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RESUMO

BARBOSA, ROBERTO RIVELINO DO NASCIMENTO; Eng. Agrobnomo, M. Sc.,
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro. Julho de 2016. Cultivo
in vitro de pimenta malagueta em frascos com ventilacdo natural: respostas
mixotréficas e fotoautotroficas. Orientadora: Prof2. Virginia Silva Carvalho.

Plantas cultivadas in vitro apresentam respostas heterotréficas e, ou mixotroficas,
devido ao incremento de uma fonte de carbono no meio de cultura, baixa
densidade de fluxo de fotons fotossintéticos (FFF) e baixa difusdo de dioxido de
carbono (CO,) da atmosfera para o interior dos frascos de cultivo. O objetivo
deste trabalho foi comparar o crescimento in vitro de plantas de pimenta
malagueta (Capsicum frutescens) em ambiente de cultivo convencional com
frascos vedados e alta concentracédo de sacarose e em frascos com membranas
permeaveis a gases em diferentes concentracdes de sacarose. Foram usados
como explantes embribes excisados de sementes maduras de C. frutescens
(UENF 1636). O delineamento experimental utilizado foi o DBC, em esquema
fatorial 5x5, com cinco tipos de vedacdo: TR (Tampa rigida), M2 (Duas camadas

de fita microporosa Misnner®), M3 (Trés camadas de fita microporosa Misnner®),
Xiii



N2 (Duas camadas de fita microporosa Nexcare®) e N3 (Trés camadas de fita
microporosa Nexcare®) e cinco concentracdes de sacarose (0,5,10,15 e 20 g L™Y).
Ao final de 57 dias de cultivo in vitro foram feitas avaliacbes biométricas e
fisiologicas. Os frascos com membranas permeaveis a gases apresentaram
aumento na troca gasosa, nesta sequéncia: TR<N3<M3<N2<M2. A entrada de ar
através das membranas para o interior dos frascos possibilitou aumento da taxa
fotossintética e, consequentemente, maior crescimento do vegetal. Os frascos
com membranas e meio de cultura sem ou com baixas concentragbes de
sacarose proporcionaram aumento nas taxas fotossintéticas nas plantas de
pimenta malagueta cultivadas in vitro. O maior crescimento das plantas foi
observado em frascos com as membranas M2 e N2 devido a sua maior
porosidade, permitindo assim maior troca gasosa. As plantas de C. frutescens
apresentaram maior crescimento e resposta fotossintética em frascos com
membranas permedveis a gases em baixas concentracdes de sacarose quando
comparadas ao ambiente de cultivo convencional com frascos vedados e alta

concentracéo de sacarose.

Palavras - chave: Capsicum frutescens, diéxido de carbono, membranas

permeaveis a gases, sacarose, vedacao.
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ABSTRACT

BARBOSA, ROBERTO RIVELINO DO NASCIMENTO; Agronomist Engineer, M.
Sc., Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro. July 2016. In vitro
culture of chilli pepper in vessels with natural ventilation: mixotrophic and
photoautotrophic responses. Advisor: Professor Virginia Silva Carvalho.

Plants grown in vitro present heterotrophic or mixotrophic responses, due to the
increment of a carbon source in the culture medium, low photosynthetic photon
flux density (PPF) and low carbon dioxide diffusion (CO,) from the atmosphere to
the interior of culture vessels. This study aims to compare the in vitro growth of
chilli pepper plants (Capsicum frutescens) in conventional cultivation environment
with sealed vessels and high concentration of sucrose and vessels with
membranes permeable to gases in different concentrations of sucrose. Embryos
were used as explants excised from mature seeds of C. frutescens (UENF 1636).
The experiment was conducted in a randomized complete block design, in 5x5
factorial system with five types of seal: TR (hard cover), M2 (Two layers of

