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INTRODUCAO

Novas técnicas para tornar mais eficiente a propagagdo in vifro tém sido
desenvolvidas. Laboratérios tém usado sofisticados meios para regulacdo ambiental da
temperatura, umidade, luminosidade, ventilagdo natural ou forcada (Cui et al., 2000; Kanechi
et al.,, 1998; Khan et al.,, 2003), as quais proporcionam algumas vantagens para o
crescimento das culturas em sistemas de micropropagagdo. Contudo, inovagobes
tecnoldgicas nem sempre estdo disponiveis e sua adogao pode representar aumento nos
custos de produgdo das mudas nestes sistemas.

As l|admpadas fluorescentes, bastante comuns em salas de crescimento de
laboratoérios, séo citadas em 90% dos trabalhos com pesquisas em cultura de tecidos, como
a principal fonte de luz utilizada (Dooley, 1991). O custo referente a iluminagdo em sala de
crescimento pode atingir 65% do total de gastos com energia elétrica (Standaert de
Metsenaere, 1991). Este fator apresenta um dos maiores custos na produ¢do de mudas em
laboratério, sendo superado apenas pelos gastos com mao-de-obra (Dooley, 1991). A
utilizacdo de luz natural apresenta vantagens, como redugao dos gastos com luz artificial,
instalagbes simplificadas e, menor estresse a planta durante a aclimatizagao (Erig & Schuch,
2005).

O emprego de luz natural pode ser uma forma de aproximar a micropropagagao
convencional e o sistema de micropropagacao fotoautotréfica, ou seja, possibilitando que as
plantas cultivadas in vitro possam aumentar sua taxa fotossintética pela maior densidade de
fluxo de fétons fotossinteticamente ativos (Kodym & Zapata-Arias, 1998; Kozai et al., 1997).

A alta irradidncia pode afetar diretamente o desenvolvimento das plantas in vitro,
apresentando efeito sobre a lamina foliar e modificando caracteristicas, tais como espessura
foliar, diferenciacdo do mesofilo, divisdo celular e desenvolvimento dos estématos
(Lichtenthaler et al., 1981; Terry et al., 1983, citados por Lee et al., 1988). O fator luz
também influencia a fotossintese, a concentracado de clorofila e a estrutura dos cloroplastos
em plantas cultivadas in vitro (Lee et al., 1988).

Neste contexto, o presente trabalho teve por objetivo apontar algumas consideragdes
relativas a viabilidade do emprego da luz natural em sistemas de micropropagacao, bem
como as alteragées na anatomia foliar nos vegetais cultivados in vitro em ambiente de alta
irradiancia.

MICROPROPAGAGAO FOTOAUTOTROFICA E USO DA LUZ NATURAL

A micropropagacido fotoautotréfica pode ser definida como a producado de
micropropagulos sem a adi¢do de sacarose no meio de cultura (Kubota & Tadokoro, 1999).
Este conceito é ainda recente e esta relacionado com o fornecimento de condicbes
ambientais adequadas para que os tecidos vegetais cultivados in vifro possam realizar
fotossintese, fazendo com que as plantas micropropagadas apresentem crescimento
fotoautotrofico sustentavel. No intuito de atingir esse objetivo, torna-se necessario o
aumento da disponibilidade de CO,, o aumento dos niveis de radiagdo e a reducado da
umidade relativa nos recipientes de cultivo, conferindo as plantas capacidade de
crescimento e multiplicagado em meio sem suprimentos orgénicos (Borkowska, 2001; Fischer
& Alfermann, 1995; Kanechi et al., 1998; Khan et al., 2003; Seko & Nishimura, 1996). Em
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adicao, favorece também a transpiracdo da planta, beneficiando a absor¢cédo de agua e sais
minerais (Kozai et al., 1997).

