidas as plantulas durante a fase in vitro ndo afetaram o seu
desenvolvimento quando comparados com plantas cultivadas com o dobro de
nutrientes. Resultados semelhantes a estes foram encontrados por Capaldi (2002),
em plantulas de Cryptomeria japonica.

Segundo Aurisano et al. (1995a), o crescimento e regeneracéo in vitro sao
fendmenos complexos e podem estar sendo influenciados por fatores ambientais e
genéticos. Assim, no presente trabalho, durante os sessenta dias de cultivo in vitro
nao foram renovados os constituintes nutricionais, o que pode ter promovido uma
deplecao de nutrientes. Os fatores ambientais podem estar relacionados ao tempo
de cultivo e os fatores genéticos estdo envolvidos na complexidade da variagéo
bioquimica e fisiolégica por parte da plantas MAC em relacdo a aquisicdo de
carbono para a absorgéo de nutrientes (CUSHMAN, 2001).

E importante ressaltar que a concentragdo nutricional no meio de cultura ndo
afetou a dindmica de crescimento somente na fase in vitro, pois apés o décimo e
vigésimo dia da fase de aclimatizagao, observou-se que plantulas oriundas de meios
de cultura com MS 100% promoveram um maior incremento na altura (Tabela 2).

Assim, sugere-se que os fatores de crescimento variam conforme a espécie
cultivada e o ambiente em que se encontram (CAPALDI, 2002). Os resultados
obtidos no presente trabalho corroboram com os resultados em culturas in vitro de
paniculas de Sorghum bicolor, nas quais a composi¢ao nutricional ndo afetou o
desenvolvimento in vitro, porém, refletiu negativamente nas fases de aclimatizagao.
Deste modo conclui-se que composi¢coes de meios de cultura com diferentes
concentragdes de nitrogénio afetam significativamente a intensidade de proliferagéo
dos explantes (TORIBIO et al., 1989).
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E F

Figura 1: Agave attenuata Salmy-Dyck aos 60 dias de cultura in vitro, em resposta aos tratamentos:
(@) T1 - meio MS (50%) sem sacarose, (b) T2 - meio MS (100%) sem sacarose, (c) T3 - meio MS
(50%) com 1% de sacarose, (d) T4 - meio MS (100%) com 1% de sacarose, (e) T5 - meio MS (50%)
com 2% de sacarose, (f) T6 - meio MS (100%) com 2% de sacarose.

O efeito nutricional do MS a 100% nas plantas se da ao fato que as fontes
de nitrogénio e aminoacidos em geral mostram-se eficientes em varias espécies

(TUPY et al., 1983). Pois o nitrogénio serve nao somente como fonte primaria para o
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crescimento de muitas células eucarioticas mais promove a comunicagdo entre
células e tecidos dentro dos organismos multicelulares (YOUNG et al., 1999). No
entanto o grau de resposta nas plantas € muito variavel, dependendo da espécie,
nutricdo mineral, enriquecimento de CO; e influéncias sinérgicas de outros tipos de
estresses que a plantula pode sofrer (POORTER & PEREZ-SOBA, 2001). Em todas
as espécies o efeito do estresse diminui a atividade fotossintética, associada as
alteragdes do metabolismo do carbono e nitrogénio (CORNIC & MASSACI, 1996).

Tabela 2: Altura de plantulas de Agave attenuata Salmy-Dyck micropropagadas em meio MS a 50 e
100% com diferentes concentracdes de sacarose (0, 1 e 2%).

Altura (cm)
Tratamentos Tempo de aclimatizagao (dias)
Sacarose MS 0 10 20
%

0 365Ab s e
1 50 759 Aa 765Bb 7,72Bb
2 821Aa 8,44 B a 862Ba .
0 3,19Ab s e
1 100 8,80Aa 9,45ADb 9,80ADb
2 9,83Aa 10,56 A a 11,01 Aa

CV% 90,27 5,51 5,08

Letras mailusculas comparam médias de MS para cada concentragdo de sacarose. Letras minusculas
comparam médias das concentragbes de sacarose em cada MS. Médias seguidas da mesma letra
nao diferem significativamente pelo teste SNK (p<0,05).

Para a altura durante a fase in vitro as concentragdes de sacarose 1% e 2%
nao influenciaram estatisticamente entre si, porém a presenca de sacarose no meio
de cultura refletiu no crescimento in vitro quando comparada aos tratamentos sem
sacarose (Tabela 2).

A influéncia da sacarose no crescimento in vitro esta relacionada a
expressédo de genes da ciclina (RIOU-KHAMLICH et al., 2000), que promovem a
proliferagdo celular em diferentes regides meristematicas (PRITCHARD et al., 1999).
A sacarose e a glicose induzem o ajuste osmaético (SRINIVASA-RAO et al., 2000),
além de proporcionarem as plantas uma maior adaptagcdo metabdlica através de
moléculas sinalizadoras que evitam o estresse hidrico (JONES, 1992).

Apds o décimo e vigésimo dia da fase de aclimatizagéo observou-se que as

plantulas sofreram uma influéncia residual da concentracdo de sacarose 2%
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independente da concentragédo do meio MS utilizado na fase in vitro. Deste modo,
resultando em aumento significativo na altura das pléntulas em estudo. Estes
resultados se acentuam no meio de cultura MS a 100% (Tabela 2). O crescimento ex
vitro fotoautotréfico de plantulas de tabaco foi melhorado significativamente em
resposta a sacarose no meio de cultivo (KADLECEK et al., 1998). A influéncia da
sacarose no crescimento ex vitro tem sido atribuida ao aumento do potencial
osmotico da célula, deste modo, aumentando o turgor celular promovendo
crescimento (DELUCIA et al., 1985).

Morte Morte Morte Morte

Altura (%)
(o]

0 10
Tempo de aclimatizagao (dias)

m MS 50% semsacarose m MS 50% +1% sacarose
@ MS 50% + 2% sacarose B MS 100% sem sacarose
B MS 100% + 1 sacarose B MS 100% + 2% sacarose

Figura 2: Altura de plantulas de Agave attenuata Salmy-Dyck micropropagadas em meio MS a 50% e
100% com diferentes concentracbes de sacarose (0, 1 e 2%), apds 20 dias de aclimatizacdo. As
setas indicam mortes dos explantes.

No presente trabalho, a altura das plantulas de Agave attenuata Salmy-Dyck
foi lenta, principalmente nas fases de aclimatizagdo. Os resultados mostraram que o
meio MS a 100% com sacarose 2% promoveu resultado significativamente superior
para a altura em relagdo aos demais tratamentos (Figura 2). Deste modo, pode-se
concluir que a concentragao nutricional do meio de cultura em conjunto com a
concentracdo de carbono disponivel sdo os principais fatores limitantes para o

crescimento desta planta.
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3.2 Massa Fresca e Seca

A sacarose 2% independente da concentracdo do meio de cultura MS,
possibilitou um incremento em massa fresca e seca ao final da fase de preé-
aclimatizagdo. O meio MS 100% acentuou ainda mais o incremento de massa fresca
e seca (Tabela 3).

Estes resultados corroboram com os obtidos por Solarova et al. (1989),
Ticha et al., (1998), que observaram um incremento de massa seca em pléntulas de
tabaco em meios de cultura acrescidos com 2% de sacarose. Resultados
semelhantes a estes também foram obtidos em plantulas de videiras (FILA et al.,
1998), morango (DESJARDINS, 1995), e banana (NAVARRO et al., 1994). Segundo
Wainwright & Scrace, (1989), a concentragdes de 2% a 4% de sacarose no meio de
cultura podem maximizar a atividade nutricional através da assimilagdo de carbono
para a Rubisco. Deste modo, sugere-se que o desenvolvimento do aparelho
fotossintético destas plantulas seja dependente da concentragdo de sacarose no
meio de cultura (POSPISILOVA et al., 1987).

O efeito do meio MS 100% na producéo de biomassa in vitro pode estar
correlacionado ao aumento da area foliar (Capitulo IlI). Segundo Kaiser & Huber,
(2001) as fontes de nitrogénio influenciam o crescimento e diferenciagéo celular.
Tendo em vista que um aumento na concentragao nutricional e fontes de carbono
influenciam positivamente o incremento da area da folha, mostrando que o
metabolismo do carbono e do nitrogénio sdo dependentes um do outro.

Ja na fase ex vitro observou-se que as plantulas provenientes do meio de
cultura suplementados com 2% de sacarose continuaram a promover um acréscimo
significativo na massa fresca e seca ao final do décimo e vigésimo dia da
aclimatizagdo. E que a concentragédo de 2% sacarose no meio de cultura acentuou o
efeito nutricional do meio MS 100% (Tabela 3).

Os resultados obtidos nos tratamentos com o meio MS 100% sugerem a
existéncia de um equilibrio entre a taxa de absorgdo de nutrientes e a conversao de
massa vegetal fresca e seca, ja que as condicbes ambientais e a necessidade
especifica dos nutrientes para cada espécie podem estar influenciando seu
crescimento (INGESTAD et al., 1995). E que tanto, a assimilagdo do carbono como

do nitrogénio representa um ponto central para o crescimento de plantas e outros
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organismos (SILVEIRA et al., 2001).
No presente trabalho constatou-se que os tratamentos com meio de cultura
MS 100% em conjunto com a sacarose 2% promoveram um aumento na dinamica

do crescimento, altura e area foliar, (Capitulo Il), tanto na fase in vitro como ex vitro.

Tabela 3: Produgdo de biomassa (Massa Fresca e Seca) de Agave attenuata Salmy-Dyck
micropropagadas em meio MS a 50 e 100% com diferentes concentragdes de sacarose (0, 1 e 2%).

Tratamentos Massa fresca Massa seca

Sacarose MS (mg)
%

60 dias apés pré-aclimatizagao in vitro
Avaliagao 1

0 159,83 Ab 483 ADb
1 50 136,33 Bb 6,63BDb
2 219,16 B a 8,63 B a
0 148,67 A b 457 Ac
1 100 185,50 A b 8,80Ab
2 266,33 A a 11,85 Aa

CV% 25,76 25,21

10 dias apods aclimatizagao
Avaliacao 2

1 265,16 Ab 16,00 A b
2 50 317,50 B a 18,33 B b
1 271,50 Ab 14,02 ADb
2 100 511,33 A a 30,00 A a

CV% 20,03 20,03

20 dias apés aclimatizacao
Avaliacao 3

1 211,16 A a 9,16 A a
2 50 249,00 B a 12,16Ba
1 210,33 Ab 12,33 ADb
2 100 591,50 A a 35,16 A a

CV% 14,5 19,36

Letras mailusculas comparam médias de MS para cada concentragdo de sacarose. Letras minusculas
comparam médias das concentragdes de sacarose em cada meio MS. Médias seguidas da mesma
letra ndo diferem significativamente pelo teste SNK (p<0,05).

Levando em consideragdo os resultados obtidos em relacdo as
caracteristicas da dinamica de crescimento da espécie em estudo, pode-se verificar
que a sacarose 2% adicionada ao meio MS 100% propiciou resultados superiores

para altura, massa fresca e seca. Tendo em vista que o carbono e nitrogénio sao
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fatores limitantes para otimizar o crescimento fotoautotrofico. Deste modo, fica
evidente que a micropropagacao in vitro com concentracao de sacarose 2% no meio
MS 100% influenciou positivamente na aclimatizacdo dessa espécie. Nao houve
interacdo entre as concentragdes de sacarose (0, 1 e 2%) com a concentragéo do

meio MS 50 e 100% para a massa fresca e seca.

3.3 Taxa de Sobrevivéncia

As plantulas provenientes dos meios de cultura com sacarose 1% e 2%
independente da concentragdo do meio de cultura MS, apresentaram uma taxa de
sobrevivéncia de 100% apds os sessenta dias in vitro (fase de pré-aclimatizagao).
Enquanto que as plantulas mantidas em meio de cultura MS com 50% e 100% na
auséncia de sacarose apresentaram uma taxa de sobrevivéncia de 45% e 60%
(Figura 3).

ApOs os trés primeiros dias de transferéncia para a fase de aclimatizacao, as
pléntulas provenientes dos meios de cultura sem sacarose mostraram uma taxa de
mortalidade de 100% (Figura 3). Resultados semelhantes a estes foram encontrados
com a espécie Actinidia deliciosa, onde a eliminagcdo da sacarose no meio de cultura

resultou na mortalidade de 60% nas plantulas micropropagadas (ARIGITA et al.,
2002).

120 - Morte Morte Morte Morte

dll Il

Tempo de aclimatizagao (dias)

Sobrevivéncia (%)

B MS 50% semsacarose B MS 50% +1% sacarose
@ MS 50% + 2% sacarose @ MS 100% sem sacarose
B MS 100% + 1 sacarose B MS 100% + 2% sacarose

Figura 3: Taxa de sobrevivéncia de plantulas de Agave attenuata Salmy-Dyck micropropagadas em
meio MS a 50% e 100% com diferentes concentracbes de sacarose (0, 1 e 2%), apds 20 dias de
aclimatizagao. As setas indicam morte dos explantes.



21

O decréscimo nas taxas de sobrevivéncia pode estar relacionado a taxa de
transpiracdo e condutancia estomatica, que é relativamente alta em meios com a
auséncia de sacarose (POSPISILOVA et al., 1987). Pois, a sacarose no meio de
cultura serve ndao somente como fonte de energia, mas também como um agente
osmotico. Este ajuste osmotico ocorre devido a hidrolise da sacarose em frutose e
glicose que pode ocorrer durante a autoclavagem do meio de cultura, talvez pela
acgao da invertase localizada na parede celular (GEORGE & SHIRINGHTON, 1984).

No presente trabalho constatou-se uma inibigdo na produgado de biomassa
bem como, atrofia na altura e nas folhas das plantulas cultivadas com auséncia de
sacarose, as quais, além disso, mostraram-se vitrificadas. Folhas vitrificadas podem
estar relacionadas a ineficiéncia do aparato fotossintético (CAPPELADES et al.,
1991; DESJARDINS, 1995), afetando a acumulagdo de massa fresca, o que
consequentemente afetara a sobrevivéncia e adaptagcdo das plantas cultivadas in
vitro apés sua transferéncia para condi¢cdes ex vitro. Estes resultados demonstram
que as plantulas de Agave attenuata Salmy-Dyck nao fixaram carbono suficiente
para sustentar seu crescimento na auséncia de sacarose.

As plantulas oriundas do meio de cultural MS basal a 100% apresentaram as
maiores taxas de sobrevivéncia. Estes resultados se acentuaram com a
concentracdo de sacarose 2% no meio de cultura (Figura 3). A medida que se
diminuiu a concentracdo do meio MS e a concentragcdo de sacarose, observou-se
menor incremento na massa fresca e seca (Tabela 3) e na taxa de sobrevivéncia
(Figura 3) durante as fases de aclimatizacgéo.

Estas respostas estdo de acordo com o que € citado por Marin & Gella
(1988). Esses autores observaram que esse decréscimo na produg¢ao de biomassa e
na taxa de sobrevivéncia ocorreu em torno dos 14 dias apdés o inicio da
aclimatizagao de mudas produzidas in vitro e atribuiram esse fendmeno ao estresse
hidrico das plantas, que & causado pela baixa eficiéncia na troca do metabolismo
heterotréfico para o mixotrofico.

A sacarose 2% presente no meio de cultura MS basal 100% promoveu um
melhor desempenho metabdlico e morfo-fisiolégico que refletiu na taxa de
sobrevivéncia durante a fase de aclimatizacdo. Kumar et al. (2001), observaram um
aumento significativo nas taxas de sobrevivéncia durante as fases de aclimatizacao
em plantulas de mandarin cultivadas in vitro em resposta a sacarose no meio de

cultivo. Segundo George & Sherrington (1984), este efeito positivo nas taxas de
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sobrevivéncia na fase de aclimatizagédo esta correlacionada positivamente com um
aumento nas fontes de carbono e nutrientes durante a fase in vitro. Enquanto que a
baixa taxa de sobrevivéncia em resposta ao meio de cultura MS a 50% pode estar
relacionada a alteragées no metabolismo do C e N, que podem afetar negativamente
o desenvolvimento das ceras epicuticulares e o funcionamento do aparelho

estomatico durante os processos de micropropagacéo (Capitulo Il).

3.4 Taxa de Enraizamento

Plantulas micropropagadas sem sacarose nao sobreviveram apds os trés
primeiros dias de transferéncia ex vitro devido a auséncia de raizes in vitro
(ZIMMERMAN, 1983). No presente trabalho, uma das provaveis causas da nao
sobrevivéncia das plantulas, pode estar relacionado com a auséncia de
enraizamento provenientes dos meios de cultura sem sacarose (Figura 4). Embora
Debergh & Maene (1981); Borkowska (2001) defendam a idéia que as raizes
produzidas in vitro nao apresentam funcionalidade, € possivel que estas possam
servir apenas de sustentacédo e reserva de nutrientes até que novas raizes sejam
formadas, durante a fase de aclimatizacao.

O meio MS basal com 50% resultou em uma alta taxa de enraizamento in
vitro independente da concentragdo de sacarose. Sendo que o meio MS 100% com
2% de sacarose resultou em taxas médias de 65% de enraizamento, enquanto que a
concentragdo de 1% de sacarose a média na taxa de enraizamento foi de 30%
(Figura 4).

A alta taxa de enraizamento in vitro no meio MS basal a 50% pode estar
relacionado ao acumulo dos carboidratos soluveis (amido) nas fases de
micropropagacao (Capitulo Illl), uma vez que o meio MS basal a 50% esteve
associado aos maiores teores de amido. Segundo Alhama et al. (1998), sob
suprimentos limitantes de nitrogénio o amido tende a se acumular nas plantas. Este
amido acumulado é apontado como indicador das reservas de carboidratos para o
desenvolvimento de novos 6rgaos, incluindo as brotagbes e raizes (MARTIN &
SMITH, 1995).