microporous tape Misnner®), M3 (three layers of microporous tape Misnner®), N2
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(Two microporous tape layers Nexcare®) and N3 (three layers microporous tape
Nexcare®) and five concentrations of sucrose (0,5,10,15 and 20 g L™ ). At the end
of 57 days of in vitro culture biometrics and physiological assessments were
made. The vessels with membranes permeable to gases showed increase in gas
exchange, in this sequence: TR <N3 <M3 <N2 <M2. The air inlet through the
membranes into the interior of the vessels had made it possible the increasing of
photosynthetic rate and consequently increased the plant growth. The vessels with
membranes and culture medium without or with low concentrations of sucrose
provided an increasing in photosynthetic rates of chilli pepper plants cultured in
vitro. The greatest plant growth was observed in vessels with membranes M2 and
N2 due to their greater porosity, thereby allowing greater gas exchange. Plants of
C. frutescens showed higher growth and photosynthetic answer in vessels with
gas permeable membranes in lower sucrose concentrations when compared to

conventional culture in sealed vessels with high concentration of sucrose.

Key - words: Capsicum frutescens, carbon dioxide, gas permeable membranes,

sucrose, seal.
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1. INTRODUCAO

No Brasil as pimentas do género Capsicum sao cultivadas em toda a sua
extensao territorial, em regifes que apresentam clima tropical e subtropical. As
espécies do género Capsicum apresentam grande relevancia econbémica,
contribuindo para a ampliacdo do setor agroindustrial, assumindo assim uma
posicao relevante no cenario nacional, devido a elevada demanda do mercado
consumidor. Ha vérias formas de utilizacdo do produto como molhos, conservas,
geleias e papricas (Nascimentoet al., 2012).

A regeneracdo de plantas a partir da cultura de tecidos é um processo
fundamental na biotecnologia vegetal principalmente na propagacéo de plantas e
no melhoramento genético. Para as espécies do género Capsicum o principal
método de propagacdo € por via seminifera, ndo sendo utilizadas técnicas de
culturas de tecidos na propagacéao de pimentas (Alejo e Malagon, 2001).

Walter (2015), cultivando embrides isolados de pimentas (Capsicum
annuum L., Capsicum baccatum L., Capsicum chinense L. e Capsicum frutescens
L.), demonstrou que as plantas cresceram em condi¢des fotoautotroficas in vitro,

ou seja, em meio de cultura sem sacarose, porém com baixa troca gasosa e com



baixa intensidade luminosa. Na fase de aclimatizagcéo estas plantas apresentaram
baixa sobrevivéncia. Segundo o autor, 0 aumento nas trocas gasosas, nestas
quatro espécies cultivadas sem sacarose, poderia propiciar maior crescimento in
vitro e reducdo nos problemas de adaptacdo dessas mudas durante a fase de
aclimatizacao (Walter, 2015).

O ambiente de cultivo in vitro convencional em frascos tampados
apresenta baixa troca gasosa e baixa iluminacdo. Além disso, 0s explantes
geralmente ndo possuem o aparato fotossintético funcional capaz de realizar
fotossintese, 0 que inviabilizaria o seu crescimento e nao fosse adicionada uma
fonte de carboidrato (Skrebsky et al., 2004).

Assim sendo, no cultivo in vitro convencional os explantes crescem em
condicBes heterotroficas e, ou mixotréficas, o que pode gerar estresses que irdo
refletir no padrao anatdémico e morfofisiolégico em algumas plantas, quando forem
aclimatizadas. Ja o cultivo fotoautotrofico in vitro, pela reducdo da sacarose,
aumento da iluminacdo e das trocas gasosas, pode contribuir na reducdo do
estresse causado nesta passagem da fase in vitro para a ex vitro (Costa, 2012).

No cultivo fotoautotréfico in vitro, uma forma de melhorar as trocas
gasosas € o uso de membranas permeaveis a gases. Dessa forma, com 0 uso
das membranas pode-se reduzir a umidade relativa do ar e aumentar a
transpiracdo e a efetiva absorcdo de agua e nutrientes pela planta (Xiao et al.,
2011).