Diversas técnicas tém sido desenvolvidas com o intuito de fornecer condicoes
ambientais que promovam o aumento na capacidade fotossintética do material
micropropagado e favorecam a aquisi¢ao de fotoautotrofia in vitro, sendo as principais:

a) Sistema de ventilagao natural — recipientes com filtros de membrana, que promovem
o aumento das trocas gasosas, com o ambiente sob concentragdes normais de CO,
(Zobayed et al., 2002);

b) Sistema de ventilagdo forgada — recipientes com filtros de membrana em ambiente
enriquecido com CO; (Khan et al., 2003; Vyas & Purohit, 2003);

c) Aumento do fluxo de fétons fotossinteticamente ativos (DFFFA) — troca das
lampadas comuns por lampadas de halogénio (Kozai et al., 1997);

d) Uso de iluminagdo natural (Kodym & Zapata-Arias, 1999).

O uso dessas alternativas em conjunto ou de forma isolada pode apresentar
vantagens para o crescimento e desenvolvimento in vitro de diversas espécies por reduzir
as desordens fisiolégicas e morfolégicas, aumentando a sobrevivéncia, promovendo o
rapido e vigoroso desenvolvimento das plantas durante a aclimatizagao (Kozai et al., 1997;
Khan et al., 2003).

A utilizacao de luz natural pode representar menor gasto com luz artificial, além de
reducdo nos custos de manutengao, requerendo instalagbes mais simplificadas (Kodym &
Zapata-Azarias, 1998). Entretanto, a disponibilidade de luz pode variar com as condigdes
climaticas, como estagdes do ano e hora do dia. Este fator pode ser limitante em algumas
regides, principalmente aquelas com baixa intensidade luminosa e grande mudanca
climatica durante o ano, como em areas de clima frio.

O fator luz também influencia a fotossintese, a concentracéo de clorofila e a estrutura
dos cloroplastos em plantas cultivadas in vitro, entretanto, isso ndo causa limitagcdo durante
0 processo de aclimatizacao (Lee et al.,, 1988). Provavelmente, maiores limitacbes de
sobrevivéncia e adaptacdo a um novo ambiente das plantulas transplantadas estao
relacionadas com a perda excessiva de agua causada pelo baixo desenvolvimento de cera
epicuticular com extensos espacos intercelulares no mesofilo (Wetzstein & Sommer, 1982) e
também a estdmatos com reduzida funcionalidade (Wetzstein & Sommer, 1983).

O estresse hidrico tem sido relatado como a principal causa de choque no
transplantio, tendo como resultado a perda excessiva de agua pelas plantulas (Brainerd &
Fuchigami, 1981). A alta umidade relativa do recipiente de cultivo (proxima de 100%) e a
baixa irradidncia sdo os principais fatores que provocam alteragcbes na estrutura e no
funcionamento dos tecidos, causando a baixa capacidade das mudas produzidas in vitro de
controlar a perda de agua quando submetidas as condigcdes do ambiente natural, com
aumento da demanda evaporativa (Fuchigami et al., 1981; Preece & Sutter, 1991).

As plantas cultivadas em sistemas fotoautotréficos apresentam melhores
caracteristicas morfoanatémicas (Adelberg et al., 1999) como melhor desenvolvimento do
sistema radicular, maior diferenciagdo do parénquima pali¢adico, cuticulas mais espessas,
reducdo na densidade de estdmatos e melhor funcionamento destes (Serret et al., 1996;
Dimassi-Therioui & Bosabalidis, 1996; Khan et al., 2003).

CARACTERISTICAS ANATOMICAS

As desordens estruturais e funcionais das folhas de plantas sdo o resultado dos
complexos fatores ambientais encontrados no ambiente de cultivo in vitro. A consequéncia é
uma baixa taxa de sobrevivéncia das plantas, quando transferidas para condi¢des ex vitro
(Ziv, 1987). As modificacdbes manifestadas nas folhas de plantas micropropagadas afetam
os principais processos executados por estas, ou seja, a fotossintese e as trocas gasosas
(Debergh & Maene, 1984).
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As plantas micropropagadas apresentam folhas com aspectos diferenciados, quando
comparadas com plantas que cresceram em ambientes naturais, tais como pouca cera
cuticular e estdmatos pouco funcionais, reduzida diferenciacdo do mesofilo com grandes
espacos intercelulares, além de uma fraca conexao vascular entre o sistema radicular e a
parte aérea, o que pode limitar os processos de aclimatizacao (Brainerd et al., 1981; Grout &
Aston, 1978; Pierik, 1990; Wetzstein & Sommer, 1983).

