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RESUMO

A cana-de-acUcar ¢ uma das principais culturas do Brasil, plantada em quase todo o territorio e
adaptada as diferentes regides do pais. O objetivo do trabalho foi avaliar a influéncia de sistema
de ventilacdo natural, intensidade de luz, espectro luminoso e composicdo do meio de cultura
no cultivo in vitro de cana-de-agucar. BrotacGes laterais foram cultivadas em meio MS e
mantidas sob delineamento inteiramente casualizados (DIC). Artigo | - esquema fatorial duplo
3x3, sendo trés nimeros de explante por frasco (5, 10 e 20) e trés sistemas de ventilagdo (Sem
filtro - SC, com dois filtros - SVN2 e quatro filtros - SVN4). Artigo Il - mantidas sob cinco
intensidades de luz: 26, 70, 100, 113 ¢ 144 pmol m2s e sob diferentes espectros de luz:
monocromatica branca; vermelho; azul e combinacdes de azul - %A e vermelho - %V: (30:70;
70:30; e 50:50). Artigo Il - reducéo da concentracdo original dos sais NHsNO3z e KNOgz, em
porcentagem e da intensidade de luz, sendo trés concentracdes de NHsNO3 e KNOs (25, 50 e
100%) e cinco intensidades de luz (26, 70, 100, 113 e 144 pmol m2s™). O terceiro experimento
também consistiu no aumento da concentracdo original dos sais CaCl.. e MgSOa (100, 200 e
400%) e variagdes do pH (5,50; 5,75 e 6,00). Apds 35 dias de cultivo in vitro, foram avaliados
0s parametros de crescimento agronémico e pigmentos fotossintéticos. Houve menor acumulo
de massa seca com 0 aumento do nimero de explantes por frasco. Para os parametros de
crescimento agronémico o sistema de ventilacdo natural com quatro filtros e 5 explante por
frascos proporcionaram maiores ganhos. No entanto, o sistema de ventilacdo natural com quatro
filtros, 10 e 20 explantes por frascos resultou em acimulo de massa seca das plantulas, o que
favoreceu o crescimento da planta durante a fase de aclimatizacdo. Recomenda-se 0 uso de
membranas porosas na micropropagacao de cana-de-acucar com 10 e 20 explantes por frasco.
A intensidade de luz de 113 umol m? s resultou na maior producdo de massa seca e de
pigmentos fotossintéticos, proporcionando o maior vigor da plantula. Os espectros luminosos
monocromaticos branco, azul e vermelho resultaram em plantulas com maior acumulo de massa
seca (MSPA, MSR, MST), e o espectro 50% azul:50% vermelhos na biossintese dos pigmentos
fotossintéticos. No terceiro experimento, o sistema radicular atingiu maiores comprimentos
com maiores intensidades e menores concentracfes de nitrogénio. O didmetro do colmo das
plantulas também foram melhores desenvolvidos a medida que aumentou a intensidade de luz
independente da concentracdo de sais. O aumento da concentracdo dos sais de NHsNO3z e KNOs
reduziu o acumulo da massa seca da raiz. As maiores medias dos pigmentos fotossintético,
foram obtidas quando submetidas a intensidade de luz mais alta, em todas as concentracdes de
nitrogénio. Nas intensidades 70, 113 e 144 pumol m2 s * houve a maior producio de massa seca
total. Meio de cultura com 200% da forca de Ca e Mg do MS e pH 5,5 favoreceu a maior
producdo de massa seca.

Palavras-chaves: Cana-de-acucar. Intensidade luminoso. Meio de cultura.



ABSTRACT

Sugarcane is one of the main crops in Brazil, planted in almost the entire territory and adapted
to the different regions of the country. The objective of this work was to evaluate the influence
of the natural ventilation system, light intensity, light spectrum and composition of the culture
medium on the in vitro cultivation of sugarcane. Lateral shoots were cultivated in MS medium
and maintained in a completely randomized design (DIC). Article | - 3x3 double factorial
scheme, with three numbers of explants per flask (5, 10 and 20) and three ventilation systems
(Without filter - SC, with two filters - SVN2 and four filters - SVN4). Article 11 - kept under
five light intensities: 26, 70, 100, 113 and 144 pmol m2 s tand under different light spectra:
monochromatic white; red; blue and combinations of blue - %A and red - %V: (30:70; 70:30;
and 50:50). Article 111 - reduction of the original concentration of NH4NO3 and KNO3 salts,
in percentage and light intensity, with three concentrations of NH4NO3 and KNO3 (25, 50 and
100%) and five light intensities (26, 70, 100, 113 and 144 pmol m2s1). The third experiment
also consisted of increasing the original concentration of CaCl.2 and MgSO4 salts (100, 200
and 400%) and pH variations (5.50; 5.75 and 6.00). After 35 days of in vitro cultivation,
agronomic growth parameters and photosynthetic pigments were evaluated. There was less
accumulation of dry mass with the increase in the number of explants per flask. For the
agronomic growth parameters, the natural ventilation system with four filters and 5 explants
per flask provided greater gains. However, the natural ventilation system with four filters, 10
and 20 explants per flask resulted in accumulation of seedling dry mass, which favored plant
growth during the acclimatization phase. The use of porous membranes in the micropropagation
of sugarcane with 10 and 20 explants per flask can be recommended. The light intensity of 113
umol m~2 st resulted in the highest production of dry mass and photosynthetic pigments,
providing the highest seedling vigor. The white, blue and red monochromatic light spectra
resulted in seedlings with higher dry mass accumulation (MSPA, MSR, MST), and the 50%
blue:50% red spectrum in the biosynthesis of photosynthetic pigments. In the third experiment,
the root system reached greater lengths with higher intensities and lower nitrogen
concentrations. The stem diameter of the seedlings was also better developed as the light
intensity increased, regardless of the salt concentration. Increasing the concentration of
NH4NO3 and KNO3 salts reduced root dry mass accumulation. The highest averages of the
photosynthetic pigments were obtained when subjected to the highest light intensity, in all
nitrogen concentrations. At intensities 70, 113 and 144 pmol m~2 s™* there was the highest total
dry mass production. Culture medium with 200% of the Ca and Mg strength of DM and pH 5.5
favored the highest production of dry mass.

Keywords: Sugar cane. Intensity spectrum. Culture medium.
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1. INTRODUCAO

A cana-de-agucar (Saccharum officinarum L.), é uma das plantas mais eficientes no
emprego e conversdo de energia solar em acgucar, sendo responsavel pelo abastecimento de
aproximadamente 80% de acgucar (sacarose) e 35% da producdo total de etanol do mundo
(TOLERA et al. 2014). Pertencente a familia Poaceae (Gramineae) e ao género Saccharum, a
cana-de-agucar ¢ uma planta monocotileddnea, perene, com caule cilindrico, folhas alternadas,
inflorescéncia do tipo espigueta e fruto cariopse contendo semente (SOUZA, 2012). De
propagacdo preferencialmente por meio de fragmentos vegetativo, o que exige uma enorme
quantidade de material propagativo para o plantio, de 15 a 21 gemas/metro, o que corresponde
de 11 a 14 toneladas de colmos/hectare.

A cultura de tecidos € uma ferramenta amplamente utilizada na agricultura para
contornar problemas relacionados a producdo vegetal. O cultivo in vitro da cana-de-agucar
possibilita a producdo de mudas em larga escala, de forma rapida e em pouco espa¢o de tempo,
com producdo ao longo do ano sem influéncia de fatores ambientais. Além de possibilitar
melhorias nas caracteristicas fisioldgicas das plantas, como também no aumento do rendimento
da cultura de 10 para 30% e longevidade de 30% (LEE et al. 2007). Sendo assim, uma excelente
alternativa para a reducdo de material propagativo para a renovacdo ou implantacdo de um
canavial.

Porém, sabe-se que alguns fatores no condicionamento do cultivo in vitro promovem
anomalias nas estruturas morfo-anatdmicas das plantas, proporcionando alto indice de
mortalidade quando os levados a campo (ALVAREZ et al., 2012). Diversos métodos vém sendo
estudados para contornar essa condi¢do no cultivo in vitro, dentre ele, o0 uso de tampas com
membranas permedveis a gases com ventilagcdo natural, aumento da intensidade luz, espectro
luminoso e, a composi¢do do meio de cultura.

Dessa forma, esta pesquisa teve como principal objetivo avaliar a influéncia de sistema
de ventilagdo natural, intensidade de luz, espectro luminoso e composi¢cdo do meio de cultura

no cultivo in vitro de cana-de-agucar.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Importancia da cana-de-agucar (Saccharum officinarum L.)

Dentre os mais de 100 paises produtores de cana-de-acucar, o Brasil se destaca
atualmente como a maior producao e exportagdo de aguicar, seguido pela India, China, Tailandia
e Paquistdo, e segundo colocado na producdo e exportacdo de etanol (FAO, 2022; CONAB,
2022).

A estimativa da safra 2022/2023 ¢é que o Brasil produza 33,89 milhdes de tonelada de
acucar e 30,35 bilhdes de litros de etanol derivado da cana-de-agUcar colhidas nos 8.127,7 mil
hectares. A Regido Centro-Sul representa cerca de 90% da producdo total do pais, com
produtividade estimada atualmente em 71.345 kg/ha, 1,3% superior a obtida na safra anterior.
Ja para a Regido Norte/Nordeste, as boas condic¢des climéaticas vém beneficiando as lavouras,
indicando ganho de 5,9% na produtividade, estimada em 63.709 kg/ha. (CONAB, 2022).

A crescente busca por fontes de energias renovaveis leva o pais a investir cada vez mais
no aumento de areas para cultivo de cana-de-acUcar. Espera-se que a area de cultivo desta
cultura no Brasil, aumente mais de 5 milhdes de hectares até 2030, principalmente, nos estados
de Minas Gerais, Sdo Paulo, Parand, Goias, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso e Para, atraves
da conversdo de pastagens (ALKIMIM et al., 2015).

No Brasil, o periodo entre 2000 e 2008 foi marcante para o crescimento do setor
sucroenergético. A abertura da economia brasileira para o mercado externo na década de 1990
permitiu o crescimento do comércio do acucar (SCHEITERLE et al., 2017). O aumento da
demanda para o consumo de etanol com advento dos veiculos flex fuel impulsionou ainda mais
esse crescimento. Dessa forma, o setor sucroenergético tem efeitos socioecondmicos nas
regides produtoras de cana-de-agucar, gerando empregos, aumentando as receitas municipais e,
consequentemente, é fundamental para o crescimento da economia brasileira (MORAES et al.,
2016).

O maior interesse pela cana-de-agucar é devido a alta concentracdo de sacarose (90%)
em seu caule, além de glicose e frutose (SINDHU et al., 2016), e os principais produtos
derivados desta cultura sdo aclcar e etanol. O agucar é amplamente utilizado na alimentacao
humana, na conservagdo de alimentos e também na industria farmacéutica. O etanol é
considerado uma energia limpa e renovavel para o setor de biocombustiveis com grande

demanda pelo mercado nacional e internacional, e pode ser usado na sua forma hidratada em
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veiculos flex fuel ou misturado a gasolina para reduzir a emissdo de poluentes, sendo este
denominado etanol anidro (CARPIO; SOUZA, 2017).

Além disso, o setor sucroalcooleiro tem buscado o uso de subprodutos como forma de
reduzir custos de producdo e aumentar a produtividade. O residuo gerado pela producédo de
cana-de-agucar e seus principais produtos, tem potencial para ser utilizado como fonte de
subprodutos. A cana-de-agucar é altamente eficiente na conversdo de energia luminosa em
energia quimica, sendo o componente de maior interesse é a sacarose. Contudo, a palha
derivada da colheita, o bagaco gerado da extracdo do caldo, o0 melago e a vinhaca, residuos da
producdo de acucar e etanol, sdo subprodutos com alto valor agregado (VU et al., 2006;
SINDHU et al., 2016).

2.2.  Aspecto Boténico e Agronémico da Cana-de-agucar

A cana-de-acUicar € uma planta monocotiled6nea, pertencente a familia Poaceae
(Gramineae) e ao género Saccharum. Planta perene, com caule cilindrico, folhas alternas,
inflorescéncia do tipo espigueta e fruto cariopse, com uma semente (SOUZA, 2012). Seus atuais
cultivares sdo hibridos interespecificos, sendo que nas constituicbes genéticas participam as
espécies S. officinarum, S. spontaneum, S. sinense, S. barberi, S. robustum e S. edule (GUPTA
et al., 2010).

As caracteristicas varietais definem o nimero de colmos por planta, a altura e o diametro
do colmo, o comprimento e a largura das folhas e a arquitetura da parte aérea, sendo a expressao
destes caracteres muito influenciados pelo clima, pelo manejo e pelas praticas culturais
utilizadas (MAGRO et al., 2011).

O florescimento da cana-de-acUcar € um processo natural entre as gramineas e é
indispensavel para a sobrevivéncia da espécie. Porém, do ponto de vista da producao, isso se
caracteriza como uma desvantagem, uma vez que o florescimento paralisa o crescimento
vegetativo do colmo e com evidente perda do rendimento de agucar, haja vista que a planta
inicia a translocacdo de assimilados para a formacdo da folha bandeira, a qual protegera a
inflorescéncia, que também recebem assimilados. Apds o florescimento pleno a cultura entra
em senescéncia, permitindo novas brotagdes, 0 que impacta negativamente no acucar total
recuperavel (ATR), uma vez que a planta também precisa translocar assimilados para os novos
brotos (CHABREGAS, 2010; CONAB, 2022).

Trata-se de uma planta de reproducdo sexuada, porém como o florescimento é uma

caracteristica indesejavel em cultivos comerciais de cana-de-aguUcar, por reduzir a producéo de



16

sacarose, quando cultivada comercialmente ¢ multiplicada assexuadamente, por propagacao
vegetativa, pedacos de colmo (rebolo ou tolete) contendo uma ou mais gemas (JADOSKI et.
al, 2010; CHABREGAS, 2010; BRAMBILLA, 2013).

O chamado colmo-semente apresenta uma série de desuniformidades, oriunda de fatores
fisioldgicos, morfoldgicos e climaticos e uma amplitude de manejos fitotécnicos aplicados ou
ndo ao longo do processo (XAVIER et al., 2014). Esforgos combinados estdo sendo realizados
para o aperfeicoamento de técnicas para sua propagacao. A quantidade de estudos evolvendo a
cana de agUcar ndo é proporcional a sua importancia em termos de fonte alimentar e de energia
(BRAMBILLA, 2013).

2.3.  Micropropagacéao

Na técnica de micropropagacdo, sao fornecidos todos os nutrientes, fonte de carbono,
vitaminas e &gua no meio de cultura para a morfogénese do explante. Apds inoculado, os
explantes sdo condicionados em salas de crescimento com iluminacdo, temperatura e
fotoperiodo controlados essenciais para o crescimento e desenvolvimento do explante. O
desenvolvimento do explante pode, ser manipulado pela adi¢do de reguladores de crescimento
da planta em estadios especificos de crescimento ou maturacdo (PHILLIPS; GARDA, 2019).

A regeneragdo de plantas in vitro pode ser influenciada por diversos fatores, como o
gendtipo, fonte e condicdes fisioldgicas do explante, combinacdo de fitorreguladores de
crescimento, meio de cultivo e as condi¢des de cultivo (LUCIANI et al., 2006; DUTRA et al.,
2009).

A cultura de tecidos apresenta como vantagens para a producdo de mudas a facilidade
de producdo em larga escala em curto espaco de tempo, com producdo ao longo do ano sem a
influéncia de fatores ambientais, em condicdes controladas. Além disso, permite garantia de
mudas com caracteristicas genéticas superiores as produzidas por outras técnicas de propagacdo
(GONCALVES e ROMANO, 2013; AMARAL-BAROLI et al., 2016), bem como a
possibilidade de melhoria nas caracteristicas fisiologicas das plantas derivadas in vitro, como

um aumento no rendimento da cultura de 10 para 30% e longevidade de 30% (LEE et al. 2007).