Portanto, o emprego de membranas permeaveis a gases € uma
alternativa que pode melhorar as condicbes ambientais in vitro, proporcionando
aumento nas trocas gasosas do ambiente com o interior dos frascos. Além disso,
a eliminacdo ou reducdo da sacarose do meio de cultura também pode contribuir
para a ativacado e funcionamento do aparato fotossintético da planta. O cultivo
fotoautotréfico possibilita resolver um dos problemas do cultivo in vitro
convencional que € a transicdo brusca das plantas de uma condicdo heterotréfica

ou mixotrofica in vitro para uma condigdo autotréfica durante a aclimatizacéo.



2. OBJETIVO

2.1. Geral

Comparar o crescimento in vitro de plantas de pimenta malagueta (C.
frutescens) em ambiente de cultivo convencional com frascos vedados e alta
concentracdo de sacarose (mixotrofico) e em frascos com membranas

permedveis a gases em diferentes concentracdes de sacarose.
2.2. Objetivos especificos

- Avaliar diferentes tipos de vedacdo nas tampas dos frascos e

concentracdes de sacarose no cultivo in vitro de C. frutescens.

- Avaliar as taxas fotossintéticas de plantas cultivadas em frascos com

membrana e em frascos com tampa rigida.

- Avaliar o crescimento in vitro de plantas de C. frutescens em frascos com

membranas e em frascos com tampa rigida.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Aspectos gerais e econdmicos de pimentas do género Capsicum

As pimentas do género Capsicum se destacam por serem de grande
importancia econémica mundial como alimentos, especiarias, produtos medicinais
e também participam do mercado ornamental (Moscone et al., 2007). Devido a
essa grande importancia, as pimentas sao cultivadas nos mais diferentes locais
do Brasil e no mundo. No Brasil as pimentas sdo conhecidas por diversos nomes
regionais como pimenta malagueta, dedo de moca, chapéu-de-bispo, americana,
pimenta de cheiro, cambuci, habanero, tabasco, biquinho e murupi (Ribeiro et al.,
2008).

As espécies de Capsicum sdo consideradas importantes componentes do
mercado de hortalicas frescas no Brasil, além de ser a base para o
desenvolvimento de condimentos, medicamentos, temperos e conservas em nivel
caseiro e industrial (Reifschneider, 2000).

O género Capsicum pertence a Divisdao Spermatophyta, Filo
Angiospermae, Classe Magnoliopsida, Ordem Solanales e Familia Solanaceae

como o tomate (Solanum lycopersicum L.), a batata (Solanum tuberosum L.), a



berinjela (Solanum melongena L.) e o jil6 (Solanum gilo Raddi) e compreende um
grupo de diversas pimentas que sdo originarias da América do Sul (Bolivia) e
Ameérica Central (México) (Moscone, 2007). Segundo Carvalho e Bianchetti (2008)
as pimentas foram “descobertas” por Cristovao Colombo no periodo das Grandes
Navegacdes (1492). Quando Colombo explorou a América Central encontrou-as e
levou-as para a Europa, passando a serem cultivadas nesse continente e,
posteriormente, se difundiram pela Africa e Asia.

Dentre as espécies deste género, cinco sdo domesticadas e largamente
cultivadas e utilizadas pelo homem: Capsicum annuum, C. baccatum; C.
chinense, C. frutescens e C. pubescens. Destas, apenas a C. pubescens nao é
cultivada no Brasil. O centro de diversidade da espécie C. annuum var. annuum, a
forma mais variavel e cultivada é o México e a América Central; de C.
frutescens, inclui as terras baixas do sudeste brasileiro até a Ameérica Central e as
Antilhas, no Caribe; de C. baccatum var. pendulum, a Bolivia (maior diversidade)
e 0 sudeste brasileiro; e de C. chinense, a mais conhecida das espécies
domesticadas no Brasil, é a Bacia Amazonica (Lopes et al., 2007).