Segundo Van Der Werf (1996), a disponibilidade de N exerce uma forte
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influéncia na alocagcéo de biomassa para raiz e parte aérea. Plantulas de Allium
porrum quando transferidas para meio com menores teores de N aumentaram
rapidamente o a taxa de enraizamento (VAN DER WERF & NAGEL, 1996).

De acordo com George (1996), as plantulas que desenvolvem raizes in vitro
apresentam maior habilidade em estabilizar a perda hidrica durante a fase de
aclimatizagcdo. No entanto, existem alguns obstaculos para isolar e caracterizar os
fatores que controlam os fenbmenos que estdo envolvidos no processo de formagao
de raizes, em virtude da sua complexidade e da grande interagdo existente entre
eles (ASSIS & TEXEIRA, 1998).

Morte Morte Morte

Morte Morte Morte

Wi

Tempo de aclimatizagao (dias)

Enraizamento (%)
S

B MS 50% semsacarose B MS 50% +1% sacarose
@ MS 50% + 2% sacarose @ MS 100% sem sacarose
| MS 100% + 1 sacarose B MS 100% + 2% sacarose

Figura 4: Taxa de enraizamento das plantulas de Agave attenuata micropropagadas em meio MS a
50% e 100% com diferentes concentragbes de sacarose (0, 1 e 2%), apds 20 dias de aclimatizagao.
As setas indicam morte dos explantes.

No presente trabalho os resultados obtidos demonstraram que as pléantulas
produzidas do meio MS a 50% enraizaram somente na fase in vitro, ndo formando
raizes na fase de aclimatizacéo (Figura 4).

Segundo MacClenlland (1990), as raizes formadas in vitro sdo pouco
funcionais por nao apresentarem pélos radiculares e apresentarem deficiente
conexao vascular com parte aérea das plantas, resultando numa restrita
transferéncia de agua e nutrientes para a parte aérea afetando a formacéao de raizes
durante a aclimatizacédo. Estes resultados podem estar relacionados com a queda

drastica na taxa de sobrevivéncia em plantulas oriundas do meio MS a 50% . Em
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contrapartida, a concentracdo de 2% de sacarose no meio MS a 100%, além de
promover enraizamento in vitro manteve a caracteristica de desenvolver raizes
durante a fase da aclimatizacdo. A taxa de enraizamento foi de 75% ao final do
décimo dia e de 85% no final do vigésimo dia da fase da aclimatizagao (Figura 4).

Este fato pode estar relacionado com o aumento do amido nestes mesmos
tratamentos (Capitulo Ill). Outros fatores que podem ter influenciado no
desenvolvimento de raizes neste tratamento foi o aumento de clorofilas totais
(Capitulo 1), que influenciam diretamente na atividade fotossintética (RIVAL et al.,
1997), aumentando significativamente a area foliar (SHORT et al., 1984; DENG &
DONNELLY, 1983), e promovendo um aumento na densidade estomatica (Capitulo
II). O estbmato € uma estrutura epidérmica que regula a difusdo do CO;, para o
mecanismo fotossintético assim como as trocas gasosas e hidricas entre a folha e a
atmosfera para a transpiragdo e sobrevivéncia das plantas nas etapas de
aclimatizacdo (BROWNLEE, 2001). Ferris & Taylor (1994), demonstraram que o CO,
possui efeito importante na divisdo e diferenciagdo meristematica, promovendo a
formacgao de raizes durante os primeiros estagios de crescimento em plantas de L.
corniculatus.

O pré-condicionamento pela adicdo de sacarose influenciou no
enraizamento de mudas de Potentilla fructicosa e Ficus lyrata apds a transferéncia
ex vitro (WAINWRIGHT & SCRACE, 1989). O enraizamento inicial de mudas de
macgas diminuiu proporcionalmente com o decréscimo dos niveis de sacarose
(LANE, 1978). No crescimento das plantas a altas concentragbes de sacarose, agua
e nutrientes (ROGERS et al., 1991) afetam a proliferagdo de raizes, aumentando o
turgor celular (HSIAO & JACKSON, 1999), e a taxa de sobrevivéncia na fase da

aclimatizagao em coniferas (FERRIE et al., 1995).



4 CONCLUSOES

Embora a dindmica do crescimento (altura, massa fresca e seca) na fase de
aclimatizacdo tenha variado muito pouco no decorrer do tempo, foi possivel
constatar que houve diferengas significativas entre as concentragcbes de sacarose e
0 meio basal MS tanto quanto a fase da pré-aclimatizagdo como da aclimatizagao
fase ex-vitro. As fases in vitro e ex vitro foram influenciadas negativamente pela
auséncia de sacarose nos meios MS a 50% e 100% para a altura, massa fresca e
seca como também para taxa de sobrevivéncia e enraizamento. Assim, Agave
attenuata Salmy-Dyck mostra-se dependente da sacarose no meio de cultura para
maximizar o desenvolvimento e a sobrevivéncia durantes as fases da aclimatizagao.

Foi possivel atestar a importancia da sacarose 2% para 0 mecanismo
fotossintético das plantas micropropagadas. Assim, a auséncia ou a presencga de
sacarose em menores concentragdes resulta em uma baixa adaptagao das plantas
na fase de aclimatizacdo. Outro fator negativo para a espécie em estudo foi a
reducdo nutricional do meio de cultura MS. Pois um decréscimo nas concentragdes
nitrogenadas durante a fase de micropropagacgéo pode afetar a absor¢édo do carbono
promovendo uma baixa adaptacdo ao estresse hidrico durante a fase de
aclimatizagcdo. Deste modo, para a micropropagagao de Agave aftenuata Salmy-
Dyck recomenda-se a utilizagdo do meio MS a 100% suplementado com 2% de

sacarose.
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Capitulo Il
Aspectos Morfo-Fisioldégicos de Agave
attenuata Salmy-Dyck Durante a Fase de

Pré-Aclimatizacao e Aclimatizacao



RESUMO

Agavea attenuata Salmy-Dyck apresenta aspectos morfo-fisiolégicos que minimizam
as perdas hidricas. Porém, estas caracteristicas ndo sédo suficientes para garantir
uma alta sobrevivéncia durante as fases de aclimatizagdo de plantulas
micropropagadas. Nesta fase ocorrem mudangas na morfologia e anatomia das
folhas, na epiderme e diferenciacdo do meséfilo, numero e estrutura dos estdmatos
e cloroplastos. Baseando-se na hipétese que a composicdo do meio de cultura in
vitro afeta a sobrevivéncia na fase da aclimatizagéo, o presente trabalho objetivou
estudar o efeito do meio de cultura MS a 50% e 100%, suplementado a diferentes
concentragdes de sacarose sobre algumas caracteristicas morfo-fisiolégicas durante
as fases in vitro e ex-vitro. Foram avaliadas as caracteristicas de area foliar,
densidade e funcionalidade estomatica, ceras totais, concentracao de clorofilas a,b e
totais das folhas. As diferentes concentracbes de sacarose e nutrientes no meio de
cultura influenciam no desenvolvimento e nas caracteristicas morfo-fisiologicas da
espécie em estudo. O meio de cultura MS a 50% ou 100% quando sem sacarose
afetou negativamente a fotossintese das plantulas. O meio MS a 100% com 2% de
sacarose resultou em um aumento na area foliar, na densidade estomatica, na
morfologia dos estdmatos que apresentaram formato eliptico, maior concentragéao de
ceras epicuticulares e clorofilas a,b e totais, principalmente na fase de aclimatizacao.

Palavras-chave: sacarose, nutrientes, estdmatos, micropropagag¢do, ceras,
clorofilas.



ABSTRACT

Agavea attenuate Salmy-Dyck presents mopho-physiological features that prevent
hydric stress. Those features however, are not correlated with a high rate of survival
in the acclimatization phase of micropropagated plants. In this phase occur changes
in the morphology and anatomy of leaves, in the epidermis and mesophyll, and in the
number and structure of stomata and chloroplasts. Based on the hypothesis that the
composition of culture medium affects the plantlet survival in the acclimatization
phase, the present work aimed at to study the effect of full and half-strength MS
culture medium supplemented with different levels of sucrose on some aspcts
morpho-physiological in the pre-acclimatization and acclimatization phases of
micropropagated plantlets Agave attenuata Salmy-Dyck The evaluated parameters
were associated to the characteristics of leaf area, density and functionality of
stomata, total waxes, and content of chlorophylls a,b, and total. The different levels of
sucrose and nutrients of MS culture medium affected the development and morpho-
physiological features. The half or full-strength MS medium free of sucrose negatively
affected the photosynthesis of plantlets. Sucrose 2% supplemented to full strength
MS enhanced the leaf area, increased the stomata density, the content of
epicuticular waxes, chlorophylls a,b and total, and affected the stomata morphology
which were elliptic in shape, mainly in the acclimatization phase.

Key-words: sucrose, nutrients, micropropagation, stomata, wax, chlorophylls.



1 INTRODUGAO

Agavea attenuata Salmy-Dyck apresenta metabolismo MAC - Metabolismo
das Crassulaceas. Plantas MAC se relacionam a varios aspectos morfoldgicos e
anatdbmicos que minimizam as perdas hidricas, incluindo a presenca de cuticula
grossa, diminuigdo na area foliar e o tamanho do estdmato, além de possuir células
e vacuolos grandes que aumentam a capacidade de armazenar agua (LEEGOQD,
1993; CUSHMAN, 2001). Porém, todo este aspecto morfolégico e anatémico néo é
suficiente para uma alta sobrevivéncia apds a fase da aclimatizagcdo de plantulas
micropropagadas. Apos a transferéncia para a fase da aclimatizagdo, ocorrem
mudangas na morfologia e anatomia foliar, bem como em toda a epiderme,
diferenciagdo do mesdfilo da folha, numero e estrutura dos estdmatos e cloroplastos
(POSPISILOVA et al.,1999).

Segundo SHANGGUAN et al. (1999); SRINIVASA-RAO et al. (2000), a area
foliar e os estbmatos sdo considerados os principais responsaveis pelo decréscimo
na atividade fotossintética. Em conjunto a esses fatores pode-se mencionar a
inibicdo da formagao de cera epicuticular na superficie das folhas (BRAINERD et al.,
1981; FUCHIGAMI et al., 1981), que por sua vez, leva a uma excessiva transpiragao
das plantas quando transferidas para ambientes com baixa umidade relativa.

Sistemas de micropropagagao sao ferramentas biotecnoldgicas para
obtencdo de mudas em grande escala (FILA et al., 1998). No entanto, ha poucos
estudos sobre o controle ambiental in vitro para maximizar a taxa de sobrevivéncia
de Agave attenuata Salmy-Dyck nas etapas de aclimatizagdo. Ha hipoteses de que
altas concentracbes de carboidratos e nutrientes no meio de cultura podem
aumentar a area foliar das plantulas (ZARRABEITIA et al., 1997), promovendo um
aumento na densidade estomatica (SALISBURY & ROSS, 1992), concentragao de
ceras totais (PAOLETTI et al., 1998), e clorofilas totais (GUIDI et al., 1997),
otimizando as etapas de aclimatizacdo. Portanto, a area foliar, densidade e
funcionalidade estomatica, ceras totais e clorofilas a, b e totais podem estar
associados com alteragbes do metabolismo do carbono e nitrogénio (CORNIC &
MASSACI, 1996).

No presente trabalho partiu-se da hipétese de que as alteragdes nas

composi¢cdes quimicas do meio de cultura in vitro podem maximizar a taxa de
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sobrevivéncia. E que as diferentes concentracbes de sacarose e nutrientes
presentes no meio de cultura podem afetar as caracteristicas morfofisiolégicas
durante as fases da pré-aclimatizagdo e aclimatizagdo de Agave aftenuata Salmy-
Dyck. Assim, o presente trabalho tem como objetivo comparar as diferentes
concentragdes de sacarose (0, 1 e 2%) no meio de cultura MS Murashige & Skoog
(1962) a 50% e 100% de sua concentragdo sobre as caracteristicas
morfofisiolégicas, como a area foliar, densidade e funcionalidade estomatica das
folhas, comprimento da célula guarda e do ostiolo estomatico, largura da célula
guarda e do ostiolo estomatico, ceras totais, bem como concentragdo de clorofilas

a,b e totais de Agave attenuata Salmy-Dyck nas fases in vitro e ex vitro.



2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local de Execucao do Projeto

As etapas laboratoriais de pré-aclimatizagdo e aclimatizacdo e as
determinacdes da area foliar, analises bioquimicas de ceras totais e clorofilas a, b e
totais das plantulas de Agave attenuata Salmy-Dyck em respostas aos diferentes
meios de culturas in vitro e etapas de aclimatizagao foram realizadas no Laboratério
de Biotecnologia - Estagdo Experimental de Itajai da Empresa de Pesquisa
Agropecuaria e Extensao Rural de Santa Catarina — Epagri-ltajai.

As avaliacbes da densidade e caracteristicas biométricas dos estématos,
dimensdes das células-guarda e ostiolo estomatico, e densidade estomatica em
resposta as mudancas ambientais das condicbes heterotroficas para as

fotoautréficas foram realizadas no laboratério de Anatomia Vegetal da UFSC.

2.2 Condigao das Plantulas Durante a Fase de Pré-Aclimatizacao

Os explantes foram obtidos de plantulas de Agave attenuata Salmy-Dyck
produzidos na fase de multiplicagéo in vitro. O meio de cultura utilizado na fase de
multiplicacdo foi o MS Murashige & Skoog (1962), adicionado de 0,08 mg/L™ de
ANA, 0,1 mg/L™" IBA, 1 mg/L™" de KIN, 10% de agua de coco, 20 g.L" de sacarose e
gelificado com 0,6% de agar. Apos 60 dias na fase de multiplicagao, foi reduzido a
parte aérea dos explantes, utilizando-se somente a parte basal do caule com 2 cm
de comprimento. Em seguida, estes explantes foram transferidos para frascos de
100 ml contendo 20 ml de meio de cultura contemplando os seis tratamentos do
experimento (Tabela 4).

O experimento foi conduzido no sistema fatorial em blocos inteiramente
casualizado e as parcelas constituidas por 73 frascos com 4 plantulas por frasco. As
culturas foram mantidas em cadmara de crescimento com temperatura 25+2° C,
umidade relativa do ar de aproximadamente 60%, intensidade luminosa 40 pymol.m’

2.5 e fotoperiodo de 16 horas, durante 60 dias.
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Tabela 4: Meios de cultura utilizados durante a fase de pré-aclimatizagédo in vitro em explantes de
Agave attenuata Salmy-Dyck.

Murashige e Skoog (1962) (%) Sacarose (%)
0
50 1
2
0
100 1
2

2.3 Condigao das Plantulas Durante a Fase de Aclimatizagao

Plantulas originadas da fase de pré-aclimatizagdo in vitro submetidas aos
diferentes tratamentos foram transferidas para bandejas de isopor contendo 200
células, tendo como substrato casca de arroz calcinada. As bandejas foram

dispostas em telado de sombrite, com 50% de reduc¢ao da luminosidade.

2.4 Avaliagoes

Foram realizadas trés avaliagdes, sendo a primeira 60 dias apos a fase de
pré-aclimatizagcado (sendo considerada o tempo 0 na aclimatizagdo). A segunda foi
realizada 70 dias apds a implantagao dos tratamentos in vitro (10 dias apés a fase
da aclimatizacéo), e a terceira aos 80 dias apds a implantagdo do experimento (20

dias apés a fase da aclimatizagao).

2.5 Avaliagdo da Area Foliar

Para a analise de area foliar, as folhas foram escaneadas e as imagens
foram avaliadas com o auxilio do software IDRISI Versao 2.0
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2.6 Densidade Estomatica

Para determinar o numero de estébmatos por area foram feitas observagoes
em microscopio optico em vista frontal da epiderme, considerando-se apenas as
zonas intercostais na face adaxial. A contagem de estdématos foi realizada em campo
microscopico, visualizado em 400x. A area do campo foi 157632,92 mm, sendo
determinada utilizando-se a formula a = 2 TR? (a = area; R = raio), onde o raio do
campo microscopio foi de 224 ym, e medida com auxilio de Iamina micrometrada.
Foram utilizadas quatro laminas para as visualizagdes, para cada lamina foram feitas
leituras em cinco campos diferentes e em cada campo foi contado 1 estédmato,
totalizando 5 estdmatos contados por lamina. Os dados obtidos foram apresentados

em nimero de estdmatos por mm?.

2.7 Densidade e Caracteristicas Biométricas dos Estomatos

A avaliagdo da densidade estomatica (numero de estdbmatos por mm? de
superficie foliar) e das caracteristicas biométricas dos estdmatos foi realizada em
folhas de plantulas das quais se extraiu a clorofila pela metodologia descrita para a
analise do conteudo de clorofilas (Capitulo IlI).

ApOs extracdo da clorofila foram realizadas as visualizagdes dos estébmatos
somente na parte mediana das folhas. A fixagdo e conservagdo das amostras foram
concluidas em etanol 70°GL, posteriormente coradas com safranina (BERLYN &
MIKSCHE, 1976 - citado por KRAUS & ARDUIN, 1997) e desidratada em série
etilica gradual. A seguir foram montadas entre laminas e laminulas com Balsamo do
Canada sintético (JOHANSEN, 1940).