2.4.  Sistema de Ventilagdo

No sistema convencional de cultivo os explantes sdo acondicionados em frascos

lacrados, sem ventilagdo ou troca gasosa. Tais condi¢Ges podem resultar em varios disturbios
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morfolégicos, os quais sdo causados pelo acumulo de gases no interior dos frascos,
proporcionado pela alta umidade relativa. Como distdrbios morfoldgicos incluem alteracdes
anatdmicas, como estdmatos deformados ou anomalias estomaticas, causadas pela falta de
trocas gasosas no ambiente, além de comprometer os teores dos pigmentos fotossintéticos, bem
como a condutancia estoméatica (MONJA-MIO et al., 2015; GAGO et al., 2016).

Diferentes métodos para contornar essa condigdo no cultivo in vitro vém sendo
estudados, dentre eles, 0 uso de tampas com membranas permeaveis a gases com ventilacdo
natural. A troca gasosa entre o ambiente interno e externo reduz a umidade relativa dentro dos
recipientes de cultivo e aumenta a transpiragdo e absorcdo de agua e, consequentemente de
nutrientes pelas plantas, podendo resultar em maior fotossintese e, consequentemente, em maior
taxa de crescimento e melhoria no processo de aclimatizacdo (KITAYA et al., 2005; KOZAI
2010; IVANOVA e STADEN, 2010, XIAO et al., 2011).

O cultivo de plantas micropropagadas em ambientes que permitem a troca gasosa, com
sistema de ventilacdo natural, podem aumentar a biossintese de pigmentos, melhorar o
desempenho fotossintético promovido pelo aumento de CO; e reducdo da umidade relativa do
ar. Além de permitir que as plantas desenvolvam mecanismos de adaptacdo para evitar a perda
excessiva de agua, melhorar a qualidade nutricional das mudas, e consequentemente reduzir as
perdas de plantas micropropagadas, durante a aclimatizacdo (BAKER, 2008; CHA-UM et al.,
2011; SALDANHA et al., 2013).

Atualmente, varios estudos vém sendo realizados com uso de membranas que permitem
trocas gasosas com o proposito de obter melhores plantulas na propagacao in vitro em diferentes
espécies, como Pfaffia glomerata (SALDANHA et al., 2014), Cattleya walkeriana (SILVA et
al., 2014), Lippia alba (BATISTA et al., 2017). Plectranthus amboinicus (SILVA et al., 2017).
Lippia gracilis Schauer (LAZZARINI et al., 2018) e Eugenia dysenterica (SILVEIRA et al.,
2019).

2.5. Intensidade e espectro luminoso

As plantas sdo organismos fotoautotréficos oxigenados, que necessitam da luz para
realizar fotossintese e sintetizar compostos carbonados complexos. Elas percebem os sinais de
luz através de fotorreceptores que detectam comprimentos de onda especificos, traduz e gera
respostas fisiolégica (SHIN et al., 2013).

No cultivo in vitro a luz solar é substituida por lampadas de LED e/ou fluorescentes em

salas de crescimento. (ROCHA et al., 2017). O uso de lampadas de LED (diodo emissor de luz)
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como fonte de iluminacdo na sala de crescimento dos laboratérios de micropropagacédo, é uma
alternativa que apresenta diversas vantagens, tais como, controle do espectro de luz emitido,
baixo consumo de energia elétrica e maior durabilidade. Além disso, devido as propriedades
espectrais atingida pela luz de LED é possivel regular as respostas morfogénicas in vitro como
variagOes anatdmicas, morfoldgicas e atributos fisioldgicos, alongamento, e rizogénese, bem
como habilidades fotossintéticas (FACANHA et al., 2018; DUTTA-GUPTA et al., 2020).

As plantas cultivadas in vitro apresentam diferentes respostas de crescimento e producao
de metabolitos secundarios quando expostas a diferentes condicbes de luz (ALVARENGA et
al., 2015). A caréncia de foton pode reduz a capacidade fotossintética da planta de produzir
fotoassimilado, interferindo negativamente no crescimento do vegetal. J& 0 excesso, pode
formar espécies reativas de oxigénio, afetando a producdo de subprodutos da fotossintese
(MULLER; LI; NIYOGI, 2001; TAIZ e ZEIGER, 2017).

Assim, a modificagdo da intensidade de luz e do espectro luminoso, no microambiente
in vitro, pode trazer diversos beneficios fisioldgicos para as plantas. Ja que, cada planta
apresenta necessidades especificas de fdétons e comprimentos de onda para o0 seu
desenvolvimento (KOZAI e ZHANG 2016; HSIE et al., 2019).

Outros fatores, como influéncia da intensidade luminosa e qualidade espectral vem
sendo bastante estudadas na morfogénese de plantulas em vérias espécies, como: urtica dioica
(COELHO et al.,, 2021), Mentha arvensis (DE OLIVEIRA et al., 2021), e Aeollanthus
suaveolens (ARAUJO et al., 2021).

2.6. Meio de Cultivo

O meio de cultivo é composto basicamente das combinacdes de macro e
micronutrientes, vitaminas, aminoacidos e hidratos de carbono (DAVEY e ANTHONY, 2010),
0 qual permite condi¢cdes adequadas ao crescimento e desenvolvimento in vitro do tecido
vegetal (CORDEIRO et al., 2014).

Um dos fatores que mais influenciam o sucesso da propagacdo in vitro é o equilibrio
nutricional do meio de cultura, e este deve interagir positivamente com o material genético
(ALMEIDA, 2012). A maioria dos protocolos de micropropagacgéo utilizam meios de culturas
com composicdo nutricional estabelecida, sem considerar as necessidades nutricionais da
espécie cultivada, podendo representar um fator limitante as respostas morfogénicas, o que pode

ocasionar o insucesso do processo para espécies mais exigentes (ALMEIDA, 2012).


https://link-springer-com.ez26.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s11240-020-01992-2#ref-CR61
https://link-springer-com.ez26.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s11627-022-10270-z#ref-CR30
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No entanto, o desenvolvimento de um meio adequado para uma cultura especifica é
uma tarefa bastante complexa, ja que deve-se considerar as necessidades nutricionais da espéecie
e dos fatores genéticos do material em estudo. Recentemente os nutrientes requeridos por
concentracdes intermediarias, classificados como componentes Mesos foram identificados
como um dos grupos de nutrientes mais influentes no meio Murashige e Skoog (WADA et al.,
2013). Em algumas espécies estudadas, a quantidade de nutrientes que compde o0 grupo Meso
apresentaram insuficientes para o bom crescimento e multiplicacdo de Pyrus sp. (HAND et al.,
2014); Rubus idaeus L. (POOTHONG e REED 2014) e Corylus avellana L. (REED et al.,
2013); Dysphania ambrosioides L. (DE CARVALHO et al., 2018).

Protocolos de propagacao in vitro de cana-de-acucar tém sido estabelecidos a partir do
meio de cultura Murashige e Skoog. Porém, ndo se sabe se, este meio é o que melhor responde

aos processos morfogénicos desta espeécie.
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Artigo | - Sistema de membrana e nimero de explante no crescimento de plantulas de
cana-de-agucar.

Resumo

A cana-de-agUcar é uma das principais culturas do Brasil, plantada em quase todo o territorio e
adaptada as diferentes regides do pais. O objetivo do trabalho foi determinar a relacdo mais
adequada entre o sistema de ventilagdo natural e nimero de explantes por frasco no desempenho
agronémico in vitro e ex vitro e fisioldégico de plantulas de cana-de-agucar (Saccharum
officinarum L.) cultivadas in vitro. Plantulas de aproximadamente 2cm, cultivadas in vitro
oriundas de embriogénese somatica foram utilizadas no experimento. O experimento foi
instalado em delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3x3, sendo trés
diferentes nimeros de explantes por frasco (5, 10 e 20) e trés sistemas de ventilacdo (sem 0
filtro - SC, com dois filtros - SVN2 e quatro filtros - SVN4). Menor acimulo de massa seca
ocorreu com o0 aumento do nimero de explantes por frasco. O sistema de ventilacdo natural
com quatro filtros e 5 explante por frascos proporcionou maior ganho em relagdo ao
crescimento agrondmico. Ja o sistema de ventilacao natural com quatro filtro, 10 e 20 explantes
por frascos resultou em acumulo de massa seca das plantulas, o que favoreceu o crescimento
na aclimatizacdo. Assim, 0 uso de membranas porosas na micropropagacao com 10 e 20
explantes por frasco € recomendado

Palavras-chaves: Micropropagacdo. Aclimatizacdo. Competicdo in vitro.

1. INTRODUCAO

A cana-de-acUcar (Saccharum officinarum L.) é das principais culturas do Brasil,
plantada em quase todo o territério e adaptada as diferentes regides do pais. A estimativa para
a safra atual é que ocorra a colheita de 8,12 milhdes de hectares (CONAB, 2022). A cana-de-
acucar propaga preferencialmente por meio de fragmentos vegetativos, porém exige enorme
guantidade de material propagativo para o plantio de um hectare. Uma alternativa para a
reducdo de material propagativo no plantio, é a utilizacdo de mudas pré-brotadas (MPB). Essas
mudas podem ser oriundas de um né do caule ou obtidas por meio de clonagem do material
vegetal. O uso de MBP na implantacdo ou renovacdo de um canavial permite reducdo na
quantidade de material, e melhora o controle de vigor das plantas (LANDELL et al., 2012;
XAVIER et al., 2014; XAVIER et al., 2016).

A producdo de mudas via cultura de tecidos apresenta algumas vantagens, como a
facilidade de producgdo em larga escala em curto espaco de tempo, além da producéo ao longo
do ano sem que ocorra a influéncia de fatores ambientais, e em condigdes controladas, e a
garantia da obtencdo de mudas com caracteristicas genéticas superiores as demais técnicas de
propagacdo (AMARAL-BAROLI et al., 2016; GONCALVES e ROMANO, 2013). Porém, o
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sucesso desse processo depende de diversos fatores, entre eles as condi¢Ges de cultivo in vitro,
e 0 nimero de explantes por recipiente (DESCHAMPS; PINTO, 1995).

No entanto, no sistema convencional de cultivo os explantes sdo acondicionadas em
frascos selados, com pouca ventilagdo ou troca gasosa. Tais condigdes podem apresentar varios
disturbios morfoldgicos, que sdo causados pelo acimulo de gases no interior dos frascos,
proporcionado pela alta umidade relativa. Esses distdrbios morfolégicos incluem alteracoes
anatdmicas, como estdmatos deformados ou anomalias estomaticas, causadas pela falta de
trocas gasosas no ambiente, além de comprometer os teores dos pigmentos fotossintéticos, bem
como a condutancia estoméatica (MONJA-MIO et al., 2015; GAGO et al., 2016).

O cultivo de plantas micropropagadas em ambientes que permitem a troca gasosa, com
sistema de ventilacdo natural, podem aumentar a biossintese de pigmentos, melhorar
desempenho fotossintético promovido pelo aumento de CO> e reducdo da umidade relativa do
ar. Além de permitir que as plantas desenvolvam mecanismos de adaptacao para evitar a perda
excessiva de dgua, melhorar a qualidade nutricional das mudas e, consequentemente reduzir as
perdas de plantas micropropagadas, durante a aclimatizacdo (BAKER, 2008; CHA-UM et al.,
2011; SALDANHA et al., 2013).

Sendo assim, o objetivo do trabalho foi determinar uma relacdo mais adequada entre o
sistema de ventilacdo natural e nimero de explantes por frasco no desempenho agronémico in
vitro e ex vitro e fisiolégico de plantulas de cana-de-aglcar (Saccharum officinarum L.)

cultivadas in vitro.

2. MATERIAL E METODO
2.1. Material vegetal e condicGes de cultura

Foram utilizadas plantulas de aproximadamente 2cm, cultivadas in vitro oriundas de
embriogénese somatica obtidas pelo o protocolo de Dutra et al. (2011). Os explantes foram
inoculados em frascos (300 mL) contendo 50 mL de meio cultura basico do MS (MURASHIGE
e SKOOG 1962), suplementado 6 g L™ de agar (A7921, Sigma-Aldrich®), e pH ajustado para
5,7 £0,1, antes da autoclavagem a 125 °C e 1,2 atm durante 15 minutos. Apds a inoculagéo, o
material foi mantido em sala de crescimento durante trinta e cinco dias a temperatura de 25+ 1

°C, com fotoperiodo de 16 h sob lampadas de LED brancas, com intensidade de 39 pumol m2s-
1
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2.2.  Sistema de ventilacdo natural e nUmero de explante por frasco

O sistema de ventilacdo natural foi obtido pela presengca de membranas de
politetrafluoroetileno nas tampas dos frascos de cultivo. As membranas foram montadas
conforme Saldanha et al. (2012). O delineamento experimental foi inteiramente casualizado
(DIC), em esquema fatorial 3x3, sendo trés nimeros de explante por frasco (5, 10 e 20) e trés
sistemas de ventilagdo (Sem o filtro — SC, com dois filtros — SVN2 e quatro filtros — SVN4).

Totalizando nove tratamentos, constituido por 5 frascos/tratamento sendo 1 frascos/repeticao.

2.3.  Parametros de crescimento agronémico do cultivo in vitro

Apds 35 dias, as plantulas foram avaliadas quanto aos comprimentos da parte aérea -
CPA (cm) e da maior raiz - CMR (cm), didmetro do colmo - DC (mm), matérias secas da parte
aérea - MSPA (mg), do sistema radicular - MSR (mg) e total - MST (mg). Para a determinagéo
da matéria seca, a parte aérea e sistema radicular foram colocados em sacos de papel e
acondicionados em estufa de circulacdo forcada de ar, a 35 °C, até peso constante, e

posteriormente pesados em balanca analitica de precisao (0,001g).

2.4.  Analise de pigmentos fotossintéticos do cultivo in vitro

Pigmento fotossintético foi extraido e analisado de acordo com o método desenvolvido
por Hiscox e Israelstam (1979) com adaptacdes propostas por Barnes et al. (1992). Folhas
frescas (50 mg) foram pesadas diretamente em tubos de Falcon cobertos com papel aluminio e
incubadas com 10 mL de dimetilsulféxido (DMSO) saturado com carbonato de célcio (CaCO3),
em estufa a 65 °C por 48 h. As amostras foram preparadas em quadruplicata. A saturacdo do
DMSO seguiu o protocolo de Santos et al. (2008) com modificacdes. Para isto, 0 DMSO foi
saturado com carbonato de calcio (CaCO3) na proporgdo de 5 g L™* de DMSO, sob agitacéo
constante por quatro horas, e entdo filtrado duas vezes a vacuo em papel de filtro duplo.
Posteriormente, a solucdo foi centrifugada a 6000 rpm por 10 min.

Em seguida, trés aliquotas de 3 mL de cada réplica foram transferidas para uma cubeta
de quartzo, e os valores de densidade oOptica em 480, 649 e 665 nm foram lidos em
espectrofotometro TECAN INFINITY M200 PRO, operado com o sistema de processamento
de dados I-Control® (versédo 3.37), contra DMSO saturado em branco. O valor de densidade

Optica especifica de cada amostra foi calculado pela média das leituras das trés aliquotas.
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Os comprimentos de onda e as equagdes utilizadas para os céalculos foram baseados na
metodologia de Wellburn (1994), sendo: Clorofila a 649 = (12,47 x A665) - (3,62 x A649);
Clorofila b 665 = (25,06 x A649) - (6,5 x A665); Carotenoides 480: (1000 x A480 - 1,29 x Ca
- 53,78 x Cb) / 220. A clorofila total (a + b) foi calculada pelo somatério dos resultados
encontrados das equacdes para clorofila a e b, sendo todos os resultados expressos em mg. g

matéria fresca.

2.5.  Parametros de crescimento agronémico do cultivo ex vitro

As plantas cultivadas in vitro do experimento anterior foram aclimatizadas aos 35 dias.
Transferidas para ambiente ex vitro, em tubetes plasticos com capacidade de 60ml contendo
substrato comercial (Bioplanta). O delineamento experimental foi em blocos ao acaso - DBC,
em esquema fatorial 3x3, do experimento anterior descrito acima. Totalizando 9 tratamentos,
com 3 blocos/tratamento, e cada bloco constituido por 5 plantas. As plantas foram
acondicionadas em estufa agricola, com 50% da reducdo da luminosidade e irrigacao
intermitente por micro aspersao.

Apds 60 dias de cultivo, foram avaliados os parametros de crescimento agrondémico;
altura da planta (cm), massa seca da parte aérea e sistema radicular (g. planta®) e didmetro do
colmo (mm). E para a determinagdo da massa seca, as amostras foram secadas em estufas de
circulacdo de ar forcada, a 40°C por 5 dias, e posteriormente pesados em balanca analitica de

precisdo (0,0019).