Na América pré-colombiana as pimentas faziam parte da dieta
populacional, os indios cultivavam pimenteiras por todo o seu territério, pois as
pimentas salientavam um sabor e aroma especifico enriquecendo a culinéria
indigena. Além disso, as pimentas preservavam o0s indigenas contras as
contaminacdes bacterianas e fungicas, favorecendo a conservacdo da saude,
acrescentando longevidade aos amerindios (Reifschneider, 2008).

Hoje toda a América e os demais continentes mantém o costume de
cultivar pimenta, pois € notério que o fruto possui ampla utilidade nas indastrias,
por exemplo, na culinaria que ha inimeros pratos gastrondmicos, molhos
conservas, geleias; na medicina em fabricacdes de remédios para artrites com
pomadas a base de capsaicina, remédios para dores dentarias, dores musculares
como o emplastro, dor de cabeca, gastrite e ma digestdo. Além disso, as
pimentas sdo aplicadas como arsenal defensivo n&o letal pelos militares, na
fabricagao de “sprays” e pistolas de pimenta (Reifschneider, 2008).

As pimentas sdo cultivadas em varias regides do mundo, onde o0s

principais paises produtores s&o a india, Coréia do Sul e Norte, Tailandia, China,



Vietnd, Sri-Lanka e Indonésia e os maiores consumidores sdo os italianos e os
coreanos. No Brasil, sdo cultivadas em todo o territério, sendo que os principais
produtores sdo Minas Gerais, Goias, Sdo Paulo, Ceara e Rio Grande do Sul
(Rufino e Penteado, 2006). A producdo mundial € de 30 milhGes de toneladas em
uma érea plantada de 4.000.000 ha (FAOSTAT, 2011).

As pimentas se caracterizam pela diversidade de formas e tamanhos, sé&o
bastante valorizadas por suas variacdes de cores, pungéncia, tamanho e sabor
(Lépez et al., 2012). No Brasil, as pimentas fazem parte da riqueza cultural, sendo
de extrema importancia ao patrimoénio genético de nossa biodiversidade, sdo ricas
em carotenoides, flavonoides, fendis, capsaicina e acido ascorbico (Buso et al.,
2008). A capsaicina € uma substancia que € aplicada externamente no corpo e
promove internamente endorfinas que acarretam em percepcdo de bem-estar e

ativam o potencial imunoldgico (Lee et al., 2005; Reifschneider, 2008).

3.2. Cultivo convencional in vitro

A cultura de tecidos € a técnica de cultivar células, tecidos, érgdos ou
parte de 6rgdos de uma planta (explantes), em um meio de cultura nutritivo e
ambiente asséptico, com controle de temperatura, fotoperiodo, umidade e
irradiancia, em um determinado local de cultivo denominado de sala de cultivo ou
sala de crescimento (Carvalho et al., 2011). No meio de cultura sao utilizados sais
minerais para a nutricdo da planta. Existem diversos tipos de meios de cultura,
sendo o meio MS (Murashige e Skoog, 1962) o mais utilizado no cultivo in vitro.

A propagacdo de plantas usando as técnicas de cultura de tecidos é
dividida em micropropagacédo, ou propagacdo vegetativa in vitro, ou seja, na
producédo de clones in vitro; e a propagacéo seminifera in vitro, que é a utilizacao
de sementes na produgdo de mudas in vitro. Essas técnicas permitem a obtencéo
de elevadas quantidades de mudas livres de agentes patogénicos, usando um
pequeno numero de explantes. Em comparacdo com as técnicas de propagacao
tradicional, a propagacédo in vitro apresenta significativas vantagens, como
producdo de mudas sadias e em larga escala e possibilita propagar espécies de
dificil propagacéo (Carvalho et al., 2011).