As observacdes foram realizadas em Microscépio Optico (MO), marca Zeiss-
Jena, modelo Loboval 4. As fotomicrografias foram obtidas em microscopio 6ptico
Leica MPS 30 DMLS.
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2.8 Dimensoes das Células-Guarda e Ostiolo Estomatico

A determinagdo das dimensbes das células-guarda foi realizada
considerando o comprimento (eixo longitudinal, entre os dois polos da célula) e
largura (eixo transversal, na por¢do média da célula), quando em vista frontal da
superficie epidérmica. Para a determinacdo das dimensdes do ostiolo estomatico
também foi considerado o eixo longitudinal e transversal, quando em vista frontal da
superficie epidérmica.

Para as medicbes, as imagens foram projetadas, com auxilio de camara
clara acoplada ao microscépio Optico, sobre o papel e aferida com escala
micrométrica, de modo a apresentar os resultados em micrémetros. Foram utilizadas
quatro laminas para as visualizagcdes; para cada lamina foram feitas leituras em
cinco campos diferentes e em cada campo foi medido 1 estdbmato, totalizando 5
estdmatos medidos por lamina. Os dados foram apresentados em pm.

O nmero minimo amostral foi calculado pela equacdo n=(t2.s?).d  onde “t’

é dado pela tabela de Student (considerando n™', com significancia de 0,05), “s” é o
desvio padrao e “s” é igual a E/100. Média, onde E=20 para 20% de probabilidade
(SOKAL & ROHLF, 1969).

As médias obtidas para cada um dos seis tratamentos foram comparadas
por andlise de variancia (analise multifatorial) e teste SNK (ao nivel de significancia

de 5%), através do programa computacional Statgraphics (1993).

2.9 Determinagao dos Niveis de Ceras Totais

Para a determinagéo de ceras totais foi utilizada a metodologia descrita por
Roberts et al., (1990). Foi utilizada matéria fresca de plantulas oriundas de sistemas
de micropropagacgéo, bem como das fases de aclimatizagao.

Para se obter a curva padrdo extraiu-se a parte aérea de plantas mantidas
em casa de vegetacdo. Em seguida imergiu-se as mesmas em 50 mL solugao de
cloroférmio 100% durante 1,30 segundos. Esta solugao foi filtrada e logo apds o tubo

foi previamente pesado em balanga analitica e em seguida adicionou-se 25 mL da
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solugao filtrada que foi evaporada até secura total em banho-maria 100° C. Os 25
mL restantes desta solugao filtrada foram distribuidos em béqueres com 0,1 mL; 1
mL; 2 mL; 5 mL e 10 mL entre os quais foram evaporados em banho-maria até
secura total a 100°C. Depois pesou-se novamente o tubo com a cera extraida que
fora identificado e previamente pesado pela diferengca de peso (25 mL=X mg de
cera). Anotou-se o valor deste tubo com o peso anterior do tubo sem a cera e
adicionou-se solugédo acida de K, Cr, O7 (5 mL). Em seguida as amostras foram
mantidas em banho-maria, a 100°C, por 30 minutos e logo apds foram esfriadas e
adicionada agua deionizada (12 mL). Procedeu-se entdo a leitura em
espectrofotdbmetro (UV — visivel) Sento, modelo 700 plus, com a absorbancia 590
nm.

Segundo os procedimentos descritos neste protocolo para quantificar as
ceras totais foi necessario primeiramente medir 1 cm?da area da folha e em seguida
imergiu-se em 10 mL de cloroformio 100%, durante 1,30 segundos. Logo apés
filtrou-se a solucao de cloroféormio para remover as particulas; evaporou-se o filtrado
em banho-maria a 100°C até secura total; adicionou-se solugao acida de K,Cr,O7 (5
mL) e aqueceu-se em banho-maria a 100°C, durante 30 minutos. Em seguida foi
adicionada agua deionizada (12 mL) e esperou-se 5 minutos para desenvolver cor, a
partir desses extratos as amostras foram analisadas em espectrofotdmetro (UV —

visivel) Sento, modelo 700 plus, com a absorbancia 590 nm.

2.10 Determinacao de Clorofilas a,b e Totais

A determinacao do conteudo de clorofilas a, b e totais em plantulas de
Agave attenuata Salmy-Dyck foi realizada através de coletas de amostras de 100 mg
de massa fresca, conforme metodologia utilizada por Hiscox & Israelstam (1979). As
amostras foram adicionadas de 7 mL de DMSO (dimetilsulféxido) sem maceracao,
por 30 minutos a 65%. Em seguida as amostras foram submetidas ao processo de
filtragem simples em papel filtro tendo seu volume completado para 10 mL com
DMSO. Desses extratos 2 mL foram analisados em espectrofotdmetro (UV — visivel)
Sento, modelo 700 plus, para os valores de absorbancia entre 645 e 663 nm. Os

valores obtidos foram submetidos a formula de Arnon (1949), conforme descrito por
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Hiscox & Israelstam (1979):
mg/cm? clorofila a= (0,0127 X D663) — (0,00269 X D645)
mg/cm? clorofila b= (0,0229 X D645) — (0,00468 x D663)

2.11 Analise Estatistica

Para area foliar, ceras totais, clorofilas a, b e totais foram utilizadas trés
repeticbes com trés amostras. Os dados obtidos foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA); a comparag¢ao das médias foi realizada pelo teste SNK, em nivel

de 5% de probabilidade, conforme recomendacdes de Steel &Torrie (1980).



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Area Foliar

Houve uma inibigdo da area foliar em pléntulas de Agave attenuata Salmy-
Dyck cultivadas no meio MS a 50% desde a fase da pré-aclimatizacao até o final das
fases da aclimatizacdo em relagdo ao meio de cultura MS com 100% (Tabela 5).
Essa inibicao pode estar associada a um rapido esgotamento do meio de cultura e
das condi¢gdes favoraveis de crescimento da espécie, ja que as condi¢des
ambientais e a necessidade especifica de nutrientes para cada espécie podem estar
influenciando seu crescimento (INGESTAD et al., 1995).

Ndo foram detectadas diferengas significativas entre diferentes
concentragdes do meio basal MS 50% e 100% na auséncia de sacarose, porém a
sua auséncia afetou negativamente o incremento da area foliar (Tabela 5). Segundo
Lima et al. (2000), as caracteristicas genéticas e as condi¢des internas das células
podem ser afetadas pela aquisicdo e distribuicdo das fontes de carboidratos, os
quais sdo essenciais para o crescimento e desenvolvimento da area foliar.

As diferentes concentragcdes de sacarose nao diferiram estatisticamente
entre si para a area foliar na fase de pré-aclimatizacdo independente da
concentragdo do meio de cultura MS. No entanto, houve um incremento da area
foliar na presenga de sacarose 1% e 2% tanto para o meio de cultura MS com
concentracdo 50% e 100% em relagcdo aos tratamentos sem sacarose (Tabela 5).
Assim, sugere-se que a sacarose nao seja somente uma fonte de carboidrato, mas
que esteja envolvida no controle de expressédo de genes que regulam o crescimento
dos 6rgaos (SHEEN, 1994). O papel da sacarose no desenvolvimento foliar ainda é
pouco conhecido, havendo evidéncias de que ela se relacione com o controle do
ciclo celular (RIOU-KHAMLICHI et al., 2000).

Sabe-se que o0 suprimento de nitrogénio afeta ndo somente o
desenvolvimento da planta, mas também altera a area foliar e as taxas
fotossintéticas, tanto nas fases de pré-aclimatizagdo como nas fases da
aclimatizagao (WONG et al., 1985).
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Tabela 5: Area foliar e Densidade dos Estdmatos de plantulas de Agave attenuata Salmy-Dyck
micropropagada em meio MS a 50% e 100% com diferentes concentragées de sacarose (0, 1 e 2 %).

Tratamentos Area foliar Densidade dos estbmatos

Sacarose MS (sz) (mm?2)
%

60 dias apés pré-aclimatizagao in vitro

Avaliacao 1
0 1,69ADb 2474 Ab
1 50 1,94 B a 60,58 A a
2 2,13Ba 487 A8
0 1,90Ab 38,70ADb
1 100 4,72 A a 33,31 Ab
2 515Aa 70,10 A a
CV% 52,04 22,84
10 dias apés aclimatizagao
Avaliagao 2
1 220Bb 46,63 A a
2 50 443 Ba 4092Aa ...
1 490 ADb 4470 A a
2 100 7,03 Aa 4472 A a
CV% 28,33 16,65
20 dias apos aclimatizagao
Avaliagao 3
1 2,74Bb 45,04 A a
2 50 5,12Ba 4124Ba ..
1 5,32Ab 48,85 ADb
2 100 8,80 Aa 75,17 A a
CV% 29,06 15,58

Letras maiusculas comparam médias de MS para cada concentragdo de sacarose. Letras minusculas
comparam médias das concentragbes de sacarose em cada MS. Médias seguidas da mesma letra
nao diferem significativamente pelo teste SNK (p<0,05).

Podemos observar um efeito residual significativo da sacarose 2% no meio
MS 100% durante as fases da aclimatizagdo em relagao a area foliar. J& o meio
basal MS a 100% possibilitou em incremento significativo da area foliar em todas as
fases da aclimatizagao independente da concentragédo da sacararose (Tabela 5).

Ticha et al., (1998) também observou um aumento significativo na area foliar
de plantulas cultivadas em meios com sacarose 2% tantos para as fases da pré-
aclimatizagdo como da aclimatizagéo ex vitro. Para Sinclair & Horie (1989) ha uma
alta correlagédo entre o suprimento das fontes de carbono e nitrogenadas durante a
micropropagacao das plantulas de Orysa sativa L. e Zea mays L. em relagdo ao

crescimento na fase da aclimatizacao.
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Masle (2000), afirmou que a divisdo e a expansdo celular podem ser
aumentadas pelo suprimento de sacarose e possivelmente pela expressao
diferencial de genes. Além disso, esta bem estabelecido que os hormdnios estédo
envolvidos no controle de eventos tais como divisao e elongacgéao celular e sintese de
proteinas. As citocininas regulam a divis&o celular, diferenciacdo e genes da ciclina
(D°'AGOSTINO & KIEBER, 1999), e elongagao celular (RAYLE et al, 1982). Plantulas
cultivadas com altas concentragées de nitrogénio e carbono aumentaram a area
foliar em 43% em relagdo a plantas com baixa concentragdo de nitrogénio e
carbono. Estes resultados podem estar relacionados com o aumento enddgeno de
citocininas na area foliar (YONG et al., 2000).

Ainda de acordo com Masle (2000), altas concentragdes de carbono afetam
a expansao e divisdo celular na area foliar. Este aumento na divisdo celular e na
expansao celular pode somente ocorrer quando as fontes de C e N n&o sao
limitantes (LEUGENE et al., 1994). A atividade fotossintética das plantas é
influenciada pela limitagdo de nitrogénio e carbono que refletem nos niveis
enddgenos de citocininas (ARP, 1991; STITT, 1991).

O efeito significativo da presenga da sacarose nos meios de cultura in vitro
reflete positivamente na acumulagao de fontes de carboidratos nas folhas nas fases
de aclimatizacdo (MAREK et al., 1995). Até que novas folhas sejam formadas apos a
transferéncia ex vitro os carboidratos acumulados serdo as principais fontes de
energia para o crescimento das plantas (GALZY & COMPAN, 1992). Mas o estimulo
do crescimento, em resposta a elevadas concentragdes de sacarose no meio de
cultivo, provavelmente diminui com o tempo por causa da baixa regulagéo
fotossintética e modificagbes de alocagado de biomassa ou pela fenologia da planta
(URBAN, 2003).

Grout & Millan (1985), observaram que a diminuigdo nas concentragdes de
sacarose durante a fase in vitro pode ser uma estratégia pouco adequada visto que
esta reducao pode afetar o numero de folhas formadas com reflexos negativos na
fase de aclimatizacdo. Segundo Buddendorf-Joostem & Woltering (1994), a
sacarose nas fases in vitro pode promover um aumento na atividade fotossintética
que influenciara no crescimento ex vitro. O crescimento foliar através do
alongamento celular é sensivel ao estresse hidrico (HSIAO & JACKSON, 1999). Por
essa razao as plantas que crescem em condigdes elevadas de CO, possuem alta
taxa de sobrevivéncia (AMTHOR, 1991).
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N&o houve interagcdo entre as concentragbes de sacarose (0, 1 e 2%) e
concentracdes do meio MS 50% e 100%. Neste aspecto, ocorreu apenas efeito

simples dos fatores.

3.2 Densidade Estomatica

As folhas de Agave attenuata Salmy-Dyck apresentam caracteristicas
anfiestomaticas, caracterizadas pela presenga de estdbmatos em ambas as fases
(abaxial e adaxial), ocorrendo variagdo na distribuicdo estomatica sobre as duas
faces. No entanto, no presente trabalho observou-se que as folhas de Agave
attenuata Salmy-Dyck apresentaram maior densidade estomatica na fase adaxial.
Devido a este fator, a densidade e funcionalidade estomatica das folhas,
comprimento da célula guarda e do ostiolo estomatico, largura da célula guarda e
ostiolo estomatico, foram realizadas somente na face adaxial (Figura 5).

A distribuicdo e densidade estomatica na superficie foliar possuem
importantes implicagbes nas trocas gasosas (ANDERSON & BRISKE, 1990). A
distribuicdo e densidade dos estdmatos podem ser modificadas por varios fatores
ambientais afetando a epiderme, crescimento e expansao celular, numero e a forma
dos tricomas (BAKKER, 1991). Nas fases in vitro esta caracteristica pode estar
relacionada com a alta umidade relativa (NICOLOSO et al., 2001), bem como as
diferentes concentragbes exdgenas de carbono e nutrientes do meio de cultura
(FUCHIGAMI et al.,, 1981; UPRETY et al., 2002), e ao metabolismo MAC -
Metabolismo das Crassulaceas (LEEGOOD, 1993). Plantas MAC possuem varios
mecanismos adaptativos para maximizar a entrada de CO,, quando a luz e a
sacarose sao fatores limitantes (KRAMER, 1969; CUSHMAN, 2001). Observou-se
um aumento na densidade estomatica ao final da aclimatizagdo em plantulas
oriundas de tratamentos com 2% de sacarose independente da concentragdo do
meio MS (Figura 5).

As diferentes concentragdes nutricionais do meio MS 50% e 100% nao
afetaram a densidade dos estbmatos durante a fase da pré-aclimatizagédo até o final
do décimo dia da aclimatizagdo. Porém ao final do vigésimo dia da aclimatizagao,
houve um aumento significativo na densidade estomatica em plantas oriundas do

meio MS a 100% principalmente na presenga de sacarose 2% (Tabela 5).
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Figura 5: Densidade estomahca de plantulas de Agave attenuata Salmy Dyck ao final do vigésimo dia

da aclimatizacéo, sob os tratamentos: (A) T5 - meio basal MS 50% com sacarose 2%, (B) T6 - meio
basal MS 100% com sacarose 2%.

Este aumento sugere que a reducgao nutricional refletiu negativamente na
densidade estomatica ao longo do tempo. Segundo Dale (1988), o mecanismo de
diferenciagcao estomatica € influenciado por eventos biofisicos e bioquimicos que
regulam a divisdo e a expansao celular no desenvolvimento das folhas. Fatores
como luminosidade, altitude, disponibilidade hidrica, concentracao nutricional e
fontes de carboidratos podem causar mudangas na densidade estomatica (SCHOCH
et al., 1980). Aumento na concentragdo de nitrogénio no aparato fotossintético
promove um aumento na concentracdo do CO, no espaco intracelular e no sitio de
carboxilagcdo. Esta associagao benéfica promove um aumento na expansao celular e
isto implica no aumento no numero de estdmatos e células epidérmicas (BEERLING
et al., 1992).

Assim, relacionado ao presente trabalho pode-se sugerir que a expansao da
area foliar foi influenciada positivamente pela sacarose 2% no meio de cultura basal
MS 100%. Isto porque houve uma variagdo na densidade estomatica em resposta as
diferentes concentragdes de sacarose no meio MS 100% ao final do vigésimo dia da
fase de aclimatizag&o (Tabela 5).

Para os tratamentos com a auséncia de sacarose, independente da
concentracdo do meio MS utilizado, os resultados mostraram uma influéncia
negativa no numero de estdbmatos da area foliar durante as fases in vitro (Tabela 5).

A auséncia de sacarose no meio de cultura pode resultar em estdmatos
deformados, largos e salientes e estas alteragcbes morfoldgicas podem impedir o
fechamento estomatico (PREECE & SUTTER, 1991). No presente trabalho

observou-se a presenca de folhas vitrificadas nos meios MS sem sacarose. Esta
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vitrificagdo esta relacionada a falta de carboidratos nos meios de culturas
(CAPPELADES et al, 1991). Folhas vitrificadas geralmente apresentam estématos
grandes e salientes, com forma assimétrica e deformadas e ostiolos completamente
abertos devido & falta de elasticidade das células guardas (VINA et al., 2001),
aspecto este observado no presente trabalho (Figura 6), o que pode promover
perdas excessivas de agua nas fases da aclimatizagdo (BRAINERD &
FUCHIGAMI,1981).

Nao houve efeito residual significativo das diferentes concentragdes de
sacarose 1% e 2% durantes os dez primeiros dias da aclimatizacdo para a
densidade estomatica (Tabela 5). Resultados semelhantes a estes foram
encontrados por Sachs et al. (1993), onde as diferentes concentracbes de
carboidratos ndo afetaram a densidade dos estématos em folhas de P. media. No
entanto, Atkinson et al. (1997), diagnosticou um aumento na densidade estomatica
em plantulas de Quercus robur L. em funcdo do aumento da disponibilidade de
carboidratos no meio de cultura.