2.6. Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANAVA) e as médias comparadas
pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade, usando o programa estatistico SISVAR®
(FERREIRA, 2011).
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3. RESULTADOS

3.1.  Sistema de ventilacdo natural e nUmero de explante por frasco

3.1.1. Parametros de crescimento agronémico in vitro

Os sistemas de ventilacdo e numero de explantes influenciaram significativamente nos
parametros de crescimento agronémico e sobrevivéncia das plantulas de Saccharum oficinarum
variedade RB966928 durante o cultivo in vitro (Figura 1).

Os tratamentos com maiores ndmeros de explantes por frascos apresentaram
mortalidades das plantulas, dentro dos sistemas de ventilagdo natural, o que resultou em um
menor nimero de plantulas viva por frasco no final do cultivo in vitro. Os tratamentos com 10
explantes apresentaram porcentagem de sobrevivéncia de 68, 84 e 86% e, os tratamentos com
20 explantes apresentaram porcentagem de sobrevivéncia de 64, 65 e 78%, nos sistemas de
ventilagéo natural com 0, 2 e 4 filtros, respectivamente.

Maior comprimento da parte aérea foi observado com a utilizacdo do sistema de
ventilacdo com filtros (Figura 1A). Onde o cultivo com quatro filtros contendo cinco, dez e
vinte explantes apresentaram as maiores médias (4,44; 3,99 e 3,56cm), respectivamente.
Proporcionando ganho no crescimento em média de 115% quando comparado ao tratamento
controle (sem ventilacdo). Também foi observado a reducdo no comprimento da parte aérea
quando se utilizou uma maior quantidade de explantes por frasco (Figura 1A).

O sistema de ventilagdo com membranas também afetou o comprimento da maior raiz,
conforme reduzia a ventilagdo e aumentava o nimero de explante por frasco, reduzia o
crescimento do sistema radicular (Figura 1B). O cultivo com cinco explantes por frasco
apresentaram maiores médias nos sistemas de ventilacdo sem filtro (1,78) e com 2 (2,33) e 4
filtros (2,62 cm).

O cultivo sem a utilizacdo do sistema de ventilacdo com filtros e maior numero de
explantes por frasco reduziu o didmetro do colmo (Figura 1C). O sistema de ventilacdo com
dois filtros assegurou o desenvolvimento do colmo em todos os tratamentos, mesmo com o
aumento da competicdo dentro do frasco.

O cultivo sem a utilizacdo do sistema de ventilagdo com filtros e maior nimero de
explantes por frasco reduziu o didmetro do colmo (Figura 1C). O sistema de ventilagdo com
dois filtros assegurou o desenvolvimento do colmo em todos os tratamentos, mesmo com o

aumento da competicdo dentro do frasco.
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A producdo de massa seca da parte aérea é de fundamental importancia para subsidiar o
crescimento das plantulas in vitro. O cultivo do explante utilizando o sistema de ventilagdo com
filtros beneficiou 0 acumulo de massa seca das plantulas. A producdo méaxima de massa seca
da parte aérea e total das plantulas ocorreu com a utilizacdo do sistema de ventilagdo natural
com dois (32,04 e 37,99 mg plantula?) e quatro filtros (35,32 e 41,84 mg plantula), com cinco
explantes por frasco, respectivamente. Os sistemas de ventilagdo natural com 2 e 4 filtros
proporcionaram 0 incremento na massa seca da parte aérea de 2,98 e 3,29 vezes,
respectivamente, quando comparado as plantulas cultivadas no sistema sem filtro (Figura 1D,
E, F). Menor acimulo de massa seca foi observado com o aumento do nimero de explantes por
frasco.
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Figura 1. Parametros de crescimento agronémicos de plantulas de Cana de agtcar (Saccharum
officinarum) aos 35 dias cultivados in vitro, submetidas a diferentes sistemas natural de
ventilacdo (SC; SVN2 e SVN4) e nimeros de explantes por frascos (5, 10 e 20). UFLA — Lavra,
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Legenda: As barras representam o erro padrao (z). As médias seguidas da mesma letra minuscula dentro
de cada sistema e letras mailsculas dentro do numero de explantes por frasco, ndo diferem
estatisticamente entre si, de acordo com o teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade. SC:
Sistema Convencional; SVN2: Sistema Natural com dois Filtros e SVN4: Sistema Natural com 4 Filtros.
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O sistema radicular é um pardmetro importante para aclimatizacdo das plantulas. O
maior acumulo de massa seca de raiz foi obtido no cultivo sob o sistema de ventilagdo com
filtro. O sistema de ventilacdo natural com quatro filtros permitiu 0 acimulo de massa seca
(6,52 mg plantula®) de 1,96 vezes maior do que sem a utilizagio do sistema de ventilagio com
filtros (3,32 mg plantula™®) e com 5 explantes por frasco (Figura 1E).

O acumulo maximo de massa seca total das plantulas ocorreu com a utilizacdo do
sistema de ventilagdo natural com dois (37,99 mg plantula™®) e quatro filtros (41,84 mg plantula
1, com cinco explantes por frasco. Os sistemas de ventilagdo natural com 2 e 4 filtros
proporcionaram incremento na massa seca total de 2,70 e 2,98 vezes, respectivamente, quando
comparado as pléantulas cultivadas no sistema sem filtro (Figura 1F).

Além disso, os diferentes sistemas de ventilacdo e 0 numero de explantes por frasco
influenciaram o crescimento da parte aérea e sistema radicular da cana-de-agucar (S.

officinarum), durante os 35 dias de cultivo in vitro (Figura 2).
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Figura 2. Aspecto visual das plantulas de Cana-de-agUcar (Saccharum officinarum) aos 35 dias
de cultivo in vitro, submetidas a diferentes sistemas de ventilacdo natural: A) Sistema
Convencional - SC; B) Sistema de Ventilagdo Natural com dois Filtros - SVN2 e C) com 4
Filtros - SVN4 e nimeros de explantes por frasco (5; 10 e 20). UFLA — Lavras, 2023.

Fonte: Do autor (2023).
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3.1.2. Pigmentos fotossintéticos

O aparato fotossintético das folhas de Saccharum officinarum apresentou sensibilidade
aos sistemas de ventilacdo, refletindo diretamente no incremento de biossintese dos pigmentos
fotossintéticos das folhas (Figura 3).

A biossintese de clorofila a e b mostraram-se sensibilidades positiva ao sistema de
ventilagdo, apresentando maiores acimulos nas folhas das plantas cultivadas com 2 e 4 filtros.
Sendo observada as maiores médias nos tratamentos com 5 e 10 explantes por frascos (Figura
3A, B).

Figura 3. Concentracdo de pigmentos fotossintéticos de plantulas de Cana-de-agUcar
(Saccharum officinarum) aos 35 dias cultivados in vitro, submetidas a diferentes sistemas de
ventilacdo natural (SC; SVN2 e SVN4) e nimeros de explantes por frascos (5, 10 e 20). UFLA
— Lavra, 2023.
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Legenda: As barras representam o erro padrao (z). As médias seguidas da mesma letra minuscula dentro
de cada sistema e letras mailsculas dentro do numero de explantes por frasco, ndo diferem
estatisticamente entre si, de acordo com o teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade. SC:
Sistema Convencional; SVN2: Sistema Natural com dois Filtros e SVN4: Sistema Natural com 4 Filtros.
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Para a razéo de clorofila a/b, os tratamentos com 10 e 20 explantes apresentaram redugéo
na razdo a medida que aumentou o nimero de filtros, j& nos tratamentos com 5 explante ndo
houve diferenca significativa, entre os sistemas de ventilacdo (Figura 3C). Maior acumulo de
carotenoides foi observado com o aumento do namero de filtros, sendo as maiores médias nas

folhas das plantulas cultivadas com 2 e 4 filtros e com 10 explantes por frasco (Figura 3D).

3.1.3. Parametros de crescimento agronémico do cultivo ex vitro

O numero de explantes e o uso do sistema de ventilagdo natural durante o crescimento
das pléantulas in vitro, tiveram interferéncia significativamente nos parametros de crescimento
agrondmico da cana-de-agucar no ambiente ex vitro (Figura 4).

A sobrevivéncia das plantulas durante a aclimatizacéo foi de 100% quando cultivadas
in vitro no sistema de ventilacdo com dois e quatro filtros, com 5 e 10 explantes por frascos
(Figura 4A). As maiores diferengas ocorrida no comprimento da parte aérea foi observada nas
plantulas cultivadas no sistema de ventilacdo com 2 e 4 filtros, em relagdo ao cultivo sem uso
de membranas (Figura 4B). Estas membranas proporcionaram os maiores crescimento da parte
area, variando entre, 4,46 a 4,83 cm.

As plantulas aclimatizadas provenientes do cultivo in vitro com 2 e 4 membranas de
filtros desenvolveram maior didmetro do colmo (3,49 a 3,99 mm), quando comparado com 0
sistema convencional sem uso de filtro (Figura 4C). O aumento da competicdo dentro do frasco
de cultivo in vitro resultou em menores diametro do colmo apds 60 dias de cultivo ex vitro.

O sistema de ventilagdo natural com as membranas favoreceu o incremento de massa
seca durante o periodo de aclimatizagdo. O sistema de ventilagdo com quatro filtros apresentou
maiores acimulos de massa seca da parte aérea, sistema radicular e total (0,37, 0,56, 0,93 g),
com 5 explante por frascos, respectivamente (Figura 4D, E, F), 0 que proporcionou incremento
de 1,42 vezes na massa seca da parte aérea, 2,00 vezes de sistema radicular e 1,69 vezes no
total, quando comparado as plantulas cultivadas no sistema sem filtro. O maior nimero de
explantes por frasco interferiu diretamente na capacidade das plantas acumularem massa seca
durante a aclimatizagcdo. Quanto maior o nimero de explante por frascos, menor o acumulo do

peso.
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Figura 4. Parametros de crescimento agronémico de plantas de cana-de-agucar (Saccharum
officinarum) ex vitro aos 60 dias de aclimatizacdo, oriundas de cultivo in vitro sob diferentes
sistemas de ventilagdo natural (SC; SVN2 e SVN4) e nimeros de explantes por frascos (5, 10
e 20). UFLA — Lavra, 2023.
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Legenda: As barras representam o erro padrao (z). As médias seguidas da mesma letra minuscula dentro
de cada sistema e letras mailsculas dentro do nimero de explantes por frasco, ndo diferem
estatisticamente entre si, de acordo com o teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade. SC:
Sistema Convencional; SVN2: Sistema Natural com dois Filtros e SVN4: Sistema Natural com 4 Filtros.
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Os diferentes sistemas de ventilacdo e nimero de explante durante o cultivo in vitro,
influenciaram no crescimento da cana-de-acUcar (S. officinarum), durante os 60 dias de
aclimatizacdo. As plantulas submetidas aos tratamentos com sistema de ventilacdo natural,
apresentaram caracteristicas morfologicas que garantiram melhor desenvolvimento da parte

aérea e sistema radicular, durante a mudanca de ambiente (Figura 5).
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Figura 5. Aspecto visual de plantas de cana-de-agucar (Saccharum officinarum) aos 60 dias de
aclimatizacdo, oriundas de cultivo in vitro sob diferentes sistemas de ventilacdo: Sistema
Convencional - SC; Sistema Natural com dois Filtros - SVN2 e com quatro filtros - SVN4) e
numeros de explantes por frascos (5, 10 e 20). UFLA — Lavras, 2023.

Sistemas de Ventilacao

SC SVN2 SVN4

Numero de Explante/ Frasco

Fonte: Do Autor (2023).
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4. DISCUSSAO

4.1.  Sistema de ventilacdo natural e nimero de explante por frasco

A saturacdo de vapor de dgua no interior do frasco, causado pela vedacdo total, impede
a liberacdo de gases durante o processo respiratério da planta (GRATTAPAGLIA,;
MACHADO, 1998). J& microambientes com sistema de ventilacdo natural favorecem as trocas
gasosas e baixa umidade relativa, além de reduzir a concentracdo de etileno e aumentar a de
CO2 (CHEN, 2006; SCHUELTER et al., 2015).

O ganho nos parametros de crescimento agronémico pelas plantas de cana-de-aglcar
cultivadas em sistema de ventilagdo natural com filtro, pode estar relacionado ao aumento da
troca gasosa e a estabilidade de CO> dentro do frasco. Essa mudanga no ambiente de cultivo
confere as plantas a capacidade de produzir energia para o seu crescimento e desenvolvimento
através da fixacdo de CO, (POSPISILOVA et al. 1997).

Plantas de Arabidopsis cultivadas sob placas herméticas apresentaram fotorrespiracao
flutuante, com variag&o na concentracdo de CO> durante os periodos claro e escuro, ja as plantas
cultivadas com a fita permeavel ndo foram submetidas a flutuacdo de CO3, 0 que favoreceu o
cultivo com melhor eficiéncia do fotossistema Il (PSII), como: F'/ F', rendimento PSII e Rsg
(descrito como o parametro de vitalidade da planta (MATUSZKIEWICZ et al, 2019). O
aumento da concentragdo de CO. também favoreceu as melhores respostas para o crescimento
in vitro da espécie Pfaffia glomerata (SALDANHA et al., 2014). E o sistema de ventilacdo
natural acrescido de 20 g L™ de sacarose apresentou as melhores respostas para o crescimento
in vitro de Cattleya walkeriana em relacdo ao método de cultura convencional (SILVA et al.,
2014).

O ganho no acumulo de massa seca em sistema de ventilacdo natural com filtro pode
estar relacionado a troca de gases entre os ambientes externo e interno, admitida pela
permeabilidade da fita microporosa e do filme PTFE. A ventilagéo favorece a absorcéo efetiva
dos nutrientes nitrogenados (NHs" e NO3") e dos ions Mg>" e Caz* do meio de cultivo pelas
plantas, e influencia o regime autotr6fico e concomitante, ao maior crescimento das mesmas
(ARIGITA et al., 2010). O aumento de massa seca também foi visualizado em plantas de kiwi
cultivadas in vitro com ventilagio enriquecida com 600 pL L™ de CO,, acumulando trés vezes
mais massa seca em comparagdo ao cultivo fotomixotrofico (ARIGITA et al., 2010). Maiores
acumulos de massa seca também foram observados em Lippia gracilis Schauer quando

cultivada em sistema de membrana com quatro filtros. O acimulo de massa seca das folhas e
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total resultaram em incremento de 58 e 44%, respectivamente, quando comparado com 0
sistema sem a membrana (LAZZARINI et al., 2018). Também foram observados maiores
acumulos de massa seca total em plantas de Lippia alba cultivada in vitro sob altos niveis de
CO. (BATISTA et al., 2017). E na espécie Plectranthus amboinicus, o uso de membranas
porosas possibilitou o incremento na massa seca das folhas (SILVA et al., 2017).

O incremento de pigmentos fotossintéticos nos tratamentos com sistema de ventilagéo
natural com filtro pode estar relacionado a diminuigdo da concentracdo de etileno presente no
frasco. Esse hormonio vegetal € um importante fator de transcricdo na via de sinalizacdo dos
genes que promove a degradacéo da clorofila em folhas maduras (QIU et al., 2015; CEUSTERS
e VAN de POEL 2018). O etileno € produzido e liberado durante o crescimento da planta. No
entanto, por ser gasoso tende a se acumular no interior do frasco. Plantas de Arabidopsis
cultivadas em placas vedadas apresentaram producio de 1,4 ng uL! de etileno por muda, ja as
plantas cultivadas em placas seladas por fita porosa apresentaram quantidades muito pequenas
ou indetectaveis de etileno (MATUSZKIEWICZ et al, 2019). As trocas gasosas que ocorrem
através das membranas porosas podem ter permitido a liberacdo deste gas, para 0 meio externo.
Diversos estudos relataram o aumento da biossintese de pigmentos fotossintéticos nas folhas de
diferentes espécies de plantas, quando cultivadas in vitro sob um sistema de vegetacao natural,
como Oplopanax elatus (PARK et al., 2011); Pfaffia glomerata (SALDANHA et al., 2012);
Gevuina avel lana (ALVAREZ et al., 2012); morango (Fragaria x Ananassa) (PANDEY et al.,
2015) e Eugenia dysenterica (SILVEIRA et al., 2019).