Para as espécies do género Capsicum o principal método de propagacao
comercial é o seminifero, ndo sendo utilizadas técnicas de culturas de tecidos na
propagacéao de pimentas (Alejo e Malagén, 2001).

As técnicas de cultura de tecidos em pimentas sdo usadas principalmente
nos programas de melhoramento genético e para estudos sobre as respostas
fisiolégicas in vitro, contribuindo para transferéncias de genes, eliminacdo de
patdogenos e selecdo de gendtipos melhorados, beneficiando a qualidade da
cultura da pimenta (Kothari et al., 2010). Estudos dessas respostas nas plantas in
vitro sdo de grande importancia para poder melhorar as condi¢des de cultivo.

A transferéncia das plantas in vitro para condicdes ex vitro pode resultar
na baixa taxa de sobrevivéncia durante a aclimatizacdo, acarretando estresses
fisiolégicos (Kodym e Zapata-Aria, 1999; Kozai e Kubota, 2001), como por
exemplo, estresse por alto fluxo de fotons fotossintéticos (FFF). Pois as plantas
na sala de cultivo, dependendo da fonte luminosa, recebem geralmente entre 30 a
60 pmol de fétons m? s e quando transferidas para o ambiente protegido,
dependendo das condi¢cdes ambientais, podem receber até 1000 umol de fétons
m?s™ (Walter, 2015; Sousa, 2016).

Do mesmo modo, o estresse hidrico, causado pela saida da planta da
condi¢do in vitro para ex vitro, pode resultar em desequilibrio, reduzindo o
potencial hidrico (Ww) e o potencial de pressdao (Wp) levando a perda da
turgescéncia das células (Taiz e Zeiger, 2013).

O baixo FFF e a alta umidade do cultivo in vitro sdo fatores que podem
estar relacionados a desestruturacao dos tecidos vegetais, como o retardamento
do funcionamento da abertura estomatica e a formacdao de uma camada delgada
de cera epicuticular ou auséncia dessa cera, que podem levar a reducao do
controle hidrico da planta, aumentando as taxas de transpiracao dessas plantas,
gue em algumas delas sucede a desidratagcdo e, em seguida, a morte quando
levadas para a etapa de aclimatizacao (Silva, et al., 2008).

A temperatura do ar e a umidade relativa do ar sdo variaveis durante a
aclimatizacdo. Dependendo da época do ano, se a temperatura do ar estiver

muito alta e a umidade relativa muito baixa, o déficit de pressdo de vapor do ar



(DPV) seréd alto e os estdmatos certamente serdo fechados impedindo a entrada
de CO, atmosférico para o mesofilo foliar (Couto, 2012).

Outro estresse fisioldégico que pode ocorrer durante a aclimatizacdo é o
fenbmeno da foto-oxidagdo da molécula de clorofila, originando folhas
amarelecidas reduzindo entdo o potencial fotossintético em plantas superiores
(Bhattacharjee, 2010). Essa foto-oxidacdo é causada pela formacdo de espécies
reativas de oxigénio (EROS), que sao subprodutos das reacbGes redox, que
ocorrem principalmente nos cloroplastos, mitocondrias e peroxissomos
(Kovalchuk, 2010; Karuppanapandian et al., 2011).

O ambiente de cultivo in vitro convencional € caracterizado pela elevada
umidade relativa do ar, concentracfes de etileno prejudiciais para a planta e baixa
concentracdo de CO; no interior do frasco durante o periodo de crescimento do
explante (Fujiwara e Kozai, 1995; Xiao et al., 2011).

Nestes frascos fechados, os explantes crescem em meio solidificado com
agar ou outros agentes geleificantes, ou em meio liquido, suplementados com
uma fonte de carbono. A fonte de carbono mais utilizada na preparacdo do meio
de cultura é a sacarose. Assim sendo, uma alternativa que pode superar 0s
problemas durante a aclimatizacéo € o cultivo fotoautotrofico in vitro (Kozai 1991,
Xiao et al., 2011).