Apods o final do vigésimo dia da aclimatizagdo a concentragdo de sacarose
2% promoveu um efeito significativo na densidade estomatica nas plantas oriundas
do meio MS 100% (Tabela 5). Resultados semelhantes foram relatados por Meidner
& Mansfield (1968), os quais verificaram que a exposi¢ao elevada de CO, aumentou
a densidade estomatica na superficie foliar adaxial e abaxial de S. minor e L.
corniculatus, sugerindo que o CO, possui efeito na divisdo e diferenciagcéo
meristematica durante os primeiros estagios de crescimento nestas espécies
(FERRIS & TAYLOR, 1994).

Ha indicios de que os estdmatos se iniciem diretamente da divisdo celular do
protoderme tornando-se um meristema secundario formando as células guarda mae
(PALEVITZ, 1981). Para Woodward (1987), o aumento na densidade estomatica em
resposta as altas concentragbes de CO, n&o esta negativamente correlacionado
com o tamanho da folha, mas positivamente correlacionado com o numero de
células epidérmicas por mm?. Deste modo as variaveis que governam o tamanho de
area foliar, ndo necessariamente governam a divisdo celular epidérmica, mas
influenciam no crescimento celular epidérmico, podendo afetar a densidade dos
estébmatos.

Segundo Ferris & Taylor (1994), a densidade dos estdbmatos pode ser

controlada pela quantidade de substancias diretamente relacionadas a capacidade



47

de carboxilacdo do mesdfilo e a concentragao interna do CO; nas folhas. A maioria
das plantas diminui a densidade estomatica na fase de aclimatizacédo, a exemplo de
Liquidambar stryracifolium, Vaccinium corymbosum e Nicotiana tabacum (TICHA et
al., 1999). No entanto, plantas de Rhododendron spp. aumentaram a densidade
estomatica apds o transplante ex vitro (WALDENMAIER & SCHMIDT, 1990).

Alguns tratamentos propiciaram decréscimo na densidade estomatica,
exceto no meio MS 100% com sacarose 2% para o qual ocorreu aumento na
densidade estomatica (Tabela 5).

Este decréscimo na densidade estomatica pode estar relacionado as
condigbes ambientais dos meios de cultura com deficiéncia nutricional e fontes de
carbono. O aumento significativo na densidade estomatica em plantulas oriundas de
meios com a adigdo de sacarose 2% no MS 100% durante as fases de
aclimatizacdo, possivelmente relaciona-se com a associagéo benéfica das fontes de
carboidratos e nitrogénio. Tendo em vista que o metabolismo desta planta € MAC,
aumentos na densidade estomatica podem estar correlacionados a uma adaptacgéao
fisiolégica para absorver mais CO; para o interior da planta durante a noite, que sera
convertido em acidos organicos para o metabolismo fotossintético (SCHROEDER et
al., 2001). Esta difus&o do CO, para o mecanismo fotossintético e as trocas gasosas
e hidricas entre a folha e a atmosfera pode ser influenciada pelo tamanho do ostiolo
estomatico afetando a sobrevivéncia das plantas nas etapas de aclimatizagao
(BROWNLEE, 2001).

3.3 Densidade e Caracteristicas Biométricas dos Estomatos

O meio MS 100% promoveu um efeito nutricional significativo para o
comprimento da célula guarda na auséncia de sacarose e na presenga de sacarose
1% durante a fase da pré-aclimatizacéo (Tabela 6).

A auséncia de sacarose, independente da concentragdo do meio de cultura
MS, nado resultou em diferengas significativas entre si para a largura do ostiolo
estomatico (Tabela 6). Para o comprimento do ostiolo estomatico e largura da célula
guarda nao houve diferencas significativas entres as diferentes concentragdes

nutricionais dos meios de cultura. Nao foi diagnosticado efeito nutricional em todos
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os tratamentos para as variaveis comprimento do ostiolo estomatico e largura da
célula guarda durante todas as fases da aclimatizagdo (Tabela 6). Entretanto, ao
final da fase da aclimatizacdo, observou-se um decréscimo no comprimento do
ostiolo estomatico e largura do ostiolo estomatico em plantulas provenientes do meio
MS 100% na presenca de sacarose 2%. Observou-se ainda que no meio MS 100%,
quanto maior a concentracdo de sacarose menor foi o comprimento do ostiolo
estomatico. E a largura da célula guarda durante a fase de pré-aclimatizacao (Tabela
6).

As células guardas dos estébmatos funcionam como valvulas hidraulicas. As
variagbes no seu volume sao responsaveis pelo controle do grau de abertura dos
ostiolos. O grau de abertura, por sua vez, influencia decisivamente a difusédo do CO,
para o interior dos espagos aéreos foliares e a perda de agua na forma de vapor
para a atmosfera (WARD et al., 1995). As células guardas possuem um importante
papel no mecanismo dos movimentos estomaticos. A propriedade de movimento das
paredes € em grande parte determinada pela orientacdo das microfibrilas de
celulose e pela alta elasticidade da parede (PALEVITZ, 1981). Todo este mecanismo
€ influenciado pela concentragcdo de sacarose no meio de cultura, que promove um
ajuste osmotico nas células guardas (TALLMAN & ZEIGER, 1988), evitando perdas
excessivas de agua na fase da aclimatizacdo (BRAINERD & FUCHIGAMI,1981).

As analises microscépicas (Figuras 6) mostraram que os estdmatos de
Agave attenuata Salmy-Dyck durante a fase in vitro apresentaram-se totalmente
abertos e com formas arredonadas. Segundo Blanke & Belcher (1989), os estobmatos
in vitro sdo grandes e arredondados (Figura 6); a forma geralmente é influenciada
pela idade da planta. Brainerd & Fuchigami (1981), também verificaram que os
estdmatos de plantulas de macés permaneceram completamente abertos in vitro.
Isto seria uma das causas que contribuem para o estresse hidrico pos-transplante,
que geralmente ocorre devido as lentas respostas estomaticas em plantas provindas
de cultura de tecidos (SUTTER & LANGHANS, 1979).

Apés a fase da aclimatizacdo observou-se que plantas oriundas do meio
com 2% de sacarose independente da concentracdo do meio MS apresentaram
estbmatos com formato menos alongado, de forma eliptica e com densidade
crescente a partir da fase final da aclimatizacdo (Figura 6). Estas seriam
caracteristicas desejaveis para estdmatos, uma vez que se relacionam com a

minimizacdo de perdas excessivas de agua pelas folhas (ABRANS et al., 1992).
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Plantas de Rhodedendron spp tiveram o comprimento do ostiolo estomatico reduzido
depois do transplante ex vitro (WALDENMAIER & SCHMIDT, 1990). Plantas in vitro
de Prunus cerasus, Vacinum corymbosum possuiam estbmatos com forma
arredondada e quando transferidas para a fase de aclimatizacdo formaram
estdmatos elipticos (MARIN & GELLA, 1988). Assim, as plantas respondem ao
estresse hidrico mudando ndo somente a sua fisiologia, mas também a anatomia e
morfologia (LICHTENTHALER et al., 1983).

Tabela 6: Funcionalidade estomatica: comprimento da célula guarda (CCG), comprimento do ostiolo
estomatico (COE), largura da célula guarda (LCG), largura do ostiolo estomatico (LOE) de plantulas
de Agave attenuata Salmy-Dyck micropropagadas em meio MS a 50% e 100% com diferentes
concentracdes de sacarose (0, 1 e 2%).

Tratamentos CCG COE LCG LOE
Sacarose MS (um)
%
60 dias apods pré-aclimatizagao in vitro
Avaliagao 1
0 29,52Ba 12,29 Aa 952Aa 790Aa
1 50 2954Ba 10,90 Aa 8,93 Ab 514Bb
2 30,48 Aa 10,67 Aa 8,29Ab 443 Bb
0 34,47 A a 1490 A a 8,38 Aa 7,88 Aa
1 100 31,43ADb 11,46 Ab 8,24 Aa 6,24 Bb
2 30,95Ab 11,056 Ab 9,00Aa 3,62Bc
CV% 12,71 24,35 15,94 22,75
10 dias ap6s aclimatizagao
Avaliagao 2
1 28,24 Ab 11,90Ab 790Aa 7,70 Aa
2 50 29,95 A a 12,90 Aa 6,62 Ab 6,62 Ab
1 28,95Ab 11,47 Ab 7,86 Aa 7,86 Aa
2 100 31,05Aa 12,67 Aa 6,09 Ab 533Ab
CV% 16,16 15 22,75 22,75
20 dias apo6s aclimatizagao
Avaliacao 3
1 27,29 Aa 11,95Ab 8,19Aa 409Aa
2 50 27,00 Aa 13,71 Aa 6,48 Ab 438Aa
1 28,14 Aa 12,62 Aa 843 Aa 428 Aa
2 100 28,62 Aa 9,14 Bb 7,57 Ab 3,67 Bb
CV% 11,86 21,06 16,26 22,83

Letras mailsculas comparam médias de MS para cada concentragdo de sacarose. Letras minusculas
comparam médias das concentragbes de sacarose em cada MS. Médias seguidas da mesma letra
nao diferem significativamente pelo teste SNK (p<0,05).
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O aumento da concentracdo nutricional teve influéncia somente no
comprimento da célula guarda durante a fase in vitro. Ao final da aclimatizacgao,
observou-se que as concentragbes de sacarose 2% influenciaram com maior
intensidade no fechamento estomatico para as variaveis: comprimento do ostiolo
estomatico, largura da célula guarda e largura do ostiolo estomatico (Tabela 6). As
fontes de carboidratos presentes nos meios de cultura tém sido descritas como
soluto osmatico alternativo para a abertura e fechamento estomatico (TALLMAN &
ZEIGER, 1988). O ajuste osmatico € um dos fenbmenos fisiolégicos mais eficientes
envolvidos na resisténcia hidrica de plantas (SRINIVASA-RAO et al., 2000).

Figura 6: Funcionalidade estomética de plantulas de Agave attenuata Salmy-Dyck : (A) - meio MS
(50%) sem sacarose (fase in vitro), (B) - meio MS (100%) sem sacarose (fase in vitro), (C)- meio MS
(100%) com sacarose (2%) (fase in vitro), e (D) fase final da aclimatizagao plantas oriundas do meio
MS 100% com 2% de sacarose. Observar a forma eliptica nos estématos.

Em condigbes de deficiéncia de K*, os carboidratos contribuem para a
osmorregulagédo nas células guardas (POFFENROTH et al., 1992). Entretanto, esta
deficiéncia de K* pode resultar em uma resposta lenta no acumulo de agucares nas
células guardas que afetam a abertura e o fechamento dos estématos (HSIAO &
LAUCHLI, 1986). O estado nutricional de K* nas plantas influéncia os aglcares e

outros solutos a contribuir para o potencial osmético e turgor da expansao celular
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(SCHNYDER et al., 1988). O K* esta presente nas células guarda da membrana
plasmatica e € inibido pelo aumento de calcio no citosol (LEMTIRI-CHLIEH et al.,
2000).

Os resultados obtidos no presente trabalho mostraram que alteragdes nos
constituintes nutricionais do meio de cultura sdo fatores determinantes para a
densidade estomatica e caracteristicas biométricas dos estdbmatos afetando o
mecanismo funcional estomatico. Deste modo recomenda-se a utilizacdo da
concentragdo de sacarose de 2% no meio MS a 100%, tendo em vista que este
tratamento apresentou caracteristicas desejaveis, ou seja, maior numero de
estbmatos com formato eliptico variando muito pouco na forma. Essas
caracteristicas sao essenciais para otimizar a sobrevivéncia e a capacidade

fotossintética durante as fases da aclimatizacgao.

3.4 Ceras Totais

Outro fator limitante na sobrevivéncia das plantas na etapa de aclimatizagao
€ a formacgdo de cera epicuticular na superficie das folhas (BRAINERD &
FUCHIGAMI, 1981; FUCHIGAMI et al., 1981).

O conteudo de ceras epicuticulares nas folhas de Agave attenuata Salmy-
Dyck mostrou que nao houve diferenca significativa entre as diferentes
concentracdes do meio de cultura MS 50% e 100% durante a fase in vitro. Os
resultados também demonstraram que as diferentes concentracdes de sacarose 1%
e 2% também nao promoveram diferengas significativas para este parametro, muito
embora meios sem sacarose resultaram em teores menores de ceras em relacao
aos demais tratamentos com sacarose (Tabela 7).

O decréscimo no conteudo de ceras epicuticulares em folhas oriundas de
meios de cultura com auséncia de sacarose esta relacionado a alta umidade relativa
in vitro. A alta umidade relativa encontrada nas fases de micropropagacéo afeta a
estrutura interna, a morfologia da planta, bem como os processos bioquimicos e
fisiologicos. A inibicdo na formacdo de ceras pode levar a uma excessiva
transpiracdo da planta quando transplantada para ambientes com baixa umidade
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relativa. Este fato associado a respiracdo estomatica pode ocasionar um estresse
hidrico levando a planta a morte, quando transplantada a campo (GROUT & ASTON,
1977).

Com a auséncia da cera epicuticular o controle de agua pelos estdmatos nao
é suficiente para manter o turgor, prevenindo a desidratagdo da planta através das
folnas (GRNCAREVIC & RADLER, 1967). Segundo Wardle et al. (1979), sacarose e
agar em altas concentragbes no meio de cultura podem agir como agentes
osmoticos podendo minimizar a umidade relativa nos recipientes de cultura. Short et
al. (1987), observou uma diminuicdo da umidade relativa em resposta a presenga
exdgena de sacarose nas fases in vitro, resultando em aumento na formacao de
ceras epicuticulares e no funcionamento estomatico em folhas de crisantemo.

Assim, pode-se concluir que, no presente trabalho, auséncia de sacarose
promoveu um aumento na umidade relativa nos recipientes de cultura, o que pode
ter afetado a formacédo de ceras epicuticulares em plantulas de Agave attenutata
Salmy-Dyck, provenientes destes meios de culturas.

Na fase de pré-aclimatizacdo a quantidade de ceras nas folhas foi menor em
relacdo ao vigésimo dia da aclimatizagdo. Observou-se um decréscimo na formagao
de ceras em todos os tratamentos ao final do décimo dia da fase ex-vifro e um
posterior aumento na formagéo das ceras epicuticulares ao final do vigésimo dia da
aclimatizagao (Tabela 7).

Wetzstein & Sommer (1982), encontraram uma concentragao baixa de ceras
epicuticulares em folhas de plantulas in vitro de Liquidambar styraciflua. No entanto,
ap6s a transferéncia para a fase ex vitro ocorreu um aumento significativo na
concentragao de ceras epicuticulares o que, por sua vez, aumentou a sobrevivéncia
das mudas transplantadas. Sutter (1988), obteve resultados semelhantes com
plantulas de Malus domestica. Este comportamento esta relacionado a fase de
transicao mixotrofica para autotrofica, que ¢é caracterizado pelo retardo no
desenvolvimento das ceras epicuticulares e no funcionamento do aparelho
estomatico. Estes fatores afetam os processos de micropropagagao causam alta
taxa de transpiragéo cuticular das plantulas nas condigdes ex vitro (SANTAMARIA et
al.,1995).

Durante a fase de aclimatizacdo observou-se que quanto maior a
concentragdo de sacarose no meio basal MS 100%, maior o conteudo de ceras na

folhas de Agave attenuata Salmy-Dyck (Tabela 7). A habilidade para regenerar ceras
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epicuticulares depende da espécie investigada e do estagio de desenvolvimento da
folha. Infelizmente pouco se conhece sobre a biossintese de ceras nos diferentes

estagios de desenvolvimento das folhas (NEINHUIS et al., 2001).

Tabela 7: Ceras epicuticulares de plantulas de Agave attenuata Salmy-Dyck micropropagadas em
meio MS a 50% e 100% com diferentes concentragdes de sacarose (0, 1 e 2%).

Ceras totais (mg massa fresca/cm®)

Tratamentos Tempo de aclimatizagao (dias)
Sacarose MS 0 10 20
%

0 0,71Ab s

1 50 0,92Aa 0,40 A a 1,20A a

2 1,24 Aa 0,50 B a 1,30Ba .
0 0,75Ab s e

1 100 1,04 A a 0,46 Ab 1,45ADb

2 1,34 A a 0,60 Aa 1,80 A a

CV% 22,65 21,21 18,26

Letras mailusculas comparam médias de MS para cada concentracdo de sacarose. Letras minusculas
comparam médias das concentragbes de sacarose em cada MS. Médias seguidas da mesma letra
nao diferem significativamente pelo teste SNK (p<0,05).

Ha hipbteses de que as composicdes quimicas do meio de cultura afetam a
concentragdo das ceras nas plantas (GRNCAREVIC & RADLER, 1967). Altas
concentracdes de sacarose no meio de cultura podem aumentar a deposicdo de
ceras em algumas espécies arbustivas em crescimento (PAOLETTI et al., 1998).
Estas respostas podem proceder em um decréscimo na taxa de transpiracdo por
unidade de &rea foliar (POSPISILOVA & CATSKY, 1999). Segundo Grout & Aston
(1977), as anormalidades morfo-fisiolégicas (ceras epicuticulares) também podem
ser afetada pelas concentragdes nutricionais.

A formacédo de ceras em algumas plantas como Passiflora microstipula e
Convallaria majallis esta relacionada a expansao foliar (NEINHUIS & BARTHLOTT,
1997). Segundo Neinhuis et al. (2001), muitas espécies sdo capazes de produzir
ceras durante a expansao das folhas. Alguns autores defendem a hipotese que
deposicdo de ceras epicuticulares esta correlacionada a expansao celular foliar e a
densidade estomatica.