A competicdo in vitro reduziu o crescimento da parte aérea de plantulas das espécies,
Cattleya percivaliana (SOARES et al., 2008) e Mentha arvensis L (PINTO et al, 2011). Embora
0 menor nimero de explantes, em algumas variaveis apresentou melhor desenvolvimento, 0s
autores sugeriram o uso de maior quantidade de explantes por frasco na micropropagacéo, para

reduzir os custos de producao.

4.2.  Parametros de crescimento agronémico do cultivo ex vitro

O menor crescimento da parte aérea e desenvolvimento do colmo das plantas de cana-
de-acucar durante a aclimatizacédo, oriundas do sistema convencional, pode estar relacionada
aos distarbios fisiologicos e morfologicos adquiridos, devido a alta umidade relativa do ar (UR
> 85%) causada pelo sistema. O que reduz consideravelmente a capacidade da plantula
sobreviver no ambiente ex vitro. Alguns desses distarbios incluem reducdo da atividade

fotossintética, baixo teor de clorofila, funcionalidade estomatica alterada, falta de camada de
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cuticula na folha, parénquima e xilema anormal da folha. Essas plantas frequentemente
expressam uma caracteristica de murchamento rapido quando expostas a URs mais baixas
(=60%) (HASSANKHAH et al., 2014; FANOURAKIS et al., 2013).

As plantulas cultivadas em sistema heterotrofico tém seu crescimento reduzido durante
a aclimatizacéo devido a diminuicdo na densidade de vasos xilematicos, em comparacdo com
as plantas cultivadas com troca gasosas (TORRE et al., 2003; CARINS MURPHY et al., 2014).
Esta diminuicdo na densidade dos vasos, pode ser bem adequada para ambiente de cultivo com
umidade relativa elevada, e baixas taxas de transpiracao, exigindo menos do transporte de agua,
resultando assim, em menor eficiéncia hidraulica (SELLIN et al.,2019; XIONG e NADAL,
2020). Interferindo diretamente na capacidade fotossintética da plantula.

O menor acimulo de massa seca, tanto da parte aérea, como do sistema radicular, pode
estar associado a reducdo desses tecidos, devido a desidratacdo no ambiente ex vitro. As plantas
cultivadas em sistema com alta umidade, aumenta a densidade estomaética nas folhas devido a
hidratacdo excessiva dos tecidos (XIAO et al., 2011; FANOURAKIS et al., 2013). Essa
condicdo no ambiente de cultivo, apenas ndo deixam as plantas vulneraveis ao estresse bidtico
e abiotico, como também favorece a desregulacdo entre a absorcdo de CO; e a perda de agua,
causando mau funcionamento do mecanismo de fechamento estomatico durante a maturacéo
foliar (MARIN et al., 1988; FANOURAKIS et al., 2020). A baixa regulacdo estomatica, a
auséncia de producédo e deposicdo de cera epicuticular nas folhas das plantas cultivadas no
sistema heterotrofico sdo um dos principais fatores relacionados a falta ou reduzida capacidade
das plantas em controlar a dessecacao logo apds o transplantio ex vitro (HAZARIKA, 2006;
YEATS & ROSE, 2013; ZEISLER-DIEHL et al., 2018).

As plantulas crescidas em sistema heterotrofico, requer determinado tempo para
adaptar-se as condi¢des impostas, e assim, desenvolver novas estruturas. Ja o sistema de
ventilacdo natural com filtro possibilita a melhoria da qualidade da planta durante a fase de
aclimatizagdo (MOHAMED e ALSADON, 2010), devido ao melhor funcionamento dos tecidos
foliares e funcionalidade dos estdomatos (YOON et al. 2009). Planta de Pfaffia glomerata
tambeém apresentaram 100% de sobrevivéncia durante a fase de aclimatizacdo as condigdes ex
vitro, porém as plantas derivadas do cultivo heterotrofico apresentaram uma maior desidratacao

no momento da transferéncia inicial para um substrato (SALDANHA et al., 2012).
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5. CONCLUSAO

Para as variaveis de crescimento agronémico o sistema de ventilacdo natural com quatro
filtros e 5 explantes por frascos proporcionou maior ganho. O sistema de ventilacao natural com
quatro filtros, 10 e 20 explantes por frascos resultou maior acimulo de matéria seca das
plantulas, que favoreceu o crescimento na aclimatizagdo. O uso de membranas porosas na

micropropagacao de cana-de-agucar com 10 e 20 explantes por frasco € recomendado.
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ANEXO |

Tabela 1. Pardmetros de crescimento agronémicos de plantulas de
Cana-de-acucar (Saccharum officinarum) aos 35 dias de cultivo in
vitro, submetidas a diferentes sistemas de ventilacdo natural (SC;
SVN2 e SVN4) e nimeros de explantes por frascos (5, 10 e 20).
UFLA — Lavra, 2023.

——————————— Comprimento da Parte Aérea (cm) ----------
05 10 20

SC 1,94 + 0,048 cA 1,78 + 0,050 cB 1,82 £0,047 cB
SVN2 4,09 £0,091 bA 3,27 £ 0,986 bB 2,87 £ 0,134 bC
SVN4 4,44 £0,101 aA 3,99 £ 0,045 aB 3,56 £ 0,047 aC
CV % 2,92

------------ Comprimento da Maior Raiz (cm) -----------

SC 1,78 + 0,386 cA 1,48 + 0,074 bB 0,73 £0,012bC
SVN2 2,33+0,117 bA 1,91 £ 0,059 aB 1,03 £ 0,084 aC
SVN4 2,62 +0,193aA 1,49 £ 0,020 bB 1,05+0,113aC
CV % 11,20

------------- Diametro do Colmo (mm) ----------

SC 1,57 £0,228 aA 1,42 £ 0,069 bB 1,16 £ 0,021 bC
SVN2 1,74 £0,021 aA 1,65+ 0,018 aA 1,57 £0,033 aA
SVN4  165+0,003aA 1,54 + 0,094 aB 1,49 + 0,089 aB
CV % 6,72

———————————— Massa Seca Parte Aérea (mg) ------------

SC 10,72 £ 1,062 bA 10,26 £ 4,717 cA 10,62 £ 2,821 bA
SVN2 32,04 £ 0,665 aA 20,98 £ 0,851 bB 18,06 + 4,792 aB
SVN4 35,32+0,792 aA 27,04 £ 1,026 aB 19,76 + 2,016 aC
CV % 14,20

———————————— Massa Seca Parte Radicular (mg)------------

SC 3,32 + 0,466 bA 2,38 +0,814 bB 1,82 +£0,430cB
SVN2 5,95+0,240 aA 542 + 1,016 aA 3,52 £ 0,665 bB
SVN4  6,52+0,177 aA 6,04 £ 0,611 aA 4,68 + 0,572 aB
CV % 15,44

------------ Massa Seca Total (mg)------------

SC 14,04 + 1,056 bA 12,64 £ 5,247 cA 12,44 + 2,534 bA
SVN2 37,99+0,682aA 26,40+1,696bB  21,58+5,264aC
SVN4 4184+0,869aA  33,08+1,509aB 24,43 + 2,368 aC
CV % 12,93

Legenda: As barras representam o erro padrao (£). As médias seguidas da
mesma letra minascula dentro da coluna e letras maitsculas dentro das
linhas, ndo diferem estatisticamente entre si, de acordo com o teste de
Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade. SC: Sistema Convencional;
SVN2: Sistema Natural com dois Filtros e SVN4: Sistema Natural com 4
Filtros.
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Tabela 2. Concentragdo de pigmentos fotossintéticos de plantulas de
Cana-de-acucar (Saccharum officinarum) aos 35 dias de cultivo in
vitro, submetidas a diferentes sistemas de ventilagdo natural (SC;
SVN2 e SVN4) e numeros de explantes por frascos (5, 10 e 20). UFLA
— Lavra, 2023.

05 10 20

SC 30,56 + 2,337 cA 22,07 £ 0,608 bB 26,53 £ 2,727 bA
SVN2 35,66 £ 0,555 bB 43,02 + 3,820 aA 26,81 +1,490 bC
SVN4 42,06+ 1,230 aA 43,14 + 2,120 aA 33,96 + 1,331 aB
CV % 7,47

------------ Clorofila a (mg.g* FF)-----------

SC 57,77 £ 4,146 bA 43,15+ 0,903 bB 50,75 £ 4,614 bA
SVN2 65,49+ 1,286 aA 73,02 £ 6,574 aA 48,26 + 4,314 bB
SVN4 70,62 £2,513aA 75,65 = 2,520 aA 59,93+ 1,742 aB
CV % 7,34

------------- Clorofila b (mg.g* FF)----------

SC 23,61 +1.271aA 16,14 £ 1,064 cA 20,70 £ 3,060 bA
SVN2 26,80 £ 0,967 aA 31,40 £ 2,372 bA 19,86 + 7,921 bB
SVN4 31,32 + 0,642 aA 39,27 £ 0,655 aA 28,90 + 1,852 aB
CV% 14,29

———————————— Razéo de Clorofila a/b------------

SC 2,44 + 0,056 aA 2,67 £ 0,067 aA 2,45 + 0,078 aA
SVN2 2,44 +0,084 aA 2,32 £ 0,034 bA 2,42 £ 0,269 aA
SVN4 2,26 £ 0,057 aA 1,97 £0,078 cA 2,08 £ 0,148 bA
CV % 6,19

Legenda: As barras representam o erro padrdo (). As médias seguidas da
mesma letra mindscula dentro da coluna e letras mailsculas dentro das
linhas, ndo diferem estatisticamente entre si, de acordo com o teste de Scott-
Kott, ao nivel de 5% de probabilidade. Legenda: SC: Sistema Convencional,
SVN2: Sistema Natural com dois Filtros e SVN4: Sistema Natural com 4
Filtros.
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Tabela 3. Parametros de crescimento agronémico de plantas de
cana-de-acucar (Saccharum officinarum) ex vitro aos 60 dias de
aclimatizacdo, oriundas de cultivo in vitro sob diferentes sistemas
de ventilacdo natural (SC; SVN2 e SVN4) e nimeros de explantes
por frascos (5, 10 e 20). UFLA — Lavra, 2023.

——————————— Sobrevivéncia (%) ----------

05 10 20

SC 93,33+9,428aA 86,66 +9,428 bA 80,00 + 0,000 aA
SVN2 100,0+0,000aA  100,0+0,000aA 86,66 + 9,428 aB
SVN4 100,0+0,000aA  100,0+ 0,000 aA 93,33 + 9,428 aA

CV% 8,25

----------- Comprimento da Parte Aérea (cm) ----------

SC 4,46 £ 0,047 bA 3,90 £ 0,082 bB 3,86 + 0,094 bB
SVN2 4,93 +0,047 aA 4,56 + 0,094 aB 4,60 + 0,062 aB
SVN4 4,86 + 0,047 aA 4,83 £ 0,094 aA 4,46 +£ 0,047 aB

CV% 2,01

------------- Diametro do Colmo (mm) ----------

SC 3,30 £ 0,079 bA 3,19 £ 0,042 bA 2,93+0,041cB
SVN2 3,99 +0,024 aA 3,67 + 0,048 aB 3,71+ 0,049 bB
SVN4 3,90 + 0,022 aA 3,51+0,024 aB 3,49 +£ 0,009 aB

CV % 1,47

———————————— Massa Seca Parte Aérea (g) ------------

SC 0,26 + 0,011 cA 0,19+ 0,016 bB 0,18 + 0,002 bB
SVN2 0,31+0,011 bA 0,29 + 0,009 aA 0,25+ 0,009 aB
SVN4 0,37+ 0,006 aA 0,30 +£ 0,005 aB 0,26 £ 0,010 aC

CV % 4,33

———————————— Massa Seca Parte Radicular (g) ------------

SC 0,28 £ 0,004 cA 0,17+ 0,012 bB 0,22 £ 0,008 bB
SVN2 0,47 £ 0,004 bA 0,41 + 0,008 aA 0,29 £ 0,008 aB
SVN4 0,56 +0,012 aA 0,40 + 0,011 aB 0,31 + 0,004 aC

CV % 2,93

------------ Massa Seca total (g) ------------

SC 0,55+0,014 cA 0,36 £ 0,026 bC 0,41 +0,007 cB
SVN2 0,78 £0,011 bA 0,71+0,013aB 0,54 £ 0,014 bC
SVN4 0,93 +0,017 aA 0,71+0,015aB 0,58 £ 0,014 aC

CV% 3,10

Legenda: As barras representam o erro padrdo (+). As médias seguidas
da mesma letra mindscula dentro da coluna e letras maiusculas dentro das
linhas, ndo diferem estatisticamente entre si, de acordo com o teste de
Scott-Kott, ao nivel de 5% de probabilidade. Legenda: SC: Sistema
Convencional; SVN2: Sistema Natural com dois Filtros e SVNA4:
Sistema Natural com 4 Filtros.
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Artigo Il - INTENSIDADE DE LUZ E ESPECTROS LUMINOSOS NO
DESEMPENHO AGRONOMICO E FOTOSSINTETICO DE PLANTULAS DE
CANA-DE-ACUCAR CULTIVADA IN VITRO.

Resumo

As plantas cultivadas in vitro apresentam diferentes respostas de crescimento e producéo de
metabolitos secundarios quando expostas a diferentes condicdes de luz. O objetivo do trabalho
foi avaliar o desempenho agronémico e fisioldgico da cana-de-actcar (Saccharum officinarum
L.) cultivo in vitro sob variacGes de intensidade de luz e espectro luminoso. Plantulas de
aproximadamente 2cm, cultivadas in vitro oriundas de embriogénese somatica foram cultivadas
em meio basico Murashige e Skoog (MS) e mantidas sob cinco intensidades de luz: 26, 70, 100,
113 e 144 umol m 2 st e sob diferentes espectros de luz: 100% branca; 100% vermelho; 100%
azul e combinacGes de azul e vermelho nas proporgdes %V:%A (30:70; 70:30; e 50:50); obtido
por LEDs, por 35 dias. A intensidade de luz 113 pmol m s? resultou em maior producdo de
massa seca e de pigmentos fotossintéticos, proporcionando maior vigor da plantula. E os
espectros luminosos monocromaticos branco, azul e vermelho resultaram em plantulas com
maior acumulo de massa seca (MSPA, MSR, MST). Ja o espectro 50% azul:50% vermelhos
possibilitaram maior biossintese de pigmentos fotossintéticos.

Palavras-chaves: Qualidade de luz. Diodos emissores de luz; Micropropagacao.

1. INTRODUCAO

A cana-de-acucar (Saccharum officinarum L.) é uma das plantas mais eficientes no
emprego e na conversdo de energia solar em agucar, sendo responsavel pelo abastecimento de
aproximadamente 80% de acgucar (sacarose) e 35% da producdo total de etanol, do mundo. A
cana-de-acUcar € uma monocotiledénea, pertencente a familia Poaceae, cultivada em areas
tropicais e subtropicais. Além disso, € cultura de muito valor agregado devido, principalmente,
a sua capacidade de armazenar altas concentrac@es de sacarose, glicose e frutose nos entrenos
do caule, além de ser facilmente extraidos (TOLERA et al. 2014; SINDHU et al., 2016; REDAE
e AMBAYE, 2018).

A Dbiotecnologia ¢ uma ferramenta valiosa que permite usar as técnicas de
micropropagacdo para a propagacdo da cana-de-agucar e produzir mudas sadias, livre de
doengas, em larga escala, em tempo e espaco reduzidos (CIDADE et al., 2006; PALU et al.,
2011). Porém, o sucesso desse processo depende de diversos fatores, entre eles as condicdes de
cultivo in vitro, os quais incluem a fonte de iluminacdo, comprimento de onda especifico e a
densidade do fluxo de fotons (DESCHAMPS; PINTO, 1995; LIAN et al., 2002).

As plantas percebem sinais de luz através de fotorreceptores que detectam

comprimentos de onda especificos, traduzem e geram uma série de respostas fisioldgica. Dessa
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forma, aprimorar o desempenho das plantas através da modificacdo da intensidade de luz e do
espectro luminoso no microambiente do cultivo in vitro pode trazer diversos beneficios
fisioldgicos para as plantas (SHIN et al., 2013; KOZAI e ZHANG 2016).