Donnelly & Vidaver (1984), trabalhando com anatomia foliar de framboesa,
observaram que as folhas in vitro apresentavam-se menores, mais finas e com células
palicadicas e células do mesofilo menos compactas em relagdo as plantas crescendo em
ambiente natural.

Comparando a anatomia de bétula branca desenvolvida in vitro com material mantido
em casa de vegetacao, Smith et al. (1986) verificaram que as células palicadicas em corte
transversal tomavam 38% do total da espessura nas plantas em casa de vegetacao, porém,
somente 21% nas dos materiais in vitro.

Lee et al. (1985), trabalhando com Liquindambar, mostraram que diferengas no fluxo
quantico podem modificar o desenvolvimento in vitro. A elevagado nos niveis de luz produziu
folnas mais espessas in vitro, com diferenciacdo do tecido palicadico no mesofilo. A
anatomia foliar destas plantulas apresentou-se mais proxima de folhas de mudas em
aclimatizagcido do que o material in vitro crescendo em baixa irradiancia.

A estrutura e o funcionamento do estdmato tém sido implicados pela falta de controle
da entrada e saida de agua mostrada pelas plantas micropropagadas quando removidas do
meio de cultura. Em todas as espécies observadas, os estdmatos estavam totalmente
abertos quando em cultivos in vitro. A densidade estomatica in vitro, medida por nimero de
estdmatos por mm?, foi maior em macieira (Blanke & Belcher, 1989) e roseira (Capellades et
al.,, 1990), mas menor em ameixeira (Brainerd et al., 1981), quando comparadas com
plantas que cresceram em casa de vegetacao.

A morfologia e a densidade dos estdbmatos podem ser alteradas in vitro por
mudancgas das condigdes ambientais. Em roseiras que cresceram em condigdes in vitro, o
aumento na irradiancia de 25 para 80 umol.m?s™ e decréscimo da umidade relativa de
100% para 75%, resultou em estdmatos muito similares aqueles formados em plantas em
casa de vegetacdo. Os estdmatos foram mais elipticos e em menor nimero (Capellades et
al., 1990).

O tempo de fechamento dos estdbmatos durante a transferéncia das plantas in vitro
para casa de vegetacdo pode ser determinante para a sua sobrevivéncia durante a
aclimatizacao. Esse tempo pode ser variavel de acordo com a espécie e as condigdes in
vitro. Na verdade, a maioria dos estdbmatos fecha entre 12 e 24 horas apés a retirada da
planta do meio de cultura. Shackel et al. (1990) calcularam que a perda de agua apos 24
horas supera duas ou trés vezes o peso inicial das plantas. Esses dados revelam que a
demanda transpiratéria pode resultar em severo estresse hidrico por meio da resposta de
fechamento de estdmatos a baixa umidade relativa.

CONSIDERAGOES FINAIS

Embora seja certo que a alteragdo do ambiente de cultivo possa favorecer a
capacidade fotoautotrdfica, a dificuldade tem sido determinar qual o grau de fotoautotrofia
atingida pela planta em determinada condicdo de cultivo, principalmente em funcdo das
metodologias disponiveis para esses estudos (Serret et al., 1996). Além disso, uma uUnica
caracteristica da planta ou uUnico fator ambiental ndo podem expressar um processo tao
complexo (Deccetti, 2004).

E evidente que qualquer metodologia que cause a aproximacéo da micropropagacao
convencional, em relagdo aos sistemas fotoautréficos, pode trazer beneficios interessantes,
como economia do processo e proporcionar plantas produzidas in vitro mais rusticas e
resistentes aos estresses do processo de aclimatizagao.
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