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EFEITO DE TROCAS GASOSAS E SACAROSE NO TEOR DE CLOROFILA, NOS
ESTOMATOS E NA MICROPROPAGACAO DE MORANGUEIRO

Dalila R. PEREIRA!; Maria F. VASCONCELOS?; Wellington M. BARBOSA?; Maria G. TEIXEIRA?®

RESUMO

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a influéncia da vedacdo de frascos e de diferentes
concentragdes da sacarose no cultivo in vitro de morangueiro (Fragaria x ananassa Duch). Propagulos de F. x
ananassa foram cultivados em frascos com tampas com e sem orificios cobertos com filtro. O meio de cultura utilizado
foi 0 MS com 0, 15 e 30 g.L* de sacarose. Analisou-se o teor de clorofila e a funcionalidade. Os morangueiros
cultivados em meio sem sacarose apresentaram baixo teor de clorofila. As trocas gasosas favoreceram a producdo do
pigmento e a funcionalidade estomatica.

Palavras-chave: Pigmentos fotossintéticos; Ventilagdo natural; Fragaria x ananassa Duch; Aclimatizagéo.

1. INTRODUCAO

A técnica de cultivo in vitro permite a producdo massal de mudas com alta qualidade
genética e fitossanitaria, atendendo as exigéncias necessarias para a producdo de matrizes de
morangueiro (DIAS et al., 2014).

No entanto, no cultivo in vitro convencional os explantes sdo mantidos em frascos
totalmente vedados. Nessa condicéo, a atividade fotossintética das plantulas é limitada. 1sso pode
interferir diretamente no desenvolvimento, na taxa de multiplicacéo e no processo de aclimatizacéo
das mudas (ANTUNES et al., 2010).

Dado a importancia do exposto, objetivou-se com este trabalho avaliar a ocorréncia de
alteracdes no desenvolvimento in vitro do morangueiro (Fragaria x ananassa Duchesne) quando
este é submetido a diferentes concentracfes de sacarose e cultivado em frascos que permitem trocas

gasosas, bem como a influéncia dessas condic¢des durante a aclimatizagdo das mudas.

2. MATERIAL E METODOS
Como explantes foram utilizados propéagulos de morangueiro mantidos in vitro em sala de
crescimento do Laboratério de Biotecnologia do IFSULDEMINAS, campus Machado, oriundos de

meristema e ja subcultivados por 3 vezes segundo protocolo da EMBRAPA (2012). Estes foram
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inoculados em frascos de policarbonato de 1 L contendo 250 mL de meio de cultura MS
(MURASHIGE e SKOOG, 1962). Em cada frasco foram colocados 10 explantes. Os frascos foram
fechados com tampas de polietileno totalmente vedadas e tampas com orificio de 2 cm? coberto
com uma camada de fita veda-rosca e duas camadas de fita microporosa que tiveram a funcéo de
filtro, permitindo assim trocas gasosas. Os frascos foram mantidos em sala de crescimento a 25°C e
fotoperiodo de 16 horas.

Foram 6 tratamentos, utilizando 5 repeti¢fes por tratamento, sendo cada repeticdo composta
por 10 explantes por frasco. Apos 30 dias os morangueiros foram subcultivados, mantendo-se as
condicdes de trocas gasosas e concentracOes de sacarose. Depois de 60 dias coletaram-se material
para as analises do teor de clorofila e funcionalidade estomatica.

Para a andlise da funcionalidade estomatica foram confeccionadas laminas por meio da
técnica de impressdo paradérmica com fita adesiva transparente. Fotomicrografias foram feitas no
microscopio Leica DM500 acoplado por cdmera Leica EC3 no aumento de 40x. As imagens foram
capturadas pelo programa LAS EZ. As imagens adquiridas foram analisadas com o programa
ImageJ. Mediu-se o diametro polar (DP) e diametro equatorial (DE) dos estdmatos. Fez-se a relagdo
DP dividido por DE (DP/DE) para determinar a funcionalidade estomatica.

Para a andlise de clorofila, foram retirados das folhas discos de 6,0 mm de didmetro de cinco
plantas por tratamento (1 planta/repeticdo e 1 disco/folha). O material coletado foi rapidamente
transferido para tubo Falcon, previamente revestidos com papel aluminio para excluir luminosidade,
contendo 15 mL de acetona 80%, segundo ARNON (1949), modificado pela supressédo das etapas
de trituracdo e centrifugacdo dos discos. Os frascos foram mantidos no escuro por 48 horas. A
densidade Optica dos filtrados foi lida em espectrofotometro Bel Photonics SP1105, nos

comprimentos de ondas 645 e 663 nm.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Os teores de clorofila (a,b e totais) foram menores nas plantas que foram cultivadas em meio
sem sacarose e com 15 g.L! em frasco com tampa sem filtro. Ja o tratamento com 15 g.L* de
sacarose e tampa com filtro promoveu maiores teores de clorofila, tanto quanto os tratamentos com

30 g.L* de sacarose, com tampas totalmente vedada ou com tampa com orificio (Figura 1).
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Figura 1. Teores de clorofila em folhas de F. x ananassa cultivado em diferentes condicGes de
vedacdo de frasco e concentracdo de sacarose. Médias seguidas de letras iguais no mesmo tipo
de clorofila ndo se diferem significativamente.

Assim, verificou-se que a presenca de tampas que permitem maiores trocas gasosas
aumentou o teor de clorofilas. Zobayed et al. (2002), relatam a importancia da troca de ar entre
ambiente e frasco e ressalta a capacidade das plantas cultivadas in vitro de desenvolver o aparelho
fotossintético nessa condigdo

Quanto a funcionalidade estomatica, os melhores resultados foram alcancados pelos
morangueiros que permaneceram em frascos com tampas que permitem maiores trocas gasosas
(Figura 2 e 3). Os dados do tratamento com 15 g.L! em frasco com tampa sem filtro ndo foram
apresentados, pois as imagens obtidas dos estdmatos ndo apresentaram boa qualidade.

Funcionalidade Estomatica

1,4
Figura 3. Fotomicrografias de estdmatos da face

1,35 a
1,3 -
1,25 | 0
12 | b
1,15 4 l
1,1 + T T T T

N N

abaxial de folhas de Fragaria x ananassa. A: 0 gL de
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No cultivo in vitro convencional, com frascos totalmente vedados e alta concentragdo de
sacarose no meio de cultura, as plantas exibem metabolismo heterotrofico ou mixotréfico (KOZAL,
2010). Além disso, possuem estdbmatos pouco funcionais (HAZARIKA, 2006).
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4. CONCLUSOES
Concluiu-se que a concentracdo de sacarose no meio de cultura e a vedagdo do frasco
durante o cultivo in vitro sdo fatores que podem interferir diretamente no teor de clorofila, na

formacdo dos estdmatos e na aclimatizacéo de F. x ananassa.
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