O uso de lampadas de LED (diodo emissor de luz) como fonte de iluminacao para sala
de crescimento dos laborat6rios de micropropagacdo é uma alternativa que apresenta diversas
vantagens. Entre eles, o controle do espectro de luz emitido, baixo consumo de energia elétrica
e maior durabilidade. Além do mais, devido as propriedades espectrais atingida pela luz de LED
é possivel regular as respostas morfogénicas in vitro como variagdes anatbmicas, morfologicas
e atributos fisioldgicos, alongamento, rizogénese, e também habilidades fotossintéticas
(FACANHA et al., 2018; DUTTA-GUPTA et al., 2020).

A influéncia da intensidade luminosa e da qualidade espectral vem sendo bastante
estudada na morfogénese de plantulas nas espéecies Urtica dioica (COELHO et al. 2021);
Mentha arvensis (DE OLIVEIRA et al. 2021); e Aeollanthus suaveolens (ARAUJO et al. 2021).

Sendo assim, o objetivo do trabalho foi avaliar o desempenho das varidveis de
crescimento agronémico e dos pigmentos fotossintético da cana-de-aglcar (Saccharum

officinarum L.) no cultivo in vitro sob variacdes de intensidade de luz e espectro luminoso.

2. MATERIAL E METODO
2.1.  Material vegetal e condi¢6es de cultivo

Foram utilizadas plantulas de aproximadamente 2cm, cultivadas in vitro oriundas de
embriogénese somatica obtidas pelo o protocolo de Dutra et al. (2011). Os explantes foram
inoculados em frascos de vidro com capacidade para 300 mL contendo 50 mL de meio de
cultura MS (MURASHIGE e SKOOG 1962), suplementado com 6 g L™ de agar (A7921,
Sigma-Aldrich®) e pH ajustado para 5,7 + 0,1, antes da autoclavagem a 125 °C e 1,2 atm de
pressdo por 15 minutos. Apds a inoculacdo, os frascos foram vedados com tampas rigidas
contendo sistema de ventilacdo natural com 4 filtros, e em seguida transferidos para a sala de
crescimento e mantidos durante trinta cinco dias em temperatura de 25 + 1 °C e fotoperiodo de
16 h.


https://link-springer-com.ez26.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s11627-022-10270-z#ref-CR30
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2.2. Intensidade de luz no cultivo in vitro de cana-de-agUcar

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC) contendo cinco
intensidades de luz (26 pmol m? s; 70 pmol m? s%; 100 pmol m? s%; 113 umol m? s?; 144
umol m2 s?) fornecidas por lampadas de LED, as quais foram aferidas por meio do medidor
PRO CHECK + PAR PHOTON FLUX SENSOR, MODELO QSO-S (DECAGON DEVICES
— Pullman-Washington-USA). O experimento apresentou 5 tratamentos, constituidos por 5

frascos/tratamento, sendo 1 frasco/repeticdo contendo 10 explantes/frasco.

2.3.  Qualidade de luz no cultivo in vitro de cana-de-agucar

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC) contendo cinco
espectro de luz (100% azul; 70% azul: 30% vermelha; 50% azul: 50% vermelha; 30% azul:
70% vermelha; 100% vermelha) fornecidos por lampadas de LED. O experimento apresentou
5 tratamentos, constituido por 5 frascos/tratamento, sendo 1 frasco/repeticdo contendo 10

explantes/frasco.

2.4.  AvaliagOes de Parametros de crescimento agrondmico

Apos 35 dias, as plantulas foram avaliadas quanto aos comprimentos da parte aérea -
CPA (cm) e da maior raiz - CMR (cm), didmetro do colmo - DC (mm), matérias secas da parte
aérea - MSPA (mg), do sistema radicular - MSR (mg) e total - MST (mg). Para a determinacéo
da massa seca, a parte aérea e o sistema radicular foram colocados em sacos de papel e
acondicionados em estufa de circulacdo forcada de ar, a 35 °C, até peso constante, e

posteriormente pesados em balanca analitica de precisao (0,001g).

2.5.  Analise de pigmentos fotossintéticos.

Pigmento fotossintético foi extraido e analisado de acordo com o0 método desenvolvido
por Hiscox e Israelstam (1979) com adaptacdes propostas por Barnes et al. (1992). Folhas
frescas (50 mg) foram pesadas diretamente em tubos de Falcon cobertos com papel aluminio e
incubadas com 10 mL de dimetilsulféxido (DMSO) saturado com carbonato de célcio (CaCO3),
em estufa a 65 °C por 48 h. As amostras foram preparadas em quadruplicata. A saturacdo do
DMSO seguiu o protocolo de Santos et al. (2008) com modificagdes. Para isto, 0 DMSO foi
saturado com carbonato de calcio (CaCO3) na proporgdo de 5 g L™* de DMSO, sob agitacéo
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constante por quatro horas, e entdo filtrado duas vezes a vacuo em papel de filtro duplo.
Posteriormente, a solucéo foi centrifugada a 6000 rpm por 10 min.

Em seguida, trés aliquotas de 3 mL de cada réplica foram transferidas para uma cubeta
de quartzo, e os valores de densidade oOptica em 480, 649 e 665 nm foram lidos em
espectrofotometro TECAN INFINITY M200 PRO, operado com o sistema de processamento
de dados I-Control® (versdo 3.37), contra DMSO saturado em branco. O valor de densidade
Optica especifica de cada amostra foi calculado pela média das leituras das trés aliquotas.

Os comprimentos de onda e as equacdes utilizadas para os calculos foram baseados na
metodologia de Wellburn (1994), sendo: Clorofila a 649 = (12,47 x A665) - (3,62 x A649);
Clorofila b 665 = (25,06 x A649) - (6,5 x A665); Carotenoides 480: (1000 x A480 - 1,29 x Ca
- 53,78 x Cb) / 220. A clorofila total (a + b) foi calculada pelo somatério dos resultados
encontrados das equacdes para clorofila a e b, sendo todos os resultados expressos em mg. g

massa fresca.

2.6. Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANAVA) e as médias comparadas
pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade, usando o programa estatistico SISVAR®
(FERREIRA, 2011).

3. RESULTADOS

3.1. Intensidade de luz no cultivo in vitro de cana-de-agucar.
3.1.1. Parametros de crescimento agronémico

As variagOes de intensidade de luz tiveram influéncia no crescimento agrondémico de
Saccharum officinarum variedade RB966928 cultivadas in vitro durante trinta cinco dias
(FIGURA 1e 2).

O comprimento da parte aérea da cana-de-agticar aumentou com as maiores intensidades
de luz. Maior comprimento da parte aérea (5,29 cm) de plantulas foi observado sob intensidade
de 113 umol m2s?, isto é 5 vezes a mais em relago ao controle (1,05 cm). Ja 0 comprimento

da maior raiz foi obtido na intensidade de 144 pmol m? s (4,76 cm) (Figura 2).
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O didmetro do colmo das pléantulas foram melhores desenvolvidos, a medida que foi
aumentada a intensidade de luz no ambiente de cultivo, atingindo diametros de 1,73 e 1,71 mm,
nas intensidades de 113 e 144 umol m s, respectivamente (Figura 2C).

Os parametros de massa seca da plantula sdo os melhores indicativos para determinar o
crescimento in vitro. O cultivo de cana-de-aglcar acumulou maior massa seca quando
aumentou as intensidades de radiagdo, ocorrendo queda na maior intensidade (144 pmol m2 s
1. O maior ganho de massa seca da parte aérea (MSPA), raiz (MSR) e total (MST) foi obtida
na intensidade de 113 pmol m? s (Figura 2D, E, F). Este acumulo de massa seca alcangou
12,6 vezes (MSPA), 11,3 vezes (MSR) e 12,3 vezes (MST) em relacgdo ao controle (Figura 2D,
E, F).
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Figura 1. Aspecto visual das plantulas de cana-de-agtcar (Saccharum officinarum) aos 35 dias
de cultivo in vitro no sistema de ventilacdo natural com 4 filtros, submetidas a diferentes
intensidades de luz (26, 70, 100, 113 e 144 pmol m?2 s™). UFLA — Lavras, 2023.

-2 -1
pmol m™s

Fonte: Do Autor (2023).
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Figura 2. Parametros de crescimento agronémicos de plantulas de cana-de-aglcar (Saccharum
officinarum) aos 35 dias de cultivo in vitro no sistema de ventilacdo natural com 4 filtros,
submetidas a diferentes intensidades de luz (26, 70, 100, 113 e 144 pmol m? st). UFLA —
Lavras, 2023
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Legenda: As barras representam o erro padrdo (£). As médias seguidas da mesma letra minuscula ndo
diferem estatisticamente entre si, de acordo com o teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade.
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3.1.2. Pigmentos fotossintéticos

Os pigmentos fotossintéticos das folhas de Saccharum officinarum variedade
RB966928 cultivadas sob diferentes intensidades de luz responderam aos estimulos luminosos
(Figura 3).

A biossintese dos pigmentos fotossintéticos, clorofila a, b e carotenoides aumentou com
a intensidade de luz até 113 umol m2 s ocorrendo queda na maior intensidade de luz (144
umol m? st (Figura 3A, B, D). A sintese de clorofila a, b e carotenoides foi de 30, 27 e 14
vezes em relagdo ao controle, em consequéncia disso, 0 acimulo de massa seca das plantulas
foi afetado.

Vale ressaltar que as intensidades de luz influenciaram a sintese de carotenoides. As
plantulas sob a radiacdo de 113 pmol m s tiveram a sintese de carotenoides aumentada com
a incidéncia de luz, predominando a carotenogénese. Entretanto, a intensidade de luz de 144
umol m? s proporcionaram o excesso de luz, fato que resultou em predominancia da
fotodegradacéo nas plantulas. O efeito protetor natural das antocianinas como filtro solar pode
ter influenciado em menor fotodegradacio dos carotenoides sob a irradiancia de 113 pmol m
st

As maiores médias da razao entre as clorofilas a e b foram obtidas quando as plantulas
foram submetidas as intensidades de luz 70, 100 e 144 pmol m2s?, alcancando a razdo entre

as clorofilas de 3,78, 4,77 e 3,98, respectivamente (Figura 3C).
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Figura 3. Concentracdo de pigmentos fotossintéticos de plantulas de cana-de-agUcar
(Saccharum officinarum) aos 35 dias de cultivo in vitro no sistema de ventilacéo natural com 4
filtros, submetidas a diferentes intensidades de luz (26, 70, 100, 113 e 144 pmol m2s?). UFLA
— Lavras, 2023.
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diferem estatisticamente entre si, de acordo com o teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade.
MF: matéria fresca de folha.

3.2. Qualidade de luz no cultivo in vitro de cana-de-agucar
3.2.1. Parametros de crescimento agronémico

Os diferentes espectros de luz tiveram influéncia no crescimento agronémico de
Saccharum officinarum variedade RB966928 cultivadas in vitro durante trinta cinco dias
(Figura 4 e 5).

O crescimento das plantulas pode ser afetado tanto pela intensidade de luz como pelo
comprimento de onda. As plantulas cultivadas sob a luz monocromatica vermelha alcangaram
0 comprimento da parte aérea de 6,35 cm, seguida da luz branca 4,88 cm que possuem todos 0s
espectros de cores visivel. Também observou-se que quando o crescimento da parte aérea das
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plantulas reduziu conforme diminuiu a proporcéo da luz vermelha, sendo: 30%A:70%V (4,30
cm); 50%A:50%V (3,56 cm) e 70%A:30%V (2,86 cm) (Figura 5A).

O maior comprimento de raiz (4,84 cm) ocorreu quando as plantulas foram submetidas
ao condicionamento de espectro de luz na proporcao de 30% azul: 70% vermelha. J& 0 menor
comprimento foi observado na proporgédo 70%A:30%V (3,35 mm), juntamente com a luz
branca (3,36 mm) (Figura 5B).

Os maiores diametros do colmo foram obtidos nas plantas submetidas ao
condicionamento de luz 100% branca (1,28 mm), seguida da luz 100% azul (1,18 mm), ja o
vermelho monocromatico possibilitou menor didmetro do colmo (0,95 mm) (Figura 5C).

Os parametros de massa seca podem indicar um maior vigor das plantulas. As plantulas
cultivadas sob as luzes branca e monocromatica azul e vermelha acumularam maiores massas

secas da parte aérea, raiz e total (Figura 2D, E, F).
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Figura 4. Aspecto visual das plantulas de cana-de-agUcar (Saccharum officinarum) aos 35 dias
de cultivo in vitro no sistema de ventilacdo natural com 4 filtros, submetidas a diferentes
qualidades de luz: B — branca; A —azul; V — vermelha. UFLA — Lavras, 2023.

100% 100% 70% A 50% A 30% A 100%
B A 30% V 50% V 70% V Vv

Fonte: Do Autor (2023).
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Figura 5. Parametros de crescimento agronémicos de plantulas de cana-de-aglcar (Saccharum
officinarum) aos 35 dias de cultivo in vitro no sistema de ventilacdo natural com 4 filtros,
submetidas a diferentes qualidades de luz. UFLA — Lavras, 2023.
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Legenda: As barras representam o erro padrdo (+). As médias seguidas da mesma letra mindscula ndo
diferem estatisticamente entre si, de acordo com o teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade.
Branca (B): 100%; Azul (A): 100%; 70%A: 30%V; 50%A:50%V; 30%A:70%V; Vermelha (V): 100%.
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3.2.2. Pigmentos fotossintéticos

A biossintese dos pigmentos fotossintéticos das folhas de Saccharum officinarum
variedade RB966928 sofreram alteragcdes na producdo mediante aos estimulos dos espectros de
luzes, durante o condicionamento da cultura na sala de crescimento (Figura 6).

A biossintese de clorofila a mostrou-se maior acimulo do pigmento sob os espectros de
luz azul e vermelho (50%A:50%V) com contetido de 90,90 mg.g™* MF, sequida das luzes branca
LED (64,06 mg.g™* MF) e azul monocromatica (65,96 mg.g™* MF) (Figura 6A). A clorofila b
também apresentou 0 mesmo comportamento que a clorofila a, sendo maior sintese (21,59
mg.g™ MF) nas folhas das plantulas sob a combinagdo de espectro de 50%A:50%V (Figura
6B).

Em relacdo a variavel razdo de clorofilas a e b, ndo houve diferenca significativa entre
0s espectros de luzes branca LED, azul, e as combinacgdes de azul e vermelho. A menor razao
(3,46) foi observada nas folhas das plantulas submetidas ao espectro de luz vermelho
monocromatico (Figura 6C). As plantulas quando cultivadas sob a combinagdo do espectro de
luz 50%A:50%V obtiveram maior biossintese de carotenoides (23,12 mg.g* MF) nas folhas
(Figura 6D).
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Figura 6. Concentracdo de pigmentos fotossintéticos de plantulas de cana-de-aglcar
(Saccharum officinarum) aos 35 dias de cultivo in vitro no sistema de ventilacdo natural
com 4 filtros, submetidas a diferentes qualidades de luz. UFLA — Lavras, 2023.
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Legenda: As barras representam o erro padréo (+). As médias seguidas da mesma letra mindscula néo
diferem estatisticamente entre si, de acordo com o teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de
probabilidade. Branca (B): 100%; Azul (A): 100%; 70%A: 30%V; 50%A:50%V; 30%A:70%V;
Vermelha (V): 100%. MF: matéria fresca.

4, DISCUSSAO
4.1 Intensidade de luz no cultivo in vitro de cana-de-agUcar

Em algumas espécies, o crescimento da planta € modulado pela interacdo entre a luz e
os processos morfoldgicos e fisioldgicos. O fornecimento de luz adequada e niveis de CO>
inorganico no ambiente in vitro exige que o potencial e a eficiéncia de fixacdo de carbono
aumentem (SAGE et al., 2013; SIMLAT et al., 2016). A cana-de-agucar, por ser uma planta
do tipo C4, apresentou maior crescimento e acimulo de massa seca na parte aérea e no sistema
radicular, em alta intensidade luminosa. Plantas que pertencem a esse grupo apresentam maior
eficiéncia no uso da radiacdo luminosa, metaboliza melhor a fixacdo de CO: pela fotossintese
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e, converte mais rapidamente em acgucares. Acelerando o crescimento e desenvolvimento da
mesma (BERGAMASCHI; MATZENAUER, 2014).