Os resultados obtidos no presente trabalho sugerem que a formagdo de
ceras nas folhas de Agave attenuata Salmy-Dyck pode realmente estar envolvida

com a expansao da area foliar, tendo em vista que o tratamento com 2% de
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sacarose no meio MS 100%, promoveu a maior area foliar, densidade estomatica e

um melhor ajuste estomatico durante as fases de pré-aclimatizagéo e aclimatizagao.

3.5 Clorofila a,b e Totais

As clorofilas estdo ligadas a eficiéncia fotossintética das plantas e,
consequentemente, ao crescimento e adaptabilidade a diversos ambientes. As
clorofilas encontram-se organizadas nas membranas dos cloroplastos. As moléculas
dos pigmentos, nas membranas dos tilacoides, estdo estruturadas de modo a
otimizar a absorcao de luz e a transferéncia da energia de excitagao eletronica para
o0 centro da reagdo da fotossintese (YOUNG, 1991). Plantas micropropagadas
apresentam fotomixotrofia caracterizado por um baixo conteudo de clorofilas, o que
afeta a atividade fotossintética e o crescimento (GROUT & MILLAM, 1985).

Embora a maioria das plantas tenha os teores de clorofilas reduzidos em
condigdes de limitacdo de suprimento de N durante a fase in vitro (HALPERIN &
WETHEREL, 1965), as plantulas de Agave attenuata Salmy-Dyck provenientes do
meio MS a 50% de sua concentragéo tiveram niveis de clorofila total sem diferenga
significativa dos valores observados em resposta ao meio MS a 100% (Tabela 8).
Isto sugere que essa espécie € mais sensivel ao carbono do que ao nitrogénio no
tocante as concentragdes de clorofilas a, b e total durante a fase heterotrofica.

As diferentes concentragdes de sacarose nao afetaram esse parametro
independente da concentragdo do meio de cultura MS. Porém, o acumulo de
clorofilas a, b e total foi afetado negativamente em meios sem sacarose. Assim, a
presenca da sacarose no meio de cultura foi um fator limitante na transicdo da fase
mixotréfica para a autotrdfica (Tabela 8).

Apods o décimo dia da aclimatizagado nédo se observaram diferengas para este
parametro em resposta as concentragdes do meio MS. No entanto, ao final do
vigésimo dia pléantulas oriundas do meio MS a 50%, apresentaram menores
concentragdes de clorofilas b e total (Tabela 8).

Apods o transplante para fase de aclimatizagcdo a maior parte das mudas
provenientes do meio MS a 50% de sua concentragdo, demonstrou queda nas

concentracdes de clorofilas a, b e total com excecido as mudas oriundas do meio MS
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a 100%, as quais aumentaram a concentracao de clorofilas a, b e total ao final desta
mesma fase de aclimatizagao (Tabela 8).

Em plantas aclimatizadas de Spathiphyllum floribumdum e Solanum
tuberosum, o conteudo de clorofilas a,b e total diminuiu de forma transiente durante
as primeiras semanas apos o transplante ex vitro (SYNKOVA, 1997). No presente
trabalho, o conteudo de clorofilas a e total aumentou na fase final da aclimatizagao
em plantas oriundas do meio MS a 100% com 2% de sacarose.
Assim, esses resultados corroboram as afirmag¢des de Halperin & Wetherel (1965),
que o efeito da composicdo do meio de cultura, com as diferentes fontes ce
carboidratos Verma & Dougall (1977), afetam a relagdo dos constituites bioquimicos
vegetal durante a fase da aclimatizagéao.

Na auséncia de sacarose o suprimento hidrico pode ser limitado devido a
baixa condutividade das raizes (FILA et al., 1998). O aumento nas concentracdes de
CO, pode minimizar o estresse hidrico das plantas nas fases de aclimatizacao,
promovendo a fotossintese da planta e o crescimento ex vitro (BUDDENDOREF-
JOOSTEN & WOLTERING, 1994).

Como mostrado no presente trabalho, a sacarose mostrou ser um fator
determinante na concentragao de clorofilas das folhas de Agave attenuata Salmy-
Dyck tanto na fase pré-aclimatizagdo quanto na aclimatizagao (Tabela 8).

De acordo com Ticha et al. (1998), a adicdo de agucares ao meio de cultura
parece ter um papel ambiguo. Ao mesmo tempo pode influenciar no decréscimo das
concentragdes de clorofilas de algumas espécies ou pode apresentar uma agéo
benéfica no acumulo de clorofilas para outras espécies (FIGUEIRA & JANICK,
1994). Também observou que a sacarose presente no meio de cultura promoveu um
crescimento, beneficiando o desenvolvimento do aparelho fotossintético em algumas
espécies de plantas (KOSAI, 1991).

Na fase de aclimatizagdo as plantas estao suscetiveis a fotoinibigdo, a qual
pode ser minimizada com o uso da sacarose no meio de cultura durante a fase de
pré-aclimatizacéo. Plantas de Nicotiana tabacum diminuiram a susceptibilidade para
a fotoinibicdo com a elevagcdo de sacarose nas fases de pré-aclimatizagcdo (VAN
HUYLENBROEK et al.,, 1997). Resultados semelhantes foram observados no
presente trabalho onde as plantulas oriundas do meio MS a 100% com 2% de
sacarose foram menos susceptiveis a fotoinibicdo na fase final da aclimatizagao
(Tabela 8).
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Observou-se no presente trabalho, que plantulas provenientes de meio MS a
50% independente da concentragdo de sacarose, apresentam decréscimo nas
concentragdes de clorofila total ao final da aclimatizagao (Tabela 8).

A reducgao de clorofilas em meios com baixos niveis de fontes nitrogenadas
pode ser atribuida a essa deficiéncia, o que pode ter afetado a quantidade de
pigmentos fotossintéticos, componentes transportadores de elétrons e as enzimas

de assimilagédo de carbono, como a Rubisco (NAKANO et al., 1997).

Tabela 8: Clorofila a, b e total de plantulas de Agave attenuata Salmy-Dyck micropropagadas em
meio MS a 50% e 100% com diferentes concentragdes de sacarose (0, 1 e 2%).

Tratamentos Clorofila a Clorofila b Clorofilas totais
Sacarose MS Mg/mg massa fresca/mL™
%
60 dias apods pré-aclimatizagao in vitro
Avaliagao 1
0 1,64 Bb 1,01Cb 265 Cb
1 50 2,14 B a 1,85B a 3,99B a
_____ 2 2,98 Aa 23Aa 528Aa
0 1,78 Bb 1,07Cb 2,85Bb
1 100 2,48 B a 1,63 B a 411Ba
2 3,22 A a 1,88 A a 5,10Aa
CV% 17,427 18,709 11,831
10 dias apés aclimatizagao
Avaliagao 2
1 2,60 Aa 1,54 A a 4,14 A a
..... 2 50 2,52 Aa 1.67Aa 419Aa .
1 2,28 Aa 1,60 A a 3,88ADb
2 100 2,64 Aa 1.77 A a 441 A a
CV% 20,88 22,324 14,138
20 dias apos aclimatizagao
Avaliagao 3
1 2,28 Aa 1,32 B a 3,60B a
_____ 2 50 2,36 Aa 160Aa 397Ba
1 245ADb 1,77 A a 422 Ab
2 100 410Aa 3,09Aa 7,19 Aa
CV% 12,117 47,34 19,628

Letras mailsculas comparam médias de MS para cada concentragdo de sacarose. Letras minusculas
comparam médias das concentragbes de sacarose em cada MS. Médias seguidas da mesma letra
nao diferem significativamente pelo teste SNK (p<0,05).
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Os resultados obtidos revelaram que as diferentes condigbes nutricionais
influenciaram a adaptacgao fisiologica na espécie em estudo durante a fase da pré-
aclimatizacao. Deste modo, a concentragao de sacarose no meio de cultura parece
ter um papel fundamental na fotomixotrofia das plantulas de Agave attenuata Salmy-
Dyck. O acumulo de clorofilas a, b e total foi beneficiado pela adicdo de sacarose 2%
ao meio MS a 100%. Este mesmo tratamento promoveu maior area foliar, maior
densidade estomatica com estdbmatos apresentando formato eliptico e maior
concentragdo de ceras epicuticulares, fatores esses importantes para caracterizar

uma adequada adaptacédo morfo-fisiologica em condigdes de estresse hidrico.



4 CONCLUSOES

A literatura analisada mostra a complexidade e flexibilidade do metabolismo
celular durante a fase da aclimatizagdo de plantas micropropagadas, embora as
plantas MAC estejam associadas com aspectos anatdbmicos e morfolégicos que
minimizam as perdas hidricas. As plantulas micropropagadas de Agave attenuata
Salmy-Dyck mostraram-se sensiveis em seu desenvolvimento e metabolismo em
relagdo as concentracdes de carboidratos e nutrientes.

O mecanismo fotossintético de plantulas de Agave attenuata Salmy-Dyck
tornou-se ineficiente na auséncia de sacarose no meio de cultura. O aumento da
area foliar pode estar positivamente correlacionado ao aumento da densidade
estomatica, concentracéo de ceras epicuticulares e aumento de clorofilas totais.

Os resultados obtidos demonstram nitidamente a ligacdo dependente do
metabolismo da sacarose com o do nitrogénio. Também, a capacidade adaptativa
das plantas esta associada com o ambiente em que se encontra, ou seja, as
condigdes impostas na fase in vitro refletem na mudanga da atividade fisioldgica, no
metabolismo fotossintético e nos niveis metabdlicos.

Os resultados obtidos demonstram que alguns parametros tais como area
foliar, densidade estomatica, funcionalidade estomatica, ceras epicuticulares e
clorofilas a, b e total mostraram-se dependentes da condigao nutricional ao final da
aclimatizacdo. As plantas provenientes de meios MS a 50% mostram-se
susceptiveis a fotoinibicdo e isto pode estar associado a baixa densidade e
regulacdo no fechamento estomatico, bem como baixa concentragcdo de ceras e
clorofilas por parte de plantas cultivadas nestes meios.

Deste modo, fica evidente que a deficiéncia nutricional reflete negativamente
ao longo da aclimatizagdo, caracterizando uma ineficiéncia fisiolégica adaptativa
durante a fase da aclimatizagédo. Diante desses aspectos, recomenda-se na fase da
micropropagacao a concentracédo de 2% de sacarose no meio MS 100%, a fim de
induzir respostas adaptativas em relagdo ao estresse hidrico de Agave attenuata

Salmy-Dyck.
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Capitulo lli

Metabolismo de Agave attenuata Salmy-
Dyck Durante a Fase de Pré-Aclimatizacao

e Aclimatizacao



RESUMO

As plantas apresentam alta plasticidade de adaptacédo nos diferentes ambientes em
resposta as mudangas nas condi¢gdes nutricionais, especialmente associadas ao
carbono e nitrogénio. Em sistemas in vitro, esta plasticidade do metabolismo é
particularmente importante para reduzir o estresse hidrico das plantulas na fase de
aclimatizacédo e envolve uma sinalizagdo entre raiz e parte aérea. O presente
trabalho teve como objetivo estudar o metabolismo fisioldgico de plantulas de Agave
attenuata Salmy Dyck na fase de pré-aclimatizagdo e aclimatizag¢ado, cultivadas em
meio de cultura MS 50% e 100% com diferentes concentragcbes de sacarose (0, 1
e2%), determinando o conteudo de carboidratos, amidos, proteinas, fenois totais,
aminoacidos, NOs;, NH4;". A micropropagacdo das plantulas na fase de pré-
aclimatizagao in vitro em meio de cultura MS com 50% promoveu um acumulo de
carboidratos soluveis totais, NO3s e NH4" induzindo uma inibicdo do crescimento e
um menor desenvolvimento morfo-fisiolégico e dos estbmatos, bem como menores
teores de clorofilas e ceras totais. Plantulas micropropagadas em meio de cultura
MS com 100% suplementado com 2% sacarose mostraram uma adequada
mobilizagdo de carboidratos soluveis totais, proteinas totais e aminoacidos totais
para o metabolismo do carbono e nitrogénio, melhorando desempenho fisioldgico
das pléntulas de Agave attenuata Salmy-Dyck. Os resultados sugerem que a
concentragado de sacarose 2% no meio MS 100% maximiza a eficiéncia fotoquimica
resultando no desenvolvimento de plantulas com uma adequada regulagao
metabdlica.

Palavras-chave: in vitro, nutrientes, sacarose, amido, proteinas, aminoacidos, fendis
totais, NOz" e NH,".



ABSTRACT

Plants present high adaptive plasticity in the different environment in response to
changes to nutritional conditions, especially those associated to C and N. In in vitro
systems this plasticity in the metabolism is particularly important in order to reduce
the hydric stress of plantlets in the acclimatization phase and involves a signalization
route between root and aerial part. The present work aimed at to study the
physiological metabolism of Agave attenuate Salmy Dyck plantlet in pre and post-
acclimatization in response to the MS half- and full strength and different level of
sucrose by means of the following parameters: total soluble carboidrates, starch, total
protein, amino acids, total phenols, NOs™ and NH,". Plantlets at pre-acclimatization
stage, cultured in MS half-strength medium showed enhanced levels of total soluble
carboidrates, NOs* and NH," resulting in a growth inhibition and impaired
development morpho-physiological, including stomata features as well as reducing
the levels of chlorophylls and total waxes. Plantlet cultured in full-strength MS
medium supplemented with 2% sucrose showed a suitable mobilization of total
soluble carboidrates, amino acids and protein for the C and N metabolism improving
the general quality of plantlets Agave attenuata Salmy-Dyck. The results suggest that
the level of 2% sucrose supplemented to the full-strength MS medium optimizes the
photochemical efficiency resulting in the plantlet development with a correct
metabolic regulation.

Kew-words: in vitro, nutrients, sucrose, total soluble carboydrates, starch, total
protein, amino acids, total phenols, NO3” and NH,".



1 INTRODUGAO

A pré-aclimatizagdo de plantulas in vitro € dependente da composi¢cao do
meio de cultura (SUSSEX & FREI 1968), em especial das fontes de carboidratos
(VERMA & DOUGALL, 1977) e de diferentes fontes de nitrogénio (HALPERIN &
WETHEREL, 1965). A composigdo e concentragdo do meio de micropropagagao
podem alterar as rotas bioquimicas e fisiolégicas das células vegetativas,
possibilitando, assim, o controle das perdas hidricas e maximizando a sobrevivéncia
na fase da aclimatizagao.

Os aminoacidos sao substancias importantes no metabolismo do nitrogénio,
representando o produto inicial da assimilagdo primaria dele, na sintese de
proteinas, atuando também como sua forma de transporte para as regides
autotroficas e heterotréficas da planta (ORTIZ-LOPEZ et al., 2000). Os aminoacidos
se relacionam com fungdes do metabolismo, podendo atuar como precursores de
horménios vegetais e de compostos envolvidos na defesa de plantas. Sua sintese
pode controlar varios aspectos ligados ao crescimento e ao desenvolvimento de
plantas (BUCHANAN et al., 2000).

Diferencas nas concentragbes de aminoacidos endogenos tém-se mostrado
efetivas na sintese de proteinas durante os processos morfogénicos (WETHERELL
& DOUGAL, 1976). A sintese de proteinas é caracterizada pela alta e rapida
capacidade de adaptagdo molecular, funcional e fisiolégica, em relagdo ao meio de
cultura (LARCHER, 2000). Na sua auséncia, o crescimento e a manutencdo dos
orgaos cessam e isso representa um fator limitante a taxa de crescimento das
plantas. Essa sintese requer uma demanda por aminoacidos, um alto suprimento em
energia e nutrientes, especialmente de nitrogénio. Entretanto, essa ligagao entre a
sintese de proteinas e o fornecimento de nitrogénio n&o é direta, devido ao nitrato e
aos aminoacidos armazenados nos vacuolos (PORTER et al., 1991).

Pesquisas demonstraram que as alteragdes na sinalizagao entre raiz e parte
aérea nao envolvem somente uma mobilizacdo e re-circulacdo de proteinas,
aminoacidos e hormdnios, mas também de sinais derivados do NO3; que estdo
relacionados com a ativacdo da expressao de varios genes. O NOj™ é responsavel
por induzir a expressao de genes transportadores de alta e baixa afinidade por NOj3
(LEJAY et al, 1999), genes da nitrato redutase e nitrito redutase (MIGGE et al, 1997),
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e 0S genes responsaveis pela sintese das enzimas necessarias a assimilagdo do
amonio via GS/COGAT (glutamina sintetase e glutamato sintase) (SCHEIBLE et al,
1997a). Sabe-se que a expressao de genes responsaveis pela sinalizagao entre a
raiz e a parte aérea é afetada pelo fornecimento de nutrientes, carbono e pelo
estresse hidrico (JONHSON & THORNLEY, 1987).

Outros componentes relacionados com a sinalizacao celular de plantas séo
os acidos fendlicos, intermediarios do metabolismo do fenilpropanoide (CVIKROVA
et al.,, 1996), precursores da lignina (LEWIS & YAMAMOTO, 1990) e fitoalexinas
(KESSMANN et al., 1990). A concentragéo de fenois esta positivamente relacionada
com a relagdo C/N e negativamente correlacionada com o nitrogénio (BRYANT et
al., 1983). Os fendis podem ser sintetizados nas plantas durante o desenvolvimento
dos tecidos (HARBORNE, 1982), ou em resposta a injurias fisicas, infeccdo de
patogenos ou estresses (NICHOLSON & HAMMERSCHMIDT, 1992). Os fenodis
estdo envolvidos na regulagcéo de crescimento das plantas (MARIGO & BOUDET,
1979), diferenciagdo celular e organogéneses (BEUADOIN-EAGAN &
THORPE,1984).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da variagdo das
concentragdes de sacarose (0, 1 e 2) e da concentragdo do meio de cutura MS a
50% e 100% no metabolismo de plantulas micropropagadas de Agave attenuata
Salmy-Dyck, visando fornecer subsidios para o processo de aclimatizagdo destas

plantulas.