A perda de algumas plantas nas etapas de aclimatizacdo é um dos
principais entraves no cultivo in vitro, ou seja, durante a fase in vitro, as mudas
estdo submetidas a condicdo heterotréfica e, ou mixotréfica, pelo fato do meio de
cultura ser suplementado com uma fonte de carbono fazendo com que as plantas
na etapa de aclimatizacdo tenham dificuldade em recuperar suas caracteristicas
autotroficas (Kozai,1991; Xiao e Kozai, 2006).

3.3. Cultivo fotoautotroéfico in vitro

O cultivo fotoautotrofico in vitro é definido como o cultivo in vitro, sem o
uso de fontes de carbono (sacarose) no meio de cultura, em que o crescimento

dos explantes estabelecidos in vitro € obtido por meio da capacidade

fotossintética e da absorcdo dos nutrientes inorganicos presentes no meio de



cultura pelo proprio explante. Esta forma de cultivo pode ser chamada também de
cultivo fotossintético in vitro, cultivo inorganico ou cultivo isento de acucar (Kozai,
1991; Kozali, et al., 2005).

O cultivo fotoautotrofico in vitro foi desenvolvido na década de 80, desde
entdo varios estudos tém sido realizados para investigar os efeitos do
microambiente dos recipientes de cultivo no crescimento e desenvolvimento das
plantas para elaborar estratégias para melhorar estas condic¢desi n vitro (Zobayed
et al., 2001;. Yoon et al 2009;. Kozai, 2010).

Muitos explantes ou plantas in vitro possuem a habilidade de crescer de
forma fotoautotrdéfica, isto é, sem sacarose no meio de cultura e sob condi¢des
ambientais que promovam a fotossintese (Kozai, 1991). O cultivo fotoautotroéfico
in vitro, além de poder aumentar o crescimento dos explantes, também possibilita
a reducdo dos riscos de contaminacdo microbiana e pode melhorar as
caracteristicas fisiologicas da planta e facilitar a sua aclimatizacéo (Afreen et al.,
2002; Kozai e Nguyen, 2003).

A utilizacdo desse método de cultivo na cultura de tecidos vegetais vem
surgindo como possibilidade para aumentar a eficiéncia da propagacao in vitro
sem o0 uso de sacarose no meio de cultura, com condi¢cdes similares ao ex vitro
favorecendo a fotossintese, podendo resultar em maior nimero de plantas
sobreviventes na etapa de aclimatizacéo e plantas com caracteristicas fisioldgicas
superiores (Kubota e Tadokoro, 2001).

A maioria das plantas estabelecidas in vitro pode ser capaz de crescer
fotoautotroficamente. As oscilagBes na taxa fotossintética liquida dos explantes in
vitro ndo sao atribuidas a baixa fotossintese, mas sim a baixa concentracao de
gas carbbdnico (CO;) dentro do recipiente de cultivo, devido a reduzida troca
gasosa com a atmosfera. O crescimento fotoautotréfico in vitro de muitas
espécies de plantas pode ser bem sucedido com o aumento das concentragdes
de COy(enriguecimento de CO» nos recipientes de cultivo ou filtros colocados nos
recipientes para as trocas gasosas), do aumento da intensidade de luz no
recipiente e na reducao de sacarose no meio de cultura (Xiao et al., 2011).

As principais vantagens do sistema fotoautotréfico sdo: aumento do

crescimento das plantas, reducdo dos riscos de contaminacdo por patégenos
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devido a eliminagdo da sacarose no meio de cultura, melhoria das caracteristicas
morfoldégicas e na capacidade fotossintética, aumento da porcentagem de
sobrevivéncia e reducdo do estresse da planta durante a aclimatizacao,
eliminacao dos custos com iluminacdo e com fontes de carbono (Kodym e Zapata
— Arias, 1999; Afreen et al., 2002; Kozai e Nguyen, 2003; Zobayed , 2006).