A luz também estar diretamente relacionada a producdo e distribuicdo de auxinas nas
plantas. Esse hormonio vegetal desempenha papel vital no crescimento e desenvolvimento do
vegetal, e estimula a diviséo, diferenciacdo e alongamento celular. As plantulas submetidas a
alta intensidade luminosa promoveram melhor propor mog¢éo dos tecidos, tanto da parte aérea,
como do sistema radicular (HALLIDAY et al., 2009; SANQUETTA et al., 2014; WANG et al.,
2015). Yang et al (2018) observaram que a concentracdo enddgena desse fitohormonio €
regulada pela intensidade e qualidade da luz em plantas de Glicine max. O maior crescimento
e acumulo de massa seca na parte aérea e no sistema radicular, em todas as variaveis analisadas,
também foram observados em espécies como Mentha arvensis L. (Lamiaceae)
micropropagadas em intensidades de luz de 130 pumol m? s (OLIVEIRA et al., 2021),
Aeollanthus suaveolens Mart. ex Spreng cultivadas sob intensidade de 139 pmol m? s
(ARAUJO et al.,, 2021) e Lippia gracilisna intensidade luminosa de 94 pmol m? s’
(LAZZARINI et al., 2018).

A reducdo do crescimento e massa seca da parte aérea das plantas submetidas a
intensidade de luz de 144 pmol m2 s pode estar relacionada a danificacio dos fotossistemas
(PSI e PSII). Cada espécie possui um limite minimo e maximo de densidade de fluxo de fétons
para o crescimento. As plantulas quando submetidas a alta radiacao ativa pode produzir espécies
reativas de oxigénio e danificar proteinas e lipidios, entre outros. Dessa forma, pode prejudicar
0 ganho de biomassa e crescimento da mesma (GILL e TUTEJA 2010).

As plantulas de cana-de-aglicar cultivadas a 26 pmol m s apresentaram menores
medias em todas as caracteristicas dos pardmetros de crescimento agronémico. A baixa
intensidade de luz no ambiente de cultivo reduz a capacidade fotossintética da planta de
produzir fotoassimilado, interferindo negativamente no crescimento do vegetal (TAIZ e
ZEIGER 2017 ). A reducdo dos parametros de crescimento agrondémico de plantulas cultivadas
em baixa intensidade de luz também foram visualizados nas espécies Plectranthus amboinicus
(SILVA et al., 2017 ) e Urtica dioica L (COELHO et al., 2021).

O incremento dos pigmentos fotossintéticos clorofila a, b e carotenoides nas plantulas
submetidas a alta intensidade de luz estar relacionado a regulagem dos genes responsaveis pela
biossintese de clorofila e carotenoides (ZHANG et al., 2015). A concentragdo desses
pigmentos nas folhas influencia diretamente na capacidade fotossintética da planta, pois, sdo

responsaveis pela conversdo da radiagdo luminosa em energia quimica (SILVA et al., 2017).
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Porém, intensidades luminosas alta podem reduzir a concentra¢do desses pigmentos
devido a fotodegradacao das moléculas. Existindo assim, uma correlagéo entre intensidade de
luz e concentracdo de pigmentos fotossintéticos (BRAZAITYTE et al., 2015; SILVA et
al., 2017). Acredita-se que a fotodegradacdo ocorre quando ha um nivel excessivo de luz que
ultrapassa a capacidade fotossintética da planta (MALUTA et al., 2013).

Plantas submetidas a altas intensidades de luz tendem a aumentar a concentragcdo dos
carotenoides, pois atuam como fotoprotetores do aparato fotoquimico, evitando danos
oxidativos as moléculas de clorofila (RAVEN et al., 2014 ; TAIZ e ZEIGER 2017). Enquanto
em baixas intensidades de luz, os carotenoides atuam como um complexo de pigmentos
acessorios (LIMA et al., 2010).

4.2.  Qualidade de luz no cultivo in vitro de cana-de-agucar

As plantulas de cana-de-agUcar submetidas ao condicionamento com 100% de luz
vermelha apresentaram maior crescimento da parte aérea. O espectro de luz vermelha emite
radiacdo de 660 nm, muito proximo da absorbancia maxima pela clorofila e fitocromos. Sendo
os fitocromos responsaveis pela traducdo da luz, que gera uma série de respostas fisiologicas
(fotomorfogénese) especificas, dentre elas, a producdo do hormonio vegetal giberelina,
responsavel ao crescimento. Os genes ligados a producédo da giberelina respondem ao estimulo
da luz vermelha (KAMIYA e GARCIA-MARTINEZ 1999; MANIVANNAN et al., 2015;
TAIZ e ZEIGER 2017). O crescimento da parte aérea de plantulas cultivadas em espectro de
luz vermelha, também foram visualizados nas espécies Plectranthus amboinicus (SILVA et
al., 2017), Lippia rotundifolia (HSIE et al., 2019) e Urtica dioica L (COELHO et al., 2021).

Os espectros de luz vermelha e azul influenciaram nos parametros de crescimento
agrondbmico da cana-de-acUcar, no espectro monocromatico como na propor¢do de
50%V:50%A. Essa resposta pode estar relacionada ao envolvimento dos espectros nos
processos fisiologicos da planta. O espectro de luz azul influencia no fototropismo,
morfogénese, abertura de estdmatos, funcionamento fotossintético, espessura das folhas e,
namero de cloroplastos por célula (WHITELAM; HALLIDAY, 2007). Ja o do espectro de luz
vermelha na otimizacdo da fotossintese, altura da parte aérea, comprimentos dos entrends,
enraizamento, crescimento das folhas e o0 acimulo de carboidratos (LOTFI et al., 2019).

O didmetro do colmo das plantulas de cana-de-aglcar nada mais € que, entrenos
imaturos envolto de folhas jovens. O melhor desenvolvimento do colmo ocorreu no cultivo de

luz branca, mesmo sendo um espectro de combinacéo de baixas intensidades de luz verde e


https://link-springer-com.ez26.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s11240-020-01992-2#ref-CR59
https://link-springer-com.ez26.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s11627-022-10270-z#ref-CR50
https://link-springer-com.ez26.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s11240-020-01992-2#ref-CR61
https://link-springer-com.ez26.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s11627-022-10270-z#ref-CR36
https://link-springer-com.ez26.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s11240-020-01992-2#ref-CR31
https://link-springer-com.ez26.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s11240-020-01992-2#ref-CR38
https://link-springer-com.ez26.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s11240-020-01992-2#ref-CR61
https://link-springer-com.ez26.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s11240-020-01992-2#ref-CR59

68

azul, e outros comprimentos de onda de luz de baixa eficiéncia para plantas (INMAN-
BAMBER et al., 2009; FRASZCZAK et al., 2014; LOTFI et al., 2019). Esse espectro nos
cultivos pode aumentar o crescimento das plantas, pois permite que a luz penetre melhor nas
folhas, para ser utilizada na fotossintese, do que as luzes monocromaticas azul e vermelha,
como observado para Lactuca sativa hidroponica (LIN et al., 2013).

O incremento dos pigmentos fotossintéticos clorofila a, b e carotenoides nas plantulas
submetidas a espectro de luz na proporcao 50%V: 50%A, sdo condizentes com as referéncias
encontradas na literatura. Os espectros de luz vermelho e azul sdo primordialmente os principais
indutores de aciimulo de clorofila (LOPEZ-FIGUEROA et al., 1990).

A combinagdo de ambos 0s espectros em proporcdo adequada € o ideal. Ja que, a luz
vermelha é mais eficiente do que a luz azul, porque a luz azul é absorvida também por
flavonoides e carotenoides, diminuindo a eficiéncia quantica desta faixa espectral. E a luz azul
é responsavel por promover a sintese de proteinas, que participam do aparato fotossintéticos e
o0 desenvolvimento dos plastidios do cloroplasto (DUTTA-GUPTA e JATOTHU 2013).

5. CONCLUSAO

A intensidade de luz 113 umol m? s resultou na maior producio de massa seca e de
pigmentos fotossintéticos, proporcionando maior vigor da plantula. J& os espectros luminosos
monocromaticos branco, azul e vermelho resultaram em plantulas com maior acimulo de massa
seca (MSPA, MSR, MST), e o espectro 50% azul:50% vermelhos na biossintese dos pigmentos

fotossintéticos.
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ANEXO |

Tabela 1. Pardmetros de crescimento agrondmicos de plantulas de cana-de-
acucar (Saccharum officinarum) aos 35 dias de cultivo in vitro no sistema de
ventilagdo natural com 4 filtros, submetidas a diferentes intensidades de luz
(26, 70, 100, 113 e 144 pmol m? s1). UFLA — Lavras, 2023.

Intensidade de

Luz CPA (cm) CMR (cm) DC (mm)
26 1,05+ 0,665 d 0,64 + 0,408 d 0,56 +0,130d
70 4,70 £ 0,866 2,80+0,966 C 1,27 +0,141c
100 4,60 £ 0,908 c 3,75+ 1,187b 1,46 +0,180 b
113 529+1384a 3,85+1,389D 1,73+0,319a
144 483+1218b 4,76 +£1,289 a 1,71+0,228 a
CV % 2,68 8,84 1,16
MSPA (mg) MSR (mg) MST
26 3,870,359 1,118 + 0,429 d 4,98 £0,736d
70 22,44 +3,619d 4,860+0,178c 27,30+ 3,586 ¢C
100 34,91 +3,693¢c 10,22+ 1581b  4513+5157b
113 48,77 £ 4,082 a 1254+0,99%a  61,31+4,664a
144 39,74 +2,045b 10,6 +1,972b 50,34 £3,295 b
CV % 1191 17,86 11,68

Legenda: As barras representam o erro padrao (x). As médias seguidas da mesma
letra minudscula dentro da coluna, ndo diferem estatisticamente entre si, de acordo
com o teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade. Legenda: CPA:
comprimento da parte aérea; CMR: comprimento da maior raiz; DC: didmetro do
colmo; MSPA: massa seca da parte aérea; MSR: massa seca da raiz; MST: matéria
seca total.



ANEXO I

Tabela 2. Concentracdo de pigmentos fotossintéticos de plantulas de
Cana-de-acucar (Saccharum officinarum) aos 35 dias de cultivo in vitro
no sistema de ventilacdo natural com 4 filtros, submetidas a diferentes
intensidades de luz (26, 70, 100, 113 e 144 pumol m2s™). UFLA — Lavras,
2023.

Intensidade de Clorofilaa (mg.g* MF)  Clorofila b (mg.g* MF)

Luz
26 2,13+£0,892 ¢ 0,65+0,351¢c
70 43,63+£7,197b 11,62+1,623b
100 50,43+ 14,26 b 12,27 +4,950 b
113 64,30 £ 7,807 a 17,66 £ 1,765 a
144 45,85+ 3,649 b 11,51+1,126b
CV% 8,28 12,56
Razao Clor a/b Carotenoides (mg.g* MF)
26 3,31+0,734 b 1,39+£0,148 ¢
70 3,78+0,140 a 13,24 + 2,368 b
100 4,11+£0,677a 13,54+4,325b
113 3,650,094 b 19,47 £ 1,654 a
144 3,98 £ 0,1200 a 14,25+ 0,657 b
CV % 5,41 1448

Legenda: As barras representam o erro padrdo (). MF: matéria fresca. As
médias seguidas da mesma letra minGscula dentro da coluna, ndo diferem
estatisticamente entre si, de acordo com o teste de Scott-Knott, ao nivel de 5%
de probabilidade.
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ANEXO [lI

Tabela 3. Parametros de crescimento agronémicos de plantulas de
cana-de-acucar (Saccharum officinarum) aos 35 dias de cultivo in vitro
no sistema de ventilacdo natural com 4 filtros, submetidas a diferentes
qualidades de luz. UFLA — Lavras, 2023.

Espectro de luz CPA (cm) CMR (cm) DC (mm)
100%B 4,88+0,833b 3,36 +0,812d 1,28+0,170a
100%A 3,84+0,722 ¢ 401+£1,131c 1,18+0,184b

70%A 30%V 2,86 +0,591 f 3,35+1,371d 1,00+£0,217¢
50%A 50%V 3,56 £0,958d 3,97+1,755¢ 1,05+0,192d
30%A 70%V 4,30+£0,876 ¢ 484+1539a 1,08+0,153¢c
100%V 6,35+1,301a 456+1271b 095+0,191e
CV% 2,91 3,65 1,10
MSPA (mg) MSR (mg) MST
100%B 29,69+ 1,978 a 8,33+1,069a 38,02+2,164a
100%A 29,87 +6,417 a 9,76 +1,576a 39,63+7,320a
709%A 30%V 22,36 + 1,343 b 4,78+1325b 27,14+2378b
50%A 50%V 24,31+0,865b 6,80+0,884b 31,11+1563b
30%A 70%V 23,82+2,445b 6,42+0,850b 30,24+2,689b
100%V 32,39+2,946 a 7,72+1,452a 40,11+3,741a
CV% 12,83 19,82 12,36

Legenda: As barras representam o erro padrdo (x). As médias seguidas da
mesma letra mindscula dentro da coluna, ndo diferem estatisticamente entre
si, de acordo com o teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade.
Legenda: CPA: comprimento da parte aérea; CMR: comprimento da maior
raiz; DC: diametro do colmo; MSPA: massa seca da parte aérea; MSR: massa
seca da raiz; MST: matéria seca total.
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ANEXO IV

Tabela 4. Concentracdo de pigmentos fotossintéticos de plantulas de Cana-
de-agUcar (Saccharum officinarum) aos 35 dias de cultivo in vitro no sistema
de ventilacdo natural com 4 filtros, submetidas a diferentes qualidades de
luz. UFLA — Lavras, 2023.

Espectro de luz Clorofila a (mg.g* MF) Clorofila b (mg.g* MF)

100%B 64,06 £ 14,211 Db 14,74 + 3,215 b
100%A 65,96 £ 7,4847 b 15,53 +1,298 b
70%A 30%V 56,87 £ 12,497 ¢ 13,98 + 2,663 b
50%A 50%V 90,90 + 20,388 a 21,59 + 4,585 a
30%A 70%V 38,65+ 4,6168 e 9,66 + 1,034 c
100%V 51,59 + 9,4638 d 14,90 + 2,459 b
CV % 55 6,17
Razéo Clor a/b Carotenoides (mg.g* MF)
100%B 4,35+0,145a 16,44 + 3,002 b
100%A 4,26 £0,212 a 17,81+1,240b
70%A 30%V 4,06 £ 0,224 a 15,90 + 2,958 b
50%A 50%V 4,22 +0,109 a 23,12+ 4,694 a
30%A 70%V 4,01+0,133a 11,60 + 1,208 ¢
100%V 3,46 £0,123 b 16,92 +2,942 b
CV % 4,24 5,53

Legenda: MF: matéria fresca. As barras representam o erro padrao (z). As médias
seguidas da mesma letra minGscula dentro da coluna, ndo diferem
estatisticamente entre si, de acordo com o teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de
probabilidade.
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Artigo 111 - CONCENTRACOES DE NITROGENIO, Ca e Mg INTENSIDADES DE
LUZ, VARIACOES DO pH NA PRODUCAO DE BIOMASSA DE PLANTULAS DE
CANA-DE-ACUCAR IN VITRO

Resumo

O emprego da biotecnologia vegetal na producdo de mudas de cana-de-agucar aumenta o
rendimento da cultura de 10 para 30% e longevidade da cana em 30%. O objetivo do trabalho
foi avaliar o desempenho agrondmico e fisiologico da cana-de-agucar (Saccharum officinarum
L.) submetidas as diferentes intensidades de luz, concentracdes de nitrogénio Ca e Mg e o pH
do meio de cultura. Plantulas de aproximadamente 2cm, cultivadas in vitro oriundas de
embriogénese somética foram utilizadas nos experimentos (1 e 2). 1) concentracdo das fontes
de NH4NO3 e KNOs e intensidade de luz (26, 70, 100, 113 e 144 pmol m™%s™). 2) concentragéo
de CaCl.. e MgSOa4 (100, 200 e 400%) e variagdes do pH (5,50; 5,75 e 6,00). Apos 35 dias de
cultivo in vitro foram avaliados comprimentos da parte aérea e da maior raiz, massas secas da
parte aérea, sistema radicular e total e clorofila a, clorofila b, razdo entre clorofila a e b e
carotenoides. O sistema radicular atingiu maiores comprimentos do sistema radicular foram
observados nas maiores intensidades de luz e menores concentragdes de nitrogénio. O aumento
da intensidade de luz, independente da concentracdo de sais, possibilitou o melhor
desenvolvimento do colmo. Reducdo da massa seca de raiz foi verificada com o0 aumento da
concentracdo de NH4sNOs e KNO3s. Maiores teores de pigmentos fotossintéticos foram obtidos
quando as plantas foram submetidas a maior intensidade de luz, independente da concentragédo
de nitrogénio. Maior producdo de massa seca foram observadas nas intensidades de 100 a 113
umol m?2st, Ja a intensidade de 144 umol ms?reduziu o acumulo de matéria seca. A
concentracdo 200% de Ca e Mg do meio MS e o pH 5,5 favoreceram a maior producdo de
massa seca da cana-de-agUcar cultivada in vitro.