2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local de Execucgao do Projeto

As etapas laboratoriais in vitro e ex vitro e as analises bioquimicas de
proteinas totais, carboidratos soluveis totais, amidos totais, nitrato, aménia das
plantulas de Agave attenuata Salmy-Dyck em resposta aos diferentes meios de
cultivos in vitro e etapas de aclimatizagdo foram realizadas no laboratério de
Pesquisa em Biotecnologia - Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensao Rural
de Santa Catarina — Epagri-ltajai. As analises bioquimicas de aminoacidos e fendis
totais da pré-aclimatizacdo e da aclimatizagdo foram realizadas na Universidade
Federal de Santa Catarina - Laboratorio de Fisiologia do Desenvolvimento e
Genética Vegetal (LFDGV) - Centro de Ciéncias Agraria - Departamento de

Fitotecnia.

2.2 Condigao das Plantulas Durante a Fase de Pré-Aclimatizacao

Os explantes de Agave attenuata Salmy-Dyck foram oriundos de culturas in
vitro na fase de multiplicagdo. O meio de cultura utilizado nesta etapa foi o MS
adicionado 0.08 mg/L™" de ANA, 0.1 mg/L™" de IBA, 1mg/L™" de KIN, 10% de agua de
cbco, 2% de sacarose e gelificado com 0,6% de agar. Apds 60 dias foi seccionada a
parte area das plantulas, utilizando somente a parte inferior dos brotos com 2 cm de
comprimento. Em seguida, estes explantes foram transferidos para frascos de 100
ml contendo 20 mL de meio de cultura contemplando os seis tratamentos do
experimento (Tabela 9).

O experimento foi conduzido no sistema fatorial em blocos inteiramente
casualizados, e as parcelas constituidas por 73 frascos com 4 plantulas por frasco.
As culturas foram mantidas em camara de crescimento a temperatura 25+2° C, com
umidade relativa do ar de 60%, intensidade luminosa de 40pmo|.m'2.S'1 e

fotoperiodo de 16 horas, durante 60 dias.
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Tabela 9: Meios de cultura utilizados durante a fase de pré-aclimatizagédo in vitro em explantes de
Agave attenuata Salmy-Dyck.

Murashige & Skoog (1962) (%) Sacarose (%)
0
50 1
2
0
100 1
2

2.3 Condigao das Plantulas Durante a Fase de Aclimatizagao

Plantulas originadas da fase de pré-aclimatizagdo in vitro submetidas aos
diferentes tratamentos foram transferidas para bandejas de isopor contendo 200
células, tendo como substrato casca de arroz calcinada. As bandejas foram

dispostas em telado de sombrite, com 50% de reducao da luminosidade.

2.4 Avaliagoes

Foram realizadas trés avaliagdes, sendo a primeira 60 dias apds a fase de
pré-aclimatizagcado (sendo considerada o tempo 0 na aclimatizagdo). A segunda foi
realizada 70 dias apds a implantagado dos tratamentos in vitro (10 dias apds a fase
da aclimatizacéo), e a terceira aos 80 dias apds a implantagdo do experimento (20

dias apos a fase da aclimatizacao).

2.5 Determinagao dos Niveis de Agucares Soluveis Totais

A extragdo dos acgucares soluveis totais foi realizada segundo metodologia

de Shannon (1968). Os precipitados das amostras utilizadas para a extragao de
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proteinas foram macerados em cadinho com 4 mL de solugdo MCW
(matanol:cloroférmio:agua) na propor¢cao de 12:5:3 e centrifugados durante 30
minutos a 11000 rpm para a obtencao do sobrenadante. Foi realizada uma segunda
extragdo com 4 mL de MCW e, apds centrifugagéo, os dois sobrenadantes foram
unidos, reservando-se o precipitado para posterior analise. Para cada 4 partes de
sobrenadante, adicionou-se 1 parte de cloroférmio e 1,5 partes de agua , seguido de
uma centrifugacdo de 30 minutos a 11000 rpm, onde foram obtidas duas fases
aquosas, retirando-se a fase aquosa superior para a posterior dosagem.

A dosagem foi realizada pelo método de Umbreit & Burris (1964), utilizando-
se o reagente antrona em 100 mL de acido sulfurico (H2 SO4) 95%. A solugéo foi
preparada uma hora antes do uso. Aliquotas de 1 mL foram obtidas dos extratos e
foram adicionadas em agua fervente por 3 minutos. Apds esfriar, em temperatura
ambiente, foi realizada a leitura da absorbancia em espectrofotometro a 620 nm. Os
calculos dos niveis de agucares soluveis totais foram obtidos a partir da curva
padrdo, preparada com concentragcdo de 0 a 100 pg.mL'1 de glicose, diluida em

agua destilada.

2.6 Determinagao dos Niveis de Proteinas Totais

Utilizou-se 200 mg de matéria fresca da parte aérea que foi congelada em
nitrogénio liquido e mantida no freezer a -20°C até a realizacdo das analises
bioquimicas. As amostras foram maceradas a temperatura de 4°C, com tampao de
extragdo composto de fosfato de sédio dibasico (50mM) pH 7,0, R-mercaptoetanol
(1,5%) (v/v), SDS (dodecil sulfato de sodio) (0,5%) (p/v) e PMSF (Fluoreto de
fenilmetilsulfonil) (1mM). Apos, as amostras maceradas foram centrifugadas a 11000
rom por 30 minutos a 0°C. O sobrenadante e o precipitado foram separados, sendo
0 ultimo novamente armazenado a -20°C para posterior utilizacdo. As proteinas
totais, presentes no sobrenadante, foram precipitadas com adicdo de dois volumes
de alcool etilico absoluto, no minimo, para cada volume de sobrenadante; em
seguida as amostras foram armazenadas a -3°C por 15 minutos. Apds este periodo,
as amostras, foram centrifugadas a 11000 rpm por 20 minutos a 0°C. O

sobrenadante foi descartado e as proteinas totais precipitadas foram resuspendidas
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com 250 yL da solugéo fosfato de sodio dibasico (50mM) (pH 7,0). Os niveis de
proteinas foram determinados pelo método de Bradford (1976), com as modificagbes
de Read & Northcote (1981), utilizando-se o reagente azul brilhante de Coomassie
G-250 (Sigma). Dos extratos obtidos foram removidos aliquotas de 100 uL no qual
foi adicionado 2 mL do reagente. A absorbancia foi obtida em espectrofotobmetro (UV
— visivel) Sento, modelo 700 plus, com a absorbéancia a 595 nm. Os calculos de
proteinas totais foram realizados a partir de valores de absorbéancia obtidos para a
curva padrao, preparada com concentragcao de 0 a 100 pg.mL'1 de soro albumina

bovina.

2.7 Determinagao dos Niveis de Amido

A extracdo de amido foi realizada segundo metodologia de McCready et al.
(1950). Os residuos das amostras utilizadas para a extragdo de agucares totais
foram macerados em 2 mL de acido perclorico 30% e centrifugados a 11000 rpm
por 30 minutos. Foi realizado uma segunda extragdo com 2 mL de acido perclérico
30% e, apos a centrifugacao os dois sobrenadantes foram unidos.

A determinagao dos niveis de amido total foi realizada pelo método de Umbreit &
Burris (1964), utilizando-se a antrona (0,2%) como reagente. Aliquotas de 1 mL dos
extratos foram adicionadas a 2 mL de antrona 0,2%. Em seguida, as solugdes foram
agitadas e aquecidas em agua fervente por 3 minutos. Apos esfriar, em temperatura
ambiente, foi realizada a leitura da absorbancia em espectrofotémetro (UV — visivel)
Sento, modelo 700 plus, com a absorbancia de 620 nm. Os calculos dos niveis de amido
foram obtidos a partir da curva padrao, preparada com concentragbes de 0 a 100 pg.mL
de glicose, diluidas em acido perclorico 30%. Os valores encontrados nas amostras foram

multiplicados pelo fator 0,9 para a conversao em amido, segundo McCready et al. (1950).

2.8 Determinacgao dos Niveis de Nitrato (NO3’)

Para a extragdo de NOs utilizou-se 1 g de matéria fresca da parte aérea
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congelada em nitrogénio liquido e mantida no freezer a -20°C até a realizagcdo das
analises bioquimicas. As amostras foram maceradas com 5 mL de agua ultrapura,
sendo em seguidas centrifugadas a 11.000 rpm durante 30 minutos. O sobrenadante
foi centrifugado a 11.000 rpm por 30 minutos e o sobrenadante resultante foi
utilizado para analises de NO3_.

A quantificagdo de NO; foi determinada segundo a metodologia descrita por
Cataldo et al. (1975). Em um frasco do tipo Erlenmeyer de 50 mL contendo 0,2 mL
do extrato (sobrenadante do item anterior), adicionou-se 0,8 mL de uma solugéo
contendo 5 g de acido salicilico dissolvido em 100 mL de H,S04 concentrado; apos
agitagdo, aguardou-se 20 minutos em temperatura ambiente. Em seguida,
adicionou-se, lentamente, 19 mL de NaOH 2N, depois de frio, as amostras foram
analisadas em espectrofotometro (UV—visivel) Sento, modelo 700 plus, absorbancia
em 410 nm. Para cada amostra houve um controle que conteve 0,2 mL do extrato,
0,8 mL de HySO4 (sem o acido salicilico) e 19 mL de NaOH 2N. A curva padrao foi

obtida com solugdes de diferentes concentragées de KNO; (de 0,4 a 4,8 mM).

2.9 Determinagao dos Aminoacidos Totais

Os aminoacidos totais foram extraidos com uma mistura de MCA
(matanol:cloroférmio:agua, 12:5:3, v/vlv) (HORTA & SODECK, 1997). Amostras
compostas de 1 g de folhas foram maceradas em cadinho com nitrogénio liquido,
adicionando 10 mL de MCA. Apos trés dias a 4° C, o macerado foi centrifugado a 11. 000
rom por 30 minutos e o sobrenadante coletado. O residuou foi reextraido com 5 mL de
MCA. Os sobrenadantes foram combinados e agitados com 5 mL de cloroférmio e, em
seguida, com 6 mL de agua destilada. A fase aquosa foi coletada e seca em evaporador
a vacuo em temperatura baixa, sendo, em seguida, ressuspenso em 2 mL de agua,
sendo esse o extrato vegetal utilizado nas dosagens posteriores dos aminoacidos.

Para quantificar os aminoacidos totais utilizou-se o método da ninidrina
(MOORE & STEIN, 1954). Aos tubos de ensaio, foram adicionados 0,25 mL de
tampao citrato 0,2 M (pH 5,0), seguidos por 0,5 mL do extrato vegetal aéreo e 0,6
mL do reagente contendo ninidrina. Esse ultimo foi preparado misturando-se duas

solugdes: 2,5 gramas de ninidrina, a qual foi dissolvida em metil celossolve até
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completar o volume de 250 mL. Os tubos foram fechados com papel aluminio,
agitados e aquecidos em banho-maria a 97°C por 15 minutos. Logo em seguida, os
tubos foram esfriados em agua corrente por cinco minutos, sendo adicionado o
volume de 1,5 mL de etanol 60%. A absorbéancia foi lida em espectrofotémetro (UV —
visivel, SHIMADZU), com a absorbancia em 570 nm.

A curva padrao foi realizada empregando-se uma solugéo estoque de nor-
leucina (2 mM), a qual foi preparada com o emprego de 0,1 N de HCL. A partir dessa
solugdo, e utilizando um tampao citrato (0,2 M pH 5), foram realizadas as
concentracdes de 0,2 a 0,6 mM de nor-leucina. A quantidade de aminoacidos foi
expressa em mM de leucina por pg/g. massa fresca/mL.

2.10 Determinagéo dos Niveis de Amdnia (NH;")

Para a extracdo de NH," foi utilizada 2g de matéria fresca da parte aérea
congelada em nitrogénio liquido e mantida no freezer a -20°C até a realizacdo das
analises bioquimicas. As amostras foram maceradas com 5 mL de agua ultrapura,
sendo centrifugadas a 11000 rpm por 30 minutos. O sobrenadante foi centrifugado a
11000 rpm por 20 minutos e o sobrenadante resultante foi utilizado para analises de
NH,"™

A quantificagdo de NH4" presente na parte aérea foi determinada de acordo
com a reacgao conhecida como fenol-hipoclorito, segundo metodologia proposta por
(WEATHERBURN, 1967), com modificagées para a planta em estudo. Aliquotas de
1 ml do extrato foliar foram distribuidas em tubos de ensaio, aos quais foi adicionado
5 ml de um reagente contendo 10g.L™" de fenol e 50 mg.L™" nitroprusside. Apds
agitacédo vigorosa, adicionaram-se mais 5 mL de outro reagente contendo 5 g de
NaOH, 4,34 g de Na; HPO4 7H20 e 20 ml de NaOCI (4-6%) por litro de solugéo. Em
seguida os tubos foram agitados em vortex, permanecendo em temperatura
ambiente por 30 minutos. A absorbancia foi lida em espectrofotometro (UV — visivel)
Sento, modelo 700 plus, com a absorbancia em 625 nm. A curva padrao foi obtida
por meio de solugdes de diferentes concentragdes de (NH4") 2SO4 (de 0,7 a 16,7
mM).
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2.11 Fenois Totais

Para a extracdo de fenois totais utilizou-se 2 g de matéria fresca da parte
aérea congelada em nitrogénio liquido e mantida no freezer a -20°C até a realizag&o
das andlises bioquimicas. As amostras foram maceradas com 2 mL de solugéo
(MeOH:HCL 1%), metanol e acido cloridrico; em seguida acrescentado nitrogénio
liquido e logo apds esta solugéo foi filtrada a vacuo. Os residuos filtrados foram para
a estufa a 45°C até secura total; apds, o precipitado foi ressuspenso com H,O
destilada para a obtencdo do extrato fendlico. A partir deste extrato aquoso foi
separado 1 mL para a quantificagdo dos niveis fendlicos, acrescentando a este
extrato 5 mL de metanol 95%. Desta solucdo final retirou-se 1 mL, no qual foi
adicionado 5 mL de H,O destilada; a partir desta etapa foi acrescentado 0,5 mL de
Folin Ciocalteau, em seguida foi agitado em vortex para homogenizar a amostra;
apds permaneceu em repouso durante cinco minutos para adicionar 1 mL de
Na,COs (carbonato de sdédio); novamente agitado em vortex; e apds um repouso de
60 minutos a absorbancia foi lida em espectrofotometro (UV — visivel, SHIMADZU),
com a absorbancia 725 nm. A curva padrado foi obtida por meio de solugbes de

diferentes concentracdes de 0 a 100 pg.mL™" de acido galico.

2.12 Analise Estatistica

Para todos os parédmetros analisados foram utilizadas trés repeticbes com
trés amostras. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA),
a comparagao das médias foi realizada pelo teste SNK, a nivel de 5% de

probalidade, conforme recomendacdes de Steel & Torrie (1980).



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Carboidratos Soluveis Totais

Durante a fase in vitro a auséncia de sacarose no meio de cultura basal MS
a 50%, promoveu um decréscimo nos conteudos de acgucares soluveis totais e
amido. Por outro lado, o conteudo de agucares soluveis totais nas pléantulas foi
supeior ao conteudo de amido neste tratamento (Tabela 10). A concentragdo de
agucares soluveis totais em meio de cultura MS 50% com auséncia de sacarose foi
baixa em relacdo aos meios com sacarose 1 e 2% (Tabela 10). Este decréscimo nas
concentragdes de carboidratos soluveis totais em meio de cultura MS 50% com a
auséncia de sacarose esta relacionado a importancia dos carboidratos na expressao
de genes em células vegetais (STITT et al., 1995). A falta de carboidratos restringe a
concentragcdo de fosfato inorganico para os cloroplastos (GOLDSCHIMIDT &
HUBER, 1992), que por sua vez afeta a disponibilidade da ribulose 1,5 bisfosfato
carboxilase oxigenase (RuBPCO), envolvidas no ciclo de Calvin (GRUB &
MACHLER, 1990).

Outro efeito do decréscimo dos carboidratos soluveis totais em plantas
deficientes de nitrogénio pode estar associado com o pool de sacarose no interior da
célula vegetal, o que diminui a atividade da sacarose-fosfato sintase (SPS), que é
uma enzima chave no metabolismo da sacarose em plantas (ISOPP et al., 2000).
Isto pode afetar o armazenamento de sacarose e amido em plantas em crescimento,
afetando a atividade fotossintética (HELDT, 1997).

Quando a sacarose esteve presente no meio de cultura independente da
concentracdo do meio de cultura MS, os acucares soluveis totais foram mais
elevados (Tabela 10). Observou-se que nas fases in vitro houve um acumulo de
carboidratos soluveis totais (agucares soluveis totais e amido) nos tratamentos com
MS a 50%, quando comparamos aos meios MS 100% independente das
concentracdes de sacarose. Embora a concentracdo de 2% sacarose no meio de
cultura MS 50% tenha promovido um efeito significativo nas concentragbes de
amido, este tratamento promoveu um decréscimo nas concentracdes de agucares

soluveis totais internas das plantulas. Por sua vez, a concentracdo de 1% de



78

sacarose presente no meio MS a 50% promoveu um aumento significativo de
acucares soluveis totais, enquanto que as concentracbes de amido declinaram.
Quando a sacarose esteve presente no meio de cultura MS a 50%, verificou-se que
o conteudo de amido foi maior do que o de agucares soluveis totais (Tabela 10).

Deste modo, a alteragao dos niveis dos agucares soluveis totais e de amido
em plantulas de Agave attenuata Salmy-Dyck pode estar relacionada ao balango do
carbono/nitrogénio no meio de cultura, tendo em vista que as altas concentragdes de
amido estao relacionadas ao acréscimo de sacarose no meio de cultura (MATTHEW
& FOYER, 2001). Had uma grande variacéo interespecifica nas concentragbes de
sacarose e amido acumulados (HUBER, 1981). Segundo Farrar et al., (2000) em
condigdes de baixa disponibilidade de nutrientes e carbono, ocorre um acumulo nas
concentragbes de amido. Para Larcher (2000), sob um suprimento pobre em
nitrogénio o carboidrato excedente € estocado na forma de amido. O acumulo de
amido ocorre através de uma diminuicdo da sintese de sacarose, promovendo o
acumulo de Pi no citosol, impossibilitando a entrada dentro dos cloroplastos
(WEBBER et al., 1994). A deplegdo do ATP resulta em baixas concentragbes de Pi,
que produzira gliceraldeido-3-fosfato para dentro do cloroplasto, que ativara a
enzima ADP-glicose pirofosforilase, responsavel pela sintese de amido (STITT &
QUICH, 1989), permitindo que ocorra um aumento de amido dentro do cloroplasto
(URBAN, 2003).

Os niveis de carboidratos soluveis totais (sacarose/amido) das plantulas de
Agave attenuata Salmy-Dyck provenientes do meio de cultura MS a 100%, foram
inferiores aos valores observados nos tratamentos de cultura MS a 50%. O
decréscimo das concentragdes de amido esta correlacionado aos altos suprimentos
de N que podem induzir a degradagao do amido pela deficiéncia no fluxo de CO, aos
carboidratos (ALHAMA et al., 1998).

Observou-se que a auséncia de sacarose no meio MS a 100% na fase in
vitro promoveu concentracbes dos acgucares soluveis totais inferiores aos meios
suplementado com sacarose 1 e 2%. Para o amido as diferentes concentra¢des de
sacarose 0, 1 e 2% no meio de cultura ndo promoveram diferencas significativas
(Tabela 10). Este aumento das concentragbes de agucares soluveis totais em
resposta a sacarose no meio MS a 100%, pode ser atribuido ao fato que a sacarose
€ uma importante fonte de reserva de hexoses, assim como uma fonte de carbono

para a sintese de polissacarideos estruturais e de reserva. Apds a hidrélise da
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sacarose pela sintetase e/ou invertase (VAN DEN ENDE & LAERE, 1995), ocorre
um aumento na concentragao de carboidratos, que deverao ser metabolizados pelas
culturas, aumentando os niveis de acgucares soluveis totais (HORBOWICZ et
al.,1995).

Tabela 10: Acgucares Sollveis Totais e Amido em plantulas de Agave attenuata Salmy-Dyck
micropropagadas em meio MS a 50% e 100% com diferentes concentragdes de sacarose (0, 1 e 2%).

Tratamentos Acucares soluveis totais Amido
Sacarose MS (Mg de massa seca/mL'1)
%
60 dias apoés pré-aclimatizagao in vitro
Avaliacao 1
0 47,02 Ac 21,47 Ac
1 50 80,04 A a 143,90 Ab
2 68,02 A b 201,75Aa .
0 2258Bb 24,79 A a
1 100 32,63 B a 18,07 B a
2 40,69 B a 20,68 B a
CV% 18,14 25,65
10 dias apds aclimatizagao
Avaliagao 2
1 52,99 Ab 70,60 Ab
2 50 70,23 Aa 180,77 Aa
1 28,62Bb 55,60B b
2 100 46,42 B a 90,00 B a
CV% 23,84 28,22
20 dias apés aclimatizagcao
Avaliacao 3
1 120,13 A Db 101,08 Ab
2 50 151,60 Aa 12548 Aa ..
1 59,01 B a 22,40B a
2 100 74,33 B a 18,11 B a
CV% 31,02 32,26

Letras mailsculas comparam médias de MS para cada concentragdo de sacarose. Letras minusculas
comparam médias das concentragdes de sacarose em cada MS. Médias seguidas da mesma letra
nao diferem significativamente pelo teste SNK (p<0,05).

Os resultados demonstraram que, tanto na fase in vitro quanto nas fases da
aclimatizacgao, as plantulas provenientes do meio MS a 50% foram influenciadas pela
reducdo nutricional, caracterizando estas plantulas com uma concentragcédo elevada
de acucares soluveis totais e amido quando comparadas com aquelas oriundas do
meio MS a 100% (Tabela 10).
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O amido acumulado indica que a assimilacdo € maior que a utilizagcao para a
sobrevivéncia da planta (RUFTY et al.,1988), ou seja, a assimilagado dos nutrientes e
fonte de carbono é maior que a utilizagdo para o desenvolvimento do metabolismo
(STITT, 1991). Uma excessiva formagao de amido em plantulas provenientes do
meio de cultura MS 50% pode conduzir um dano mecéanico nas membranas dos
tilacoides (DELUCIA et al.,, 1985). Este dano mecanico nas membranas pode
diminuir a atividade da ribulose-1,5-bifosfato carboxilase oxigenase RuBCO (GRUB
& MACHLER, 1990), promovendo um decréscimo da atividade fotossintética,
diminuindo o carbono disponivel entre os 6rgdos das plantas, bem como a locagéo
de carbono para as rotas metabdlicas (RAO & TERRY, 2000). Assim sendo, é
possivel entender que mesmo com tanto acumulo de carboidratos soluveis, as
plantas originadas do meio de cultura MS a 50% nao se adaptaram durante a fase
da aclimatizagéo.

Houve um efeito residual significativo da sacarose 2% no meio MS a 50%,
tanto para concentracao interna de acgucares soluveis totais e de amido durante a
fase da aclimatizagdo. As plantulas oriundas do meio MS a 100% apresentam
somente efeito residual da sacarose 2% ao final do décimo dia da aclimatizacéo. Ja
no final da fase da aclimatizagdo, ndo houve diferengas significativas entre as
concentragdes de sacarose 1 e 2% no meio de cultura MS a 100% (Tabela 10).

Observou-se um aumento significativo da concentragdo de amido ao final do
décimo dia da fase da aclimatizagdo em plantulas originadas do meio MS a 100%
independente da concentragdo de sacarose (Tabela 10). Stitt (1999) sugeriu que a
sintese de amido pode ser estimulada pelo baixo acumulo nas concentragdes de
nitrato (Tabela 12). Este aumento elevado de amido € a forma mais abundante de
reserva de carbono em plantas e sua distribuicdo nos 6rgaos varia entre as espécies
(DELMER & AMOR, 1995).

Ao final da fase da aclimatizacdo houve um aumento das concentragdes de
agucares soluveis totais no meio MS a 50% e uma diminui¢gdo nas concentragdes de
amido em relagdo ao décimo dia da aclimatizagdo (Tabela 10). Em experimentos
realizados com mandioca, a diminuigdo das fontes nitrogenadas promoveu aumento
no conteudo de carboidratos em relacdo ao de amido. A degradagdo do amido
geralmente ocorre para liberar ATP que é exportado dos plastideos para o
desenvolvimento do metabolismo na fase de aclimatizagao (STITT, 1991). O

metabolismo enzimatico dos carboidratos solUuveis totais € um fator critico em
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resposta ao estresse em muitas plantas, mas provavelmente ha um grande numero
de genes que expressam alta regulagdo metabdlica dos carboidratos nas células
vegetais (MILLER et al., 1998).

Pode-se observar que ao décimo dia da fase de aclimatizagdo houve um
decréscimo nas concentracdes de agucares soluveis totais e um aumento nas
concentragdes de amido em plantulas oriundas do meio MS a 100% (Tabela 10). O
decréscimo das concentragcbes dos acgucares soluveis totais em plantulas
provenientes deste meio ao final da fase de aclimatizagdo pode estar associado ao
aumento das concentracdes de clorofilas, e ceras epicuticulares (Capitulo II),
durante as fases de aclimatizacdo. Todos estes parametros estdo relacionados ao
metabolismo do C e N que consome a maior parte das reservas energéticas nos
organismos fotossintéticos (HUPPE et al., 1994). As reservas acumuladas na forma
de acucares soluveis totais podem ser utilizadas no periodo de estresse das
primeiras semanas da fase de aclimatizagdo (VAN HUYLEMBROECK, 2000).

Ao final da fase de aclimatizacdo houve um aumento nas concentragdes de
agucares soluveis e um decréscimo nas concentracbes de amido em plantulas
originadas do meio MS 100% em relacdo ao décimo dia de aclimatizagao (Tabela
10). Este aumento das concentracbes de acgucares soluveis caracteriza um
metabolismo mixotréfico durante a fase de aclimatizacdo em plantulas cultivadas
com sacarose (VAN HUYLEMBROECK & DEBERGH, 1996). Provavelmente, o
consumo de amido durante a fase de aclimatizagdo ocorreu principalmente em
fungdo das demandas metabdlicas para o enraizamento (Capitulo 1).

Estes resultados podem variar segundo a espécie cultivada, pois o fluxo de
carbono varia em resposta ao suprimento do nitrogénio (THOMPSON & THORPE.,
1987; WEBBER et al., 1997). Em outras palavras, parte dos carboidratos das
pléntulas pode ser consumida pela respiracdo ou usada como fonte de energia até
que as plantas desenvolvam competéncia fotossintética (SEON et al., 2000).

3.2 Proteinas e Aminoacidos Totais

Detectou-se diferenca estatistica para as concentracdes de proteinas totais
em meios com auséncia da sacarose independente da concentragao do meio MS ao
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final da fase de pré-aclimatizagdo. Porém, ndo foram observadas grandes oscilagdes
nas concentragdes de proteinas soluveis totais presentes nas plantulas de Agave
attenuata Salmy-Dyck em resposta aos diferentes tratamentos durante a fase de
aclimatizacdo. O meio MS a 50% né&o afetou a sintese de proteinas soluveis em
comparagao aos valores observados em resposta ao meio MS a 100% (Tabela 11).

Através das analises de carboidratos soluveis totais (Tabela 10), observou-
se que a auséncia de sacarose resultou em menores teores de acucares soluveis
totais e amido. Assim, é provavel que o fluxo de carbono tenha sido direcionado para
a formacao de acidos organicos que estdo evolvidos na formacéo de aminoacidos e
proteinas (CHAMPIGNY, 1995). Outras hipoteses a respeito do acumulo de
proteinas podem estar relacionadas a inibicdo na dindmica de crescimento das
plantulas in vitro originadas dos meios sem sacarose, assunto abordado no Capitulo
I. O crescimento das plantas é acompanhado por mudangas na sintese e
mobilizacdo das proteinas, carboidratos e lipidios, que s&o consideradas as
principais substancias de reservas das células vegetais. Os niveis destas
substancias variam nas diferentes fases de crescimento das culturas celulares
(LULSDORF et al.,, 1992), onde atuam como sinais especificos na cadeia de
transducdo de sinais ou no fornecimento de substrato e energia necessarios para o
crescimento celular (NOMURA & KORMAMINE, 1995).

Na cultura in vitro de Cryptomeria japonica a utilizagdo do nitrogénio
reduzido promoveu um menor acumulo de proteinas soluveis totais (CAPALDI,
2002). No entanto, os resultados obtidos no presente estudo demonstraram que os
meios de cultura MS com 50%, independente da concentracdo de sacarose
utilizada, resultou em teores mais elevados de proteinas totais e menor
concentragdo de aminodacidos totais na fase de pré-aclimatizagao (Tabela 11).

Tendo em vista que se ha maior disponibilidade de proteinas ha um
decréscimo nas concentragdes de aminoacidos totais (LARCHER, 2000), pode-se
sugerir que, no presente trabalho, a sintese de aminoacidos foi influenciada
negativamente pelo decréscimo do fornecimento do nitrogénio (KHAMIS et al.,
1990). Por sua vez, as altas concentragdes de proteinas observadas em resposta ao
meio MS com 50% podem ter relagdo com as altas concentracbes de amido neste
tratamento (Tabela 11). A influéncia do amido sobre a acumulagao protéica pode
estar relacionada com mudancgas no potencial osmoético influenciando a produgao de
proteinas especificas (TURNER et al., 1990).
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Os resultados do presente trabalho demonstraram que apesar do meio MS
com 100% ter disponibilizado uma maior concentragdo de nutrientes, o conteudo de
proteinas totais foi inferior as concentragcbées observadas no meio MS com 50%. Por
outro lado, as maiores concentracbes de aminoacidos foram encontradas em
plantulas cultivadas em meio de cultura MS 100%. Assim, pode-se dizer que teores

mais elevados de N resultaram em uma maior disponibilidade de aminoacidos.

Tabela 11: Proteinas e Aminoacidos Totais em plantulas de Agave attenuata salmy Dyck
micropropagadas em meio MS a 50% e 100% com diferentes concentracbes de sacarose (0, 1 e 2%).

Tratamentos Proteinas totais Aminoacidos totais
Sacarose MS (Mg de massa seca/mL'1)
%

60 dias apods pré-aclimatizagao in vitro
Avaliacao 1

0 13,35 A a 173,29 A a
1 50 790ADb 103,93 Bb
2 784 Ab 10147Bb .
0 9,50 B a 124,88 B a
1 100 6,95BDb 123,30 A a
2 552Bc 127,46 A a

CV% 17,25 14,31

10 dias apés aclimatizagao
Avaliagao 2

1 6,54 A a 89,56 A a
2 50 5,51 Ab 7396Ab
1 7,00 Aa 79,25B a
2 100 579 Ab 62,93BDb

CV% 17,9 11,7

20 dias apo6s aclimatizagao
Avaliacao 3

1 3,44 Ab 38,39Bb
2 50 4,56 Aa 50,51Ba ..
1 3,66 Ab 54,45ADb
2 100 4,84 A a 59,48 A a

CV% 16,82 13,32

Letras mailusculas comparam médias de MS para cada concentragdo de sacarose. Letras minusculas
comparam médias das concentragdes de sacarose em cada MS. Médias seguidas da mesma letra
nao diferem significativamente pelo teste SNK (p<0,05).

Os resultados obtidos mostraram que a sacarose 2%, independente da
concentracdo do meio MS, promoveu um decréscimo nas concentragdes de
proteinas e aminoacidos totais ao final do décimo dia da aclimatizagao. Entretanto,

ao final da fase de aclimatizagao estes mesmos tratamentos propiciaram as maiores
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concentragbes de proteinas totais e aminoacidos totais em plantulas originadas
destes meios (Tabela 11).

O decréscimo na concentracédo de proteinas e aminoacidos esta associado
ao estresse hidrico durante a fase de aclimatizagdo. As proteinas protegem as
membranas contra danos causados pela cristalizacdo de outros componentes
celulares e podem também ajudar a minimizar o estresse (MILLER et al., 1998). No
entanto, a sacarose 2%, independente da concentracdo do meio MS utilizado
resultou em teores mais elevados de proteinas e aminoacidos totais ao final do
vigésimo dia da aclimatizacao (Tabela 11). Este comportamento relaciona-se com os
mecanismos adaptativos que podem diferir entre as espécies ou na mesma especie,
dependendo do estagio de desenvolvimento. Geralmente as plantas respondem aos
estresses alterando seus mecanismos fisiolégicos e/ou bioquimicos, os quais podem
ser de curta ou longa duragdo, dependendo de como a condi¢do estressante se
manifesta, possibilitando a sobrevivéncia das plantas nas fases autotréficas
(SERAPHIN, 1994).

Podemos observar que a diminuicdo dos niveis de proteinas e dos
aminoacidos totais durante as fases da aclimatizacdo pode ser atribuida ao seu
consumo pela divisdo e expanséo celular (VIERSTRA, 1993), bem como a produgéo
de lipidios na camada epicuticular (CALDWELL & WHITMAN, 1987). Segundo
Nomura & Komanine (1995), o ciclo celular € acompanhado pela sintese de varias
proteinas que induzem mudangas morfolégicas e bioquimicas na célula, durante a
atividade mitotica. Os mecanismos associados a regulagdo do ciclo de divisdo
celular das células vegetais sdo altamente conservativos, onde as proteinas
quinases dependentes de ciclinas (CDPKs) sao responsaveis pela entrada das
células no ciclo de divisao celular (TAIZ & ZEIGER, 1998).

Vale ressaltar que o decréscimo gradativo dos teores de aminoacidos totais
na fase de aclimatizagéo foi coincidente com o aumento da concentracdo de aménia
e o periodo da expansao celular. Embora tenha ocorrido uma lenta dinadmica de
crescimento, houve incremento na area foliar e aumento nas taxas de enraizamento,
principalmente em plantulas provenientes do meio MS completo suplementado com
2% de sacarose.

A medida que ocorreu um aumento nas concentragbes de aménia (Tabela
12), ocorreu um decréscimo nas concentragdes de aminoacidos (Tabela 11). Deste

modo, as concentragbes de aminoacidos mostram-se inversamente correlacionadas
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com as concentragdes de amoénia (LEA & FORDE, 1994). A diminuigdo do conteudo
de aminoacidos totais ao longo da organogénese na planta em estudo também pode
estar relacionada a degradacéao de proteinas (VIERSTRA, 1993). Estes aminoacidos
podem ter sido metabolizados e transformados em varios outros aminoacidos para a

incorporagao nas proteinas (MIFLIN & LEA, 1976).