Um dos primeiros trabalhos desenvolvidos sobre o cultivo fotoautotréfico
foi o de Kozai et al., (1988) cultivando batatas (Solanum tuberosum L.) em meio
de cultura isento de acucar, com o intuito de desenvolver um sistema de
propagagdo em massa, automatizado para produzir batata-semente livre de
doencas. Kozai e Iwanami (1988) e Pospisilova et al., (1988) alcangcaram sucesso
no cultivo de cravo (Dianthus caryophyllus L.) e tabaco (Nicotiana tabacum L.) em
cultivo fotoautotroéfico. A baixa concentracdo de CO; no interior dos recipientes de
cultivo in vitro é a principal causa da oscilacdo da fotossintese liquida de plantas
cultivadas in vitro (Kozai, 1991).

Uma forma para fornecer a entrada de CO; no interior dos frascos de
cultivo é a aplicacdo de tampas e, ou frascos que possam permitir trocas gasosas
(Erig e Schuch, 2005). Permitindo as trocas gasosas, o CO; entra frequentemente
no frasco e ha reducao significativa nas concentracdes de etileno e da umidade
relativa no interior dos frascos de cultivo (Kozai e Nguyen, 2003).

Trabalhos de Shin et al. (2013) com Doritaenopsis ‘New Candy’ revelam
que fornecendo condic¢des fotoautréficas para essas plantas, como o aumento da
concentragdo de CO,, aumento da intensidade luminosa e a eliminagéo total da
sacarose no meio de cultura, podem promover o crescimento da fotossintese e
maior acumulo de biomassa vegetal possibilitando maior sobrevivéncia na etapa

de aclimatizagéo.

3.4. Fonte de carbono

A utilizacdo de sacarose no meio de cultura fornece energia para o

metabolismo vegetal in vitro. Diversas plantas lenhosas cultivadas in vitro com
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sacarose tém apresentado maior ganho de biomassa durante a aclimatizacao
(Hazarika, 2003).

A guantidade de sacarose no meio de cultura tem efeito na multiplicacéo
e no crescimento das culturas estabelecidas in vitro. Na propagagéo de plantas in
vitro sdo utilizadas concentracées de 10 a 40 g L™. Concentracdes mais elevadas
podem gerar um acumulo de acUcares solUveis na folha, ocasionando a inibicdo
da sintese da ribulose 1,5 - bifosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco) e da
clorofila, dificultando também a regeneracédo da ribulose 1,5 — bifosfato (RuBP)
pela deficiéncia do fosforo inorganico (Pi) no estroma do cloroplasto, diminuindo
as taxas fotossintéticas das plantas (Adelberg et al., 1999). Isso afeta o
crescimento da planta na aclimatizacdo durante a conversdo de uma condi¢ao
heterotréfica in vitro para autotréfica ex vitro. Algumas plantas ndo conseguem
sobreviver na etapa de aclimatizacdo (Park et al., 2011). Rodriguez et al. (2003)
observaram que plantas de cana-de-acUcar micropropagadas convencionalmente
apresentaram baixo rendimento fotossintético, apresentando baixo crescimento e
amarelecimento das folhas, provavelmente devido a baixa eficiéncia da Rubisco.

Alta concentracdo de sacarose pode reduzir o potencial osmaético (Ws) do
meio de cultura, fazendo com que o potencial hidrico (Ww) da planta caia
drasticamente, podendo impedir o sucesso da transferéncia do ambiente in vitro
para o ex vitro (Kozai et al., 2005; Park et al., 2011, Taiz e Zeiger, 2013).

A sacarose pode trazer aumento no custo de producéo do cultivo in vitro,
nao pelo preco de mercado, pois a sacarose tem um custo muito baixo, mas sim
pela probabilidade do risco de contaminag&o in vitro. A sacarose no meio de
cultura pode favorecer o crescimento de fungos e bactérias, causando competicédo
com a planta pelo meio de cultura, possibilitando a morte dos vegetais (Prakash et
al., 2004).