Palavras-chaves:  Crescimento  agronémico. Pigmento  fotossintético.  Plantulas
micropropagadas.

1. INTRODUCAO

A crescente busca por fontes de energias renovaveis leva o Brasil a investir cada vez
mais no aumento de areas para cultivo de cana-de-acUcar. Na safra atual estima-se uma colheita
de 8,12 milhdes de hectares (CONAB, 2022).

O emprego da biotecnologia vegetal na producdo de mudas garante vantagens como,
facilidade de producédo em larga escala em pouco espaco de tempo, com producdo ao longo do
ano sem influéncia de fatores ambientais, e em condic¢des controladas (AMARAL-BAROLI et
al.,, 2016; GONGCALVES e ROMANO, 2013). Além de possibilitar melhorias nas
caracteristicas fisiologicas das plantas derivadas in vitro, como um aumento no rendimento da
cultura de 10 para 30% e longevidade da cana em 30% (LEE et al. 2007).
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Estudos tem investigado os efeitos dos constituintes do meio de cultura no crescimento
in vitro de cana-de-agucar, ndo para desenvolver novos meios e sim, melhorias significativas
no crescimento da cana-de-aglcar na micropropagacdo. O sucesso da regeneracdo vegetal
depende do tipo de meio nutricional empregado, bem como de sua composicao, pH, suprimento
de carbono e as condi¢bes de cultivo onde as plantas serdo acondicionadas (AMARAL-
BAROLI et al., 2016; GONCALVES e ROMANO, 2013).

Dentre 0s nutrientes essenciais, 0 nitrogénio, € um dos principais impulsionadores do
crescimento da planta e a sua concentracdo pode ser critica para um bom crescimento e
desenvolvimento no cultivo in vitro (QUEIROGA et al., 2007). O célcio desempenha um papel
importante na morfogénese, devido a sua interacdo com o horménio de crescimento citocinina,
e 0 magnésio na ativacdo de enzimas, e na molécula de clorofila (SHAUL, 2002;
MARSCHNER, 2011; PAULA et al., 2015). A intensidade de luz pode alterar respostas
fisioldgica, aprimorando o desempenho das plantas no microambiente do cultivo in vitro. Essas
modificacdo pode trazer diversos beneficios fisioldgicos para as plantas (SHIN et al., 2013;
KOZAI e ZHANG 2016).

Este trabalho teve por objetivo avaliar o desempenho das variaveis de crescimento
agrondmico e dos pigmentos fotossintético da cana-de-acUcar (Saccharum officinarum L.),
submetidas as variacBes de intensidade de luz, concentracdes das fontes de nitrogénio,

concentracdes Ca e Mg e pH do meio de cultura.

2. MATERIAL E METODO
2.1.  Material vegetal e condi¢6es de cultura

Foram utilizadas pléntulas de aproximadamente 2cm, cultivadas in vitro oriundas de
embriogénese somatica obtidas pelo o protocolo de Dutra et al. (2011). Os explantes foram
inoculados em frascos de vidro com capacidade para 300 mL contendo 50 mL de meio de
cultura MS (MURASHIGE e SKOOG 1962), suplementado com 6 g L™ de agar (A7921,
Sigma-Aldrich®) e pH ajustado para 5,7 + 0,1, antes da autoclavagem a 125 °C e 1,2 atm de
pressdo por 15 minutos. Ap6s a inoculagdo, os frascos foram vedados com tampas rigidas
contendo sistema de ventilagcdo natural com 4 filtros, e em seguida transferidos para a sala de
crescimento e mantidos durante trinta cinco dias em temperatura de 25 £+ 1 °C e fotoperiodo de
16 h.


https://link-springer-com.ez26.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s11627-022-10270-z#ref-CR30
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2.2.  Diferentes concentracdes de nitrogénio sob diferentes intensidades de luz

O meio de cultura foi suplementado com trés concentracoes (25, 50 e 100%) das fontes
de nitrogénio (NH4NO3z e KNO3z) do meio de cultura MS e cinco intensidades de luz (26, 70,
100, 113 ¢ 144 umol m2s™). O experimento foi realizado em delineamento inteiramente
casualizado (DIC), em esquema fatorial duplo 3x5, totalizando 15 tratamentos, constituido por

5 frascos/tratamento sendo 1 frascos/repeticdo com 5 explante/frasco.

2.3.  Diferentes concentragdes Ca e Mg sob variacdes do pH do meio de cultura

O meio de cultura foi suplementado com trés concentracfes (100, 200 e 400%) das
fontes (CaCl.. e MgSQO4) do meio de cultura MS e trés variagdes do pH (5,50; 5,75 e 6,00). O
experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado (DIC), em esquema
fatorial duplo 3x3, totalizando 15 tratamentos, constituido por 5 frascos/tratamento sendo 1

frascos/repeticdo com 5 explante/frasco.

2.4.  Analise dos parametros de crescimento agronémico

Apds 35 dias de cultivo in vitro, as plantulas foram avaliadas quanto aos comprimentos
da parte aérea - CPA (cm) e da maior raiz - CMR (cm), didmetro do colmo - DC (mm), matérias
secas da parte aérea - MSPA (mg), do sistema radicular - MSR (mg) e total — MST (mg). A
determinacdo da massa seca, a parte aérea e sistema radicular foram colocados em sacos de
papel e acondicionados em estufa de circulacdo forcada de ar, a 35 °C, até peso constante, e

posteriormente pesados em balanca analitica (0,001g).

2.5.  Analise de pigmentos fotossintéticos.

Pigmento fotossintético foi extraido e analisado de acordo com o método desenvolvido
por Hiscox e Israelstam (1979) com adaptacGes propostas por Barnes et al. (1992). Folhas
frescas (50 mg) foram pesadas diretamente em tubos de Falcon cobertos com papel aluminio e
incubadas com 10 mL de dimetilsulféxido (DMSO) saturado com carbonato de célcio (CaCO3),
em estufa a 65 °C por 48 h. As amostras foram preparadas em quadruplicata. A saturacdo do
DMSO seguiu o protocolo de Santos et al. (2008) com modifica¢des. Para isto, 0 DMSO foi
saturado com carbonato de calcio (CaCO3) na proporgdo de 5 g L™* de DMSO, sob agitacéo
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constante por quatro horas, e entdo filtrado duas vezes a vacuo em papel de filtro duplo.
Posteriormente, a solucdo foi centrifugada a 6000 rpm por 10 min.

Em seguida, trés aliquotas de 3 mL de cada réplica foram transferidas para uma cubeta
de quartzo, e os valores de densidade Optica em 480, 649 e 665 nm foram lidos em
espectrofotometro TECAN INFINITY M200 PRO, operado com o sistema de processamento
de dados 1-Control® (versdo 3.37), contra DMSO saturado em branco. O valor de densidade
Optica especifica de cada amostra foi calculado pela média das leituras das trés aliquotas.

Os comprimentos de onda e as equacdes utilizadas para os célculos foram baseados na
metodologia de Wellburn (1994), sendo: Clorofila a 649 = (12,47 x A665) - (3,62 x A649);
Clorofila b 665 = (25,06 x A649) - (6,5 x A665); Carotenoides 480: (1000 x A480 - 1,29 x Ca
- 53,78 x Ch) / 220. A clorofila total (a + b) foi calculada pelo somatdrio dos resultados
encontrados das equacdes para clorofila a e b, sendo todos os resultados expressos em mg. g

massa fresca.

2.6. Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANAVA) e as médias comparadas
pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade, usando o programa estatistico SISVAR®
(FERREIRA, 2011).

3. RESULTADOS

3.1.  Diferentes concentracgdes de nitrogénio sob diferentes intensidades de luz

3.1.1. Parametros de crescimento agrondémico

A variacdo dos sais NHsNO3z e KNOz no meio de cultura MS e as diferentes intensidades
luminosas no ambiente de cultivo, interferiram no crescimento da cana-de-agucar (Figura 1 e
2).

As plantas submetidas ao meio de cultura com apenas 25% dos sais NHsNOz e KNOz e
intensidade de luz de 70 pmol m s* apresentaram os maiores comprimento da parte area (6,08
cm), reduzindo o tamanho a medida que aumentou a intensidade de luz (Figura 2A). As plantas
cultivadas com 50% da concentragdo de nitrogénio e a intensidade de 100 pmol m s™ atingiram
uma altura de 5,45 cm. J& 0 MS contendo 100% da concentragdo dos sais e nas intensidades de

luz 100 e 113 pmol m s atingiram o maior comprimento da parte area (5,87 cm) (Figura 2A).
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O sistema radicular atingiu maiores comprimentos com maiores intensidades e menores
concentragOes de nitrogénio. A maior média (5,81 cm) foi alcancada na intensidade de luz de
144 pmol m s na concentragdo 25% de nitrogénio (Figura 2B).

O didmetro do colmo das plantulas também foram melhores desenvolvidos a medida
gue aumentou a intensidade de luz no ambiente de cultivo, atingindo didmetros de 2,23 e 1,94
mm no meio suplementado com 25 e 50% da concentracdo de nitrogénio, respectivamente. O
meio de cultura com a concentragéo original do MS (100%) e intensidade de 113 pmol m2 st
alcancou um diametro de 2,26 mm (Figura 2C).

Em relacdo a producdo de massa seca, as plantulas apresentaram maiores medias quando
submetidas ao aumento da intensidade de luz, tanto da parte aérea como do sistema radicular
(Figura 2D, E). As plantulas cultivadas com 25% da concentragdo de nitrogénio do meio MS
acumularam maior massa seca com as maiores intensidades de luz 113 umol m2 s (76,20 mg)
e 144 pmol m? s (73,84 mg). Entretanto, o maior acumulo de massa seca de raiz foi sob 70
umol m? st com 62,43 mg. O aumento da concentracdo dos sais de NHsNO3 e KNO;3 reduziu
0 acumulo da massa seca da raiz (Figura 2E).

No geral, as intensidades 70, 113 e 144 pmol m2 s, com 25% da forca de nitrogénio
apresentaram maior acumulo producdo de massa seca total (128,6, 126,7 e 119,3 mg),

respectivamente (Figura 2F).
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Figura 1. Aspecto visual das plantulas de cana-de-agucar (Saccharum officinarum) aos 35 dias
de cultivo in vitro no sistema de ventilagdo natural com 4 filtros, sob diferentes intensidades de
luz (26, 70, 100, 113 e 144 pmol m s™) e concentragdes de nitrogénio do meio de cultura MS
(25%, 50% e 100%). UFLA — Lavras, 2023.

144 pmol m’%s!

Fonte: Do autor (2023).
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Figura 2. Parametros de crescimento agronémicos de plantulas de cana de agucar (Saccharum
officinarum) aos 35 dias de cultivo in vitro no sistema de ventilagcdo natural com 4 filtros,
submetidas a diferentes intensidades de luz (26, 70, 100, 113 e 144 umol m=2 s™) e diferentes
concentragdes de nitrogénio do meio de cultura MS (25%, 50% e 100%). UFLA — Lavras, 2023.
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Legenda: Barras representam o erro padréo (). As médias seguidas da mesma letra mindscula dentro
da concentracdo de nitrogénio e letras mailsculas dentro da intensidade de luz, ndo diferem
estatisticamente entre si, de acordo com o teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade
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3.1.2. Analise de pigmentos fotossintéticos

Os pigmentos fotossintéticos das folhas de Saccharum officinarum variedade
RB966928 respondeu as diferentes intensidades de luz e concentrag¢fes de nitrogénio no meio
de cultura.

As maiores concentraces da clorofila a ocorreram com as plantulas cultivadas nas
maiores concentragdes dos sais de nitrogénio com as menores intensidades de luz 26 pmol m2
s1(111,4 mg.g* MF) e 70 pmol m2s? (112,3 mg.g* MF) (Figura 4A).

O teor de clorofila b apresentou 0 mesmo padrdo de sintese da clorofila a. Onde, as
menores intensidades de luz e maiores concentracdes de sais de 50 a 100% acumularam maior
sintese de clorofila b, 26 pmol m?2s? (130,2 mg.g* MF) e 70 umol m2 s (121,6 mg.g™* MF)
(Figura 4B).

As maiores medias da variavel razdo entre as clorofilas a e b, foram obtidas quando
submetidas a intensidade de luz mais alta, em todas as concentra¢cdes de nitrogénio. (Figura
4C). O teor de carotenoides variou com a intensidade e concentragéo da fonte de nitrogénio do
meio MS. No geral, acumulou teor de carotenoides sob as maiores intensidades de luz (Figura
4D).
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Figura 3. Concentracdo de pigmentos fotossintéticos de plantulas de cana-de-agUcar
(Saccharum officinarum) aos 35 dias de cultivo in vitro no sistema de ventilacdo natural com 4
filtros, submetidas a diferentes intensidades de luz (26, 70, 100, 113 e 144 pmol m? s?') e
diferentes concentragdes de nitrogénio no meio de cultura MS (25%, 50% e 100%). UFLA —

Lavras, 2023.
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Legenda: Barras representam o erro padrdo (). As médias seguidas da mesma letra minascula dentro
da concentracdo de nitrogénio e letras mailsculas dentro da intensidade de luz, ndo diferem
estatisticamente entre si, de acordo com o teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade. MF:
matéria fresca de folha.
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3.2.  Diferentes concentractes Ca e Mg sob varia¢des do pH do meio de cultura

3.2.1. Parametros de crescimento agronémico

As concentracdes de Ca e Mg e as varia¢Ges no pH do meio de cultura, interferiram no
crescimento da cana-de-acUcar in vitro (Figura 4 e 5). Os parametros de crescimento
agronémico da cana-de-acUcar, apresentaram significativos quanto as variagdes nas
concentracdes de calcio e magnésio, dentro de cada afericdo do pH do meio de cultura MS
(Figura 5).

As plantulas quando cultivadas no meio suplemento com 200% da concentracdo de Ca
e Mg do meio MS e pH de 5,50 alcangaram maior comprimento da parte aérea (7,66 cm). Nas
demais concentracdes de Ca e Mg, as plantas apresentaram reducdo do comprimento, a medida
que, o pH do meio de cultivo aumentou (Figura 5A).

O crescimento do sistema radicular foi inibido com a maior concentracdo de Ca e Mg
em todas as variagdes do pH. As concentracbes de 100 e 200% obtiveram 0s maiores
crescimento do sistema (Figura 5B).

O diametro do colmo foi reduzido com o aumento do pH e com o aumento da
concentracdo de Ca e Mg no meio de cultura MS. A maior média (1,89 mm) foi alcancada com
200% das concentracgdes de Ca e Mg, com o pH de 5,50 (Figura 5C).

A massa seca da parte aérea reduziu com o aumento do pH no meio de cultura MS. As
plantulas cultivadas no meio MS com 200% da concentracdo de Ca e Mg e pH 5,50 obtiveram
0 maior acimulo de massa seca (88,92 mg) (Figura 5D).

As plantulas cultivadas com 200% das concentra¢des de Ca e Mg e pH 5,5 atingiram o
maior acumulo de massa seca de raiz (35,66 mg) (Figura 5E).

A producdo de massa seca total (124,58 mg) no meio suplementado com 200% de Ca e

Mg do meio MS foi de 1,75 vezes comparado com a concentracdo normal do MS (70,88 mg).
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Figura 4. Aspecto visual das plantulas de cana-de-agucar (Saccharum officinarum) aos 35 dias
de cultivo in vitro em sistema de ventilacdo natural com 4 filtros, submetidas a diferentes pH
(5,5, 5,75 e 6,0) e concentragdes de calcio e magnésio (100, 200 e 400%) no meio de cultura
MS. UFLA — Lavras, 2023.