3.3 Nitrato e AmoOnia

De modo geral, houve um acumulo de ambnia e nitrato em plantulas
cultivadas em meios isentos de sacarose, independente da concentragdo do meio
MS utilizado na fase da pré-aclimatizacao (Tabela 12).

As concentragbes de nitrato e aménia em células de plantas cultivadas in
vitro dependem das fontes nitrogenadas e do suprimento exégeno de C (PISSARA
et al., 1988). A baixa concentracéo de nitrato observada em plantulas cultivadas em
meio de cultura MS com 50% sem sacarose, pode ter ocorrido devido a auséncia da
sacarose no meio de cultura, a qual ndo estimulou a assimilagdo do nitrato (STITT &
KRAPP, 1999). A inibicdo na assimilagdo do nitrato muitas vezes pode ser superada
pela re-mobilizagdo de fontes de carbono. Esta redug¢ao pode ser produzida pela via
das pentoses que € uma rota de degradagado do amido disponibilizando o carbono
que pode favorecer a assimilagdo do nitrato. Porém, como mostrado na (Tabela 10)
foram observadas baixas concentragdes de agucares soluveis totais e amidos nestes
tratamentos, fato este que pode ter afetado a absorgao de ions nitratos nas plantulas
de Agave attenuta Salmy-Dyck.

As altas concentracdes de nitrato e amdnia observadas em resposta ao meio
de cultura MS 100% sem sacarose (Tabela 12), sugere que a auséncia de sacarose
pode ter afetado a acédo da glutamina sintetase e gluatamato sintase, que por sua
vez servem de substrato para as reacgdes de transaminacao, para a producao de
todos os outros aminoacidos necessarios para a sintese de proteinas (FINNEMAN &
SCHJOERRING, 1999). Segundo Oliver et al. (1990), plantas deficientes em
glutamina sintetase expressam altas concentragées de amoénia nas células vegetais.

Os resultados obtidos no presente trabalho mostraram que o meio MS 50%,

independente da concentragcdo de sacarose, resultou nos teores mais elevados de
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NH;" e NOs- durante as fases da aclimatizagédo (Tabela 12). Ja foi mencionada a
importancia da sacarose na assimilagdo do nitrato. Portanto, sugere-se que o
aumento das concentragdes de nitrato nas plantulas cultivadas neste meio tenha
relagdo com os carboidratos soluveis totais que podem acelerar a assimilagao de
N03_ através da mobilizagdo do amido armazenado. Sendo que a maior parte desta
assimilagao sera reduzida a amdnia por agao da enzima nitrito redutase (FINNEMAN
& SCHJOERRING, 1999). A degradacédo de amido também foi negativamente
relacionada com a assimilagdo de amodnia em plantas de S. minimum, produzindo
uma mobilizagdo de amido durante as taxas de assimilagdo de amoénia. Além disto, a
amoénia é a forma preferencial de absor¢céo de nitrogénio quando as plantas estéo
sujeitas a deficiéncia nitrogenada (GAZZARRINI et al., 1999).

O meio MS 100% independente da concentragcéo de sacarose, ndo resultou
em acumulos adicionais de NH;" e NOs~ nas plantulas durante as fases in vitro e
aclimatizacao (Tabela 12). A presenca do C e dos demais nutrientes do meio de
cultura pode ter acelerado a assimilagao do N03_ pelas raizes, o qual foi rapidamente
reduzido ou armazenado nos vacuolos, ou translocado para a parte aérea.

Parte do NO3™ consumido pode ter sido utilizado para induzir a expressao de
genes transportadores de alta e baixa afinidade pelo NO3s™ (LEJAY et al., 1999), ou
de genes da nitrato e nitrito redutase (MIGGE et al, 1997), bem como os genes
responsaveis pela sintese das enzimas necessarias a assimilagdo do amoénia via
GS/GOGAT (SHEIBLE et al., 1997).

Os sinais derivados do nitrato (NOs’) interno e externo também influenciam o
crescimento de raizes e arquitetura (STITT, 1999). A presenca do NOs;  em locais
pontuais no solo estimula a ramificagdo dessas raizes (GUO et al.,, 2002). No
Capitulo |, verificou-se que o meio MS completo propiciou um incremento na
dindmica de crescimento. As baixas concentracdes de NH;" observadas em
plantulas cultivadas em meio de cultura MS completo pode estar associada a alta
atividade enzima glutamina sintetase (GS), formando glutamina e aumentando a
utilizacdo da aménia em relacdo ao meio MS reduzido (MERHAUT & DARNELL,
1995).

A assimilagcado do N03_ foi menor do que a assimilacdo da NH,;" durante a
aclimatizacao, independente concentragao do meio de cultura MS. A quantidade de
NO; intracelular varia durante a ontogenia da planta (TOURAINE et al.,, 1992).

Durante o crescimento vegetativo ocorre um decréscimo nas concentragdes de NOs3



87

(IMSANDE & TOURAINE, 1994). Esta diminuicdo esta correlacionada com as altas
concentracdes de aminoacidos, o que pode inibir a assimilagao de N03_ nas raizes
(TOURAINE, 1992).

Tabela 12: Niveis de Nitrato (NOs_) e Aménia (NH,") em plantulas de Agave attenuata Salmy-Dyck
micropropagadas em meio MS a 50 e 100% com diferentes concentragdes de sacarose (0, 1 e 2%).

Tratamentos NO; NH,"

Sacarose MS (ug de massa seca/mL'1)
%

10 dias ap6s aclimatizagao

Avaliagao 2
0 0,05Bc 2,51Ba
1 50 0,44 Ab 1,42 Ab
2 059Aa 094 AC .
0 1,70 A a 12,65 Aa
1 100 0,32Bb 0,35Bb
2 0,23Bc 0,33Bb
CV% 8,46 24,36
10 dias ap6s aclimatizagao
Avaliagao 2
1 0,70ADb 0,27 Ab
2 50 0,16 A a 036Aa
1 0,03B a 0,177 B a
2 100 0,05B a 0,08Bb
CV% 20,65 24,51
20 dias apo6s aclimatizagao
Avaliagao 3
1 0,03Ab 0,99 Aa
2 50 0,04 Aa 084Ab .
1 0,01 Ba 0,81 Ba
2 100 0,01 Ba 0,61Bb
CV% 19,43 32,69

Letras mailsculas comparam médias de MS para cada concentragao de sacarose. Letras minusculas
comparam médias das concentragdes de sacarose em cada MS. Médias seguidas da mesma letra
nao diferem significativamente pelo teste SNK (p<0,05).

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstraram que a maior parte
do N inorganico acumulado foi na forma de NH;", independentemente da
concentragdo da sacarose e o meio de cultura MS utilizado (Tabela 12). Este
comportamento bioquimico pode ser um mecanismo poupador de energia, uma vez

que a redugao NO; é um processo que envolve alto consumo de energia (SALSAC
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et al., 1987). Provavelmente estes mecanismos associados a assimilagdo do NO;
consomem muita energia e esqueletos carbbénicos (CORUZZI & BUSH, 2001). Por
isso, os ions NHs" podem ser reduzidos e incorporados aos aminoacidos sem a
necessidade do processo de redugdo. No entanto, o acimulo de aménia NH;* pode
afetar o ciclo dos acidos tricarboxilicos e, deste modo, limitar a formacdo de
cetoacidos requeridos para a sintese de aminoacidos (GAMBORG, 1970). Além
disso, a absorcédo excessiva NH4" pode ser toxica (BRITTO et al., 2001), pois altas
concentragdes de NH,;* inibem a enzima PEPcase devido a mudangas no pH do
citoplasma. A assimilacdo da NH4  produz H® que pode contribuir para uma
acidificagdo no citoplasma (AMANCIO et al., 1993). No presente trabalho, este fator
pode ter contribuido com o decréscimo na dindmica do crescimento e de taxas
fotossintéticas, principalmente em plantas cultivadas em meio de cultura MS com
50%, onde houve um acumulo significativo de NH,".

As altas concentragbes de NH;" em plantulas de Agave attenuata Salmy-
Dyck ao final da aclimatizagcdo provavelmente promoveram uma inibicdo no
crescimento celular, resultados estes observados no Capitulo |. Este fato, pode ter
promovido um lento crescimento apds a fase da aclimatizacdo nas plantulas de
Agave attenuata Salmy-Dyck. Assim, a relagéo das concentragdes de amonia NH;" e
o nitrato NO3-s&o fatores essenciais para o crescimento celular das células vegetais
(LAUKKANEN et al., 1997).

3.4 Fenois Totais

Os compostos fendlicos sido intermediarios do metabolismo do
fenilpropanoide (CVIKROVA et al., 1996), precursores da lignina (LEWIS &
YAMAMOTO, 1990) e de fitoalexinas (KESSMANN et al., 1990), que possuem uma
importante funcdo de protecdo em plantas contra algumas condi¢gbes de estresse
(HAHLBROCK & SCHEEL, 1989).

No presente trabalho, pléntulas de Agave attenuata Salmy-Dyck
micropropagadas em meio de cultura MS com 50% da sua concentragdo na
auséncia de sacarose, mostraram teores superiores de fendis totais em comparagao

aos teores observados nas plantulas cultivadas em meio de cultura MS 100% na
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auséncia de sacarose (Tabela 13). Isto poderia indicar que os tecidos estdo sob
estresse, pois um acumulo de fendis totais indica decréscimo na dinamica de
crescimento (LORENZO et al, 2001). No Capitulo |, observou-se que plantulas
cultivadas em meio de cultura MS 50% sem sacarose mostraram estagnagcéo no
crescimento. Este acumulo pode também estar relacionado as altas concentracoes
de proteinas observadas em plantulas cultivadas em meio de cultura MS 50% com
auséncia de sacarose (Tabela 9). PERES-MALDONADO et al. (1995), sugerem que
as maiores concentracbes de fendis estdao relacionadas com o acumulo de
proteinas. E que um acumulo de proteinas e fendis totais pode caracterizar uma
resposta de estresse na fase de aclimatizacdo (LAUKKANEN et al., 1997).

Na fase in vitro ndo houve diferengas significativas para este parametro em
plantulas cultivadas em meio de cultura MS a 50% e 100%, independente da
concentragdo de sacarose 1 e 2% utilizada. Porém, no meio MS com 50%,
observou-se que a concentracdo de 2% de sacarose promoveu um acumulo na
concentragdo de fendis em relagdo a plantulas cultivadas em meio com 1% de
sacarose. Segundo Shi (1999b), as altas concentragbes de sacarose também sao
responsaveis pela atividade da PAL, responsavel pela produgdo dos compostos
fendlicos.

Apos a fase de pré-aclimatizagdo houve um acumulo de fendis totais em
plantulas provenientes do meio MS 50%, independente das concentragdes de
sacarose. Ao final da fase de aclimatizacao, plantulas cultivadas em meio de cultura
MS 50% e 100%, suplementado com 1% de sacarose, apresentaram um acumulo no
conteudo de fendis totais (Tabela 13). Ja nas plantas originadas do meio MS
completo observou-se um decréscimo nas concentragdes de fendis totais (Tabela
13). A concentracdo de fendis €& afetada por fatores internos e externos
(ZAPROMETOV, 1989), a disponibilidade intracelular dos nutrientes inorganicos no
metabolismo celular depende da concentracdo de N no meio de cultura. Segundo
Graham (1983), ocorre acumulo de fendis totais em plantas cultivadas em meio com
baixa disponibilidade de N. Legrand & Bouazza (1991), verificaram que o decréscimo
na expansao celular em Cichorium intybus esteve associado com altas
concentracdes de fendis.

As baixas concentragdes de fendis em plantulas cultivadas em meio de
cultura MS completo nas fases da aclimatizagdo (Tabela 13) estdo correlacionadas

com a proliferacdo celular na area foliar e na dinamica de crescimento (area foliar,
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altura e enraizamento). A proliferagdo celular esta associada com baixas
concentragdes de fendis (LORENZO et al.,, 2001). Conclui-se assim que os fendis
estdo envolvidos na regulacédo de crescimento das plantas (MARIGO & BOUDET,
1979), diferenciacdo celular e organogénese (BEAUDOIN-EAGAN & THORPE,
1984).

Compostos fendlicos possuem papel importante no metabolismo das plantas
(GRAHAM, 1998). Os fendis tém sido considerados moléculas sinalizadoras,
moduladoras da agéo do (AIA) acido indolil-3-acético (BECKMAN, 2000). Eles estao
também associados aos mecanismos de estresse, sendo que quando este € menos
intenso ocorre a acumulacdo de fendis e quando o estresse € severo ocorre a
deplecdo dos carboidratos, o que pode aumentar ou reduzir a concentragido de
sacarose, a fonte mais comum de carbono usado em células de plantas, tecidos e
orgaos (PRITCHARD et al, 1997).

Tabela 13: Fendis totais em plantulas de Agave aftenuata Salmy Dyck micropropagadas em meio MS
a 50% e 100% com diferentes concentra¢des de sacarose (0, 1 € 2%).

Fendis totais (ug de massa seca/mL'1)

Tratamentos Tempo de aclimatizagao (dias)
Sacarose MS 0 10 20
%

0 1,26 Aa e e
1 50 0,11 Ac 0,18 Aa 0,24 A a
2 0,25 Ab 0,22Aa 019Ab ...
0 0,21Ba e reeeee
1 100 0,19 Aa 0,13B a 0,177 B a
2 0,20 A a 0,12B a 0,13Bb

CV% 22,25 6,86 3,51

Letras mailusculas comparam médias de MS para cada concentragdo de sacarose. Letras minusculas
comparam médias das concentragbes de sacarose em cada MS. Médias seguidas da mesma letra
nao diferem significativamente pelo teste SNK (p<0,05).



4 CONCLUSOES

Muitos aspectos ainda devem ser explorados para se entender o
metabolismo bioquimico e fisioldgico na expressdo de genes associados as muitas
respostas adaptativas do estresse hidrico e nutricional em plantas micropropagadas.
No presente estudo foi possivel relacionar os niveis de nutrientes do meio MS e de
sacarose com as taxas de assimilacdo e mobilizacdo dos carboidratos soluveis
totais, nitrogenados e acidos fendlicos totais durante o cultivo in vitro e a
aclimatizacao de Agave attenuta Salmy-Dyck.

Os resultados obtidos demonstram que a auséncia de sacarose no meio de
cultura MS independente da sua concentragdo afetou as concentragbes dos
carboidratos soluveis totais (agucares soluveis totais e amido), resultando em um
acumulo de proteinas totais, aminoacidos totais, nitrato, aménia, e fendis totais em
plantulas de Agave attenuata Salmy-Dyck. Os parametros avaliados podem ser
indicativos de que as altas concentragbes de tais compostos mencionados acima
nao foram efetivamente utilizadas na morfogénese vegetal, como mostrado nos
capitulos l e Il.

De forma geral, meio de cultura MS 100% com 2% de sacarose ativam a
diferenciagao celular e isto esteve associado a um decréscimo nas concentragdes de
fendis totais, nitrato, amonia e carboidratos soluveis totais.

O meio de cultura MS 100% suplementado com 2% de sacarose promoveu a
mobilizacdo de carboidratos soluveis totais, proteinas totais e aminoacidos totais para
o metabolismo do C e N promovendo o melhor desempenho fisiolégico das plantulas.

Enquanto que o meio de cultura MS 50% promoveu um acumulo de
carboidratos soluveis totais, NH;" e N03_ nas plantulas, resultando em uma inibigao
do crescimento e no desenvolvimento morfo-fisiolégico (clorofilas e ceras totais, bem
como baixa densidade estomatica).

As fontes de C e N sao fatores importantes para determinar os processos de
resposta adaptativa das espécies na fase da aclimatizacéo. Diante de tais resultados
recomenda-se a suplementacao de utilizagdo de 2% de sacarose ao meio MS com
100% da sua concentragdo a fim de maximizar a eficiéncia fotoquimica e a
regulacdo metabodlica das plantulas de Agave aftenuata Salmy-Dyck durante as

fases da cultura in vitro e aclimatizagao.
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CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS

No presente trabalho varios aspectos morfo-fisiolégicos e metabdlicos em
plantulas de Agave attenuata Salmy-Dyck foram influenciados pela concentragdo do
meio de cultura e pela sacarose suplementada a esse meio. Constaram-se
mudancgas drasticas no desenvolvimento morfo-fisiolégico e em componentes
bioquimicos acarretando assim mudangas na re-expressao morfogenética, o que
pode caracterizar uma baixa adaptabilidade nas fases de aclimatizagao.

Visto que as concentracbes de N e C sdo fatores limitantes para o
desenvolvimento das plantulas de Agave attenuata Salmy-Dyck, e que as
informagdes contidas neste trabalho podem auxiliar na compreensdo mais
aprofundada das possiveis inter-relagdes dos componentes quimicos do meio de
cultura, sugere-se, para trabalhos futuros, ampliar as concentragcbes estudadas de
sacarose, bem como testar outras fontes de carbono a serem suplementadas ao
meio de cultura.

Sugere-se também para futuros trabalhos um estudo mais aprofundado das
diferentes fontes e concentragbes de nitrogénio no meio de cultura, incluindo
diferentes balangos de NH,*, NOs™ e fontes organicas, principalmente aminoacidos.
Além de permitir uma maior compreensao dos fatores fisioldgicos e bioquimicos em
nivel de células, tecidos, 6rgao e planta. Tais estudos podem contribuir ainda mais
para uma maior compreensdo no controle na expressdo de genes fotossintéticos
que coordena o estado morfo-fisiolégico da planta nas etapas de aclimatizagao.

Sob o prisma aplicado estes estudos podem aumentar a eficiéncia de
protocolos regenerativos in vitro, principalmente nas fases de pré-aclimatizagao e

aclimatizagao.