Seria interessante que o meétodo de cultivo in vitro se aproximasse das
condi¢bes ex vitro, como por exemplo, fornecer para o explante condicbes em que
seja eliminada a fonte de carbono do meio de cultivo e enriquecendo a atmosfera
do recipiente com CO; e aumentar a densidade de FFF, assim as plantas
poderiam passar a apresentar adequadas respostas fotoautotrofica in vitro (Xiao
etal., 2011).
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3. 5. Intensidade Luminosa

A intensidade e qualidade da luz s&do fatores importantes para o
crescimento e desenvolvimento das plantas in vitro. Condigbes de baixa
intensidade de luz nos recipientes de cultivo in vitro sdo analogos as condicfes de
uma planta a sombra. No cultivo in vitro convencional geralmente sdo utilizadas
como fonte de luz, lampadas fluorescentes simulando a luz do dia (Macedo et al.,
2011).

Geralmente, a densidade de FFF no ambiente in vitro € de 30 a 60 pmol
de fétons m? s™. Quando as plantas sdo transferidas para a aclimatizacéo, elas
podem sofrer estresse por luz, pois a densidade de FFF na casa de vegetacédo é
muito maior que no ambiente in vitro. Portanto, normalmente, quando as plantas
oriundas do cultivo in vitro sdo transferidas para o ambiente protegido, s&o
utilizadas telas para reduzir a densidade de FFF (Sombrite®) para a protecdo das
plantas contra altos FFF que podem ocasionar a morte das plantas (Silva et al.,
2008).

Mas plantas colocadas em condi¢Oes de alta densidade de FFF estardo
predispostas a foto-oxidacgdo, podendo ocorrer a morte do vegetal. O resultado
destes danos pode reduzir a assimilagdo de CO, apOs a transferéncia da
condicdo in vitro para condi¢cdes ex vitro de alta luz, possivelmente, para toda a
vida da folha (Van Huylenbroeck 1994; Van Huylenbroeck et al. 2000).

Uma solucdo para resolver esses entraves € tentar imitar as condigbes
ambientais ex vitro, aumentando a densidade de FFF no cultivo in vitro ou
substituidoas lampadas fluorescentes por LED’S (Light Emitting Diode) (Erig e
Schuch, 2005; Lépez et al., 2015). Plantas cultivadas in vitro com alta densidade
de FFF entre 100 e 150 pmol de fétons m?s™ e com frascos que permitam trocas
gasosas podem apresentar aumento significativo na taxa fotossintética liquida,
transpiragdo, aumento na condutancia estomatica, incremento na matéria fresca e
seca, aumento na area foliar e comprimento de raizes em pimentas do género
Capsicum (Dewir et al., 2005; Lopez et al., 2015).

Melhorias foram obtidas no crescimento e sobrevivéncia de plantas de

coco (Cocos nucifera) na transferéncia das condi¢des in vitro para ex vitro, por
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meio do aumento da densidade FFF durante a fase in vitro (Fuentes et al., 2005).
Resultados significativos também foram notérios em batatas cultivadas in vitro,

com densidade de FFF de 150 pmol de fétons m? s

Essas plantas
apresentaram estdbmatos mais funcionais, densidade estomatica dobrada quando
comparada com o FFF convencional e cera epicuticular mais espessa (Zobayed
et ., 1999; Dewir et al., 2006; Ivanova e Van Staden, 2010).

Em eucalipto (Eucalyptus tereticornis Smith) cultivado in vitro sem
sacarose e com FFF de 125 pmol de fétons m? s™, o nimero de brotacdes na
etapa de multiplicacédo foi superior quando comparadas as condicfes ambientais
convencionais in vitro (Khan et al., 2003).

Para apresentar bons resultados de crescimento e desenvolvimento