100% (Ca) e (Mg) d({MS

Fonte: Do autor (2023).
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Figura 5. Parametros de crescimento agrondmicos de plantulas de Cana de aclcar (Saccharum
officinarum) aos 35 dias de cultivo in vitro em sistema de ventilagdo natural com 4 filtros,
submetidas a diferentes pH (5,5, 5,75 e 6,0) e diferentes concentracdes de calcio e magnésio no
meio de cultura MS (100%, 200% e 400%). UFLA — Lavras, 2023.
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Legenda: Barras representam o erro padrdo (). As médias seguidas da mesma letra mindscula dentro
da concentracdo de Ca e Mg e letras maiusculas dentro da variagdo de pH, ndo diferem estatisticamente
entre si, de acordo com o teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade.
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4, DISCUSSAO

4.1.  Diferentes concentracdes de nitrogénio sob diferentes intensidades de luz

A reducgdo da concentragdo dos sais NH4sNO3z e KNO3 no meio de cultura MS, ndo
causou crescimento retardado e nem mobilizac¢&o no nitrogénio das folhas mais velhas para as
areas de novo crescimento, o que afetaria na producdo de fotoassimilado e diretamente o
crescimento (ALVARENGA, 2004).

Plantulas de cana-de-agucar apresentaram melhor eficiéncia da radiacdo luminosa a
medida gque aumentou a concentracdo de nitrogénio no meio. 1sso pode estar relacionado ao
aumento de producéo de biomoléculas importante dependente de nitrogénio, tais como ATP,
NADH, NADPH, DNA, RNA, clorofila e proteinas (MIFLIN; LEA, 1976; HARPER, 1994).
Para metabolizar melhor a fixa¢do de CO- pela fotossintese e, converte mais rapidamente em
acucares. Acelerando o crescimento e desenvolvimento da mesma (BERGAMASCHI,
MATZENAUER, 2014).

O sistema radicular mais abundante foi visualizado nas plantas submetidas a reducao da
fonte de nitrogénio. Este resultado ja era esperado pois, plantas sob estresse nutricional
investem na proliferacdo em massa de raizes para aumentar a area de superficie para absor¢édo
maxima de nutrientes (PELLNY et al., 2008).

A relagdo entre o teor de clorofila e carotenoides nas folhas, variam de acordo com a
guantidade de nitrogénio, irradiancia e da temperatura, indicando que a biossintese desses
pigmentos é um fator dindmico e que responde a variacdo de alguns componentes do ambiente
(MAE, 1997). As plantas de cana-de-acUcar apresentaram maiores contetidos fotossintéticos
nos tratamentos submetidos 100% da concentracao de nitrogénio, esse resultado ja era esperado,
ja que o nitrogénio € constituinte da molécula de clorofila. O teor desse pigmento na folha
também € utilizado para predizer o nivel nutricional de nitrogénio em plantas (SILVEIRA,
BRAZ & DIDONET, 2003).

4.2.  Diferentes concentracdes Ca e Mg sob variagdes do pH do meio de cultura

O célcio e magnésio sdo minerais que fazem parte dos componentes mesos do meio de
cultura, usados principalmente para melhorar o crescimento de plantas com baixo crescimento
in vitro (REED et al., 2013; POOTHONG & REED 2014; DE CARVALHO et al., 2018). O

calcio desempenha um papel importante na morfogénese, devido a sua interacdo com o
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horménio de crescimento citocinina, principalmente na area onde ocorre a diferenciacdo, ja o
magnésio € considerado o melhor ativador de enzimas, € um cétion livre bivalente mais
abundante no citosol das plantas e, a&tomo central na molécula de clorofila que contribui para o
aumento do teor (SHAUL, 2002; MARSCHNER, 2011; PAULA et al., 2015). Além disso, 0s
fons Mg>* e Caz" influenciam no regime autotréfico no cultivo in vitro, favorecendo ao maior
crescimento das plantulas (ARIGITA et al., 2010).

As plantulas de cana de acgUcar apresentaram maior comprimento da parte aérea,
didmetro do colmo, peso seco da parte aérea e sistema radicular quando cultivadas em meio de
cultura MS com 200% da concentracdo original dos minerais calcio e magnésio. Na literatura
ha varios relatos sobre a influéncia desses minerais no crescimento de plantas in vitro como por
exemplo; Pyrus (péra) (REED et al., 2013), cultivares de avela (HAND et al., 2014), Dysphania
ambrosioides L. (DE CARVALHO et al., 2018); Solanum tuberosum L. (Batata) (LEKAMGE
etal., 2021).

Altos niveis de Mg na célula das plantas pode inibir fotossintese e o crescimento da
planta, devido sua interacdo com outros nutrientes. A absorcdo de K é inibido quando a
concentracdo de Mg é alta, afetando diretamente a condutancia estomatica. Zn e Mn também
tem a absorcdo prejudicada, elementos importantes para a rota do &cido chiquimico e sintese
do triptofano, que é um precursor da auxina (acido indol acético) (MOREIRA et al., 2003;
VILLA et al., 2009; PAULA et al., 2015).

A reducdo do sistema radicular das plantas submetidas a 400% da forca de célcio e
magnésio pode estar relacionada a alta concentracio dos ions no meio de cultura. Os ions Mg?*
e Ca®* sdo absorvidos pelas raizes por meio do contato ion-raiz, ou seja, interceptacao radicular
(ZELAZNY e VERT, 2014). Sendo assim, quanto maior a concentracdo desses ions no meio,
menor a emissdo do sistema radicular. O aumento da concentracdo de MgSO4 e CaCl, também
reduziu o nimero de raizes em bananeira cv. Prata-Ana (RODRIGUES et al., 2017)

As plantulas submetidas aos tratamentos com pH 6,0 apresentaram menores medias nas
variaveis de crescimento agrondmico devido a baixada disponibilidade de nutrientes causada
pelo pH basico, influenciando diretamente no metabolismo da planta (Li et al., 2021). Plantulas
de Vaccinium arboreum também apresentaram menor crescimento quando submetidas ao pH

basico do meio de cultura (LI et al., 2021).
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5. CONCLUSAO

O sistema radicular atingiu maiores comprimentos com maiores intensidades e menores
concentracdes de nitrogénio. O didmetro do colmo das plantulas também foram melhores
desenvolvidos a medida que aumentou a intensidade de luz independente da concentracdo de
sais. O aumento da concentragédo dos sais de NH4NO3z e KNO3 reduziu o acumulo da massa
seca da raiz. As maiores medias dos pigmentos fotossintético, foram obtidas quando submetidas
a intensidade de luz mais alta, em todas as concentragdes de nitrogénio. Nas intensidades 70,
113 e 144 umol m~2 st houve a maior producdo de massa seca total. A 200% de Ca e Mg do
meio MS e o pH 5,5 favoreceram a maior producdo de massa seca da cana-de-agucar cultivada

in vitro.
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ANEXO |

Tabela 1. Parametros de crescimento agrondmicos de plantulas de cana-de-agucar
(Saccharum officinarum) aos 35 dias de cultivo in vitro no sistema de ventilacdo natural com
4 filtros, submetidas a diferentes intensidades de luz (26, 70, 100, 113 e 144 pmol m2s?) e
diferentes concentragdes de nitrogénio do meio de cultura MS (25%, 50% e 100%). UFLA —
Lavras, 2023.

Conc.
de N

26 70 100 113 144
25% 3,92+0876cD 6,08+0,843aA 5,650,840 bB 5,57 + 0,653 bB 4,47+ 0,592 aC
50% 455+1,124bC 4,17%+0,852cD 5,45+ 1,446 bA 4,90+ 0,977 cB 4,05+ 1,055 bD
100% 4,80+1,017aC 550+0,763bB 5,87+ 1,583 aA 5,87 £ 1,028 aA 4,17 £0,781 bD
CV% 3,72
------------ Comprimento da Maior Raiz (cm) -----------
25% 0,60+0,180bD 3,70+ 0,478 aC 3,65+0,552 aC 482+0983aB  5,81+0,805aA
50% 0,92+0,504aD 1,50+0,933hC 197+1,212bB 2,07 £1,092 bB 2,55+ 1,082 bA
100% 0,82+0,431aE 1,05+0,647cD 1,77+0,715cB 1,37+0,678cC 2,45+ 0,508 bA
CV% 6,25
————————————— Diametro do Colmo (mm) ----------
25% 1,11+0,162aE 1,59+ 0,230 bD 1,93+0,228 bC 2,09 £ 0,248 bB 2,23+ 0,251 aA
50% 1,12+0,173aE 1,47 +£0,0257cD 1,690,252 cC 1,76 £ 0,304 cB 1,94 £ 0,255 cA
100% 1,12+0,259aE 1,71+£0,290aD 2,070,375 aB 2,26 £0,320aA 2,01 +0,290 bC
CV% 2,48
------------ Massa Seca Parte Aérea (mg) ------------
25% 8,48+0,799bC 66,2+1,265bB 58,84 + 3,893 bB 76,2+ 3,765aA 73,84 £6,528 aA
50% 22,16 £3,467aC 54,92+1916cB 71,6 6,376 aA 67,6 +3,411bA 61,08+ 1,908 bB
100% 19,44+1,169aC 74,52+ 3,967 aA 73,88 +8,782 aA 78,1+ 2483aA 49,48 £8,129 cB
CV% 8,94
------------ Massa Seca Parte Radicular (mg)------------
25% 2,14+ 0,155aC 62,43 +0,34aA 46,60 = 0,30 aB 50,56 £ 0,25 aB 45,50 £ 0,45 aB
50% 4,00£0506 aC 16,72+4,16 bB 35,20 £ 5,72 bA 31,88+1,70cA 34,00+ 1,32bA
100% 3,04+0,512aD 12,00+2,25bC 31,52 + 3,90 bB 44,60+ 0,97 bA 31,28+ 1,17bB
CV% 14,65
------------ Massa Seca Total (mg)------------
25%  10,62+0,838bC 128,6 + 1,604 aA 1054 +4,147aB 126,7 +3,861aA 119,3+6,761 aA
50% 26,16 £3,580aC 71,62+2655cB 106,8+11,95aA 99,48+ 4,165bA 95,08 + 1,436 bA
100% 22,48+0,805aD 86,62+1,978bC 1054 +1253aB 122,7+3,257aA 80,76 + 4,696 cC
CV% 9,06
Legenda: As barras representam o erro padrao (x). As médias seguidas da mesma letra minGscula nas

colunas dentro das concentracfes e letras mailsculas entre as concentragfes, ndo diferem
estatisticamente entre si, de acordo com o teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade.




ANEXO I

Tabela 2. Concentracdo de pigmentos fotossintéticos de plantulas de cana-de-agucar
(Saccharum officinarum) aos 35 dias de cultivo in vitro no sistema de ventilagcdo natural
com 4 filtros, submetidas a diferentes intensidades de luz (26, 70, 100, 113 e 144 pumol m"
2 s1) e diferentes concentragdes de nitrogénio no meio de cultura MS (25%, 50% e 100%).
UFLA — Lavras, 2023.

Conc. Clorofila a (mg.g* MF)-----------

de N
26 70 100 113 144

25% 57,14+0,662bB 57,07 +5963 bB 46,21 + 3,509 bB 87,44 £5,082 aA 51,44 + 0,575 bB
50% 57,9+1156 bC 112,3+9,811aA 53,94 +4,386 bC 53,62+ 1,568 hC 74,52+ 7,392 aB
100% 111,4+5343aA 47,13+2961bC 1051+1158aA 91,44 +11,37aB 42,57 +2,477 bC

CV% 11,86

25% 37,84+2232bB 3593+4,480bB 31,27 +5894bB 86,71 +11,20aA 27,92+ 1,587 bB
50% 42,44+1362bB 121,6+ 14,37 aA 37,17 £6,161 bB 30,64 2,883 bB 52,09 + 12,94 aB
100% 130,2+7,984 aA 26,892,401 bC 9594 +13,06aB 86,94+ 13,76 aB 20,82 + 1,654 bhC

CV% 19,21

25% 151+0,084aB 159%0,032aB 150+0,158aB 1,01+0,0/0bC 1,83 +0,089 aA
50% 1,41+0,162aB 0,92+0,033bC 148x0,215aB 1,76+0,141aA 1,50+ 0,293 bB
100% 0,85+0,025bC 1,75+0,052aB 1,10+0,068 bC 1,05+0,037bC 2,04 + 0,047 aA

CV% 10,80

25% 32,76 £ 0,564 aA 33,51+ 3,537 aA 26,68 £ 0,398 bA 30,24 £ 1,401 aA 29,62 + 0,334 aA
50% 29,19 +£2,356 aA 29,88 +4,161aA 27,74 +£2,609 bA 30,69 +1,325aA 33,11 +4,515 aA
100% 23,54+1,608bB 27,12+ 1,132aB 33,68 +5,041 aA 24,86 +1,796 bB 24,32 + 1,249 hB

CV% 10,90

Legenda: As barras representam o erro padréo (). As médias seguidas da mesma letra minuscula
nas colunas dentro das concentracdes e letras mailsculas entre as concentracdes, ndo diferem
estatisticamente entre si, de acordo com o teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade.
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ANEXO [lI

Tabela 3. Parametros de crescimento agronémicos de plantulas de cana-de-agucar
(Saccharum officinarum) aos 35 dias de cultivo in vitro em sistema de ventilagdo
natural com 4 filtros, submetidas a diferentes pH (5,5, 5,75 e 6,0) e diferentes
concentragdes de célcio e magnésio no meio de cultura MS (100%, 200% e 400%).
UFLA — Lavras, 2023.

Conc.deCaeMg - Comprimento da Parte Aérea (cm) ----------
5,50 5,75 6,0
100% 6,38 £ 1,328 bA 6,04 £ 1,574 bB 5,86 £ 1,459 bB
200% 7,66 £ 1,390 aA 5,94 + 1,601 bC 6,32+ 1,748 aB
400% 6,48 £ 0,943 aA 6,63 £ 1,584 aA 534+1111cB
CV% 2,60
------------ Comprimento da Maior Raiz (cm) -----------
100% 2,46 + 0,747 bB 2,94 £ 0,875 aA 2,50+ 1,014 aB
200% 2,74 £ 0,694 aA 2,14 £ 0,954 bB 2,28 £ 0,679 bB
400% 0,82 +0,312cA 0,86 + 0,480 cA 0,88 + 0,474 cA
CV% 5,67
------------- Diametro do Colmo (mm) ----------
100% 1,67 + 0,397 bA 1,65 + 0,490 aA 1,58 + 0,376 aB
200% 1,89 £ 0,430 aA 1,71 £ 0,380 aB 1,56 £ 0,427 aC
400% 1,46 + 0,332 cA 1,49 + 0,396 bA 1,11 + 0,226 bB
CV% 3,36
------------ Massa Seca Parte Aérea (mg) ------------
100% 62,56 + 7,307 cA 57,52 £ 9,847 bA 54,92 + 4551 aA
200% 88,92 + 7,027 aA 71,44 + 5,260 aB 59,44 + 4,947 aC
400% 75,04 + 4,551 bA 72,84 + 4,383 aA 54,92 + 4,131 aB
CV% 9,92
———————————— Massa Seca Parte Radicular (mg)------------
100% 8,32 +£1,642 bC 27,48 + 2,395 aA 20,72+ 2,471 bB
200% 35,66 + 2,83 aA 26,56 + 3,738 aB 26,72 + 1,662 aB
400% 9,65 +5,577 bB 21,24 + 3,161 bA 10,56 £ 2,673 cB
CV% 16,81
———————————— Massa Seca Total (mg)------------
100% 70,88 £ 8,617 cB 85,00 £ 9,904 bA 76,00 + 6,745 aB
200% 124,5 + 9,050 aA 98,00 £ 4,572 aB 85,56 + 6,159 aC
400% 84,56 + 7,856 bA 94,08 + 8,310 aA 65,48 + 2,584 bB
CV% 9,00

Legenda: As barras representam o erro padrdo (x). As médias seguidas da mesma letra
minuscula nas colunas dentro das concentraces e letras maitsculas entre as concentragoes,
ndo diferem estatisticamente entre si, de acordo com o teste de Scott-Knott, ao nivel de 5%
de probabilidade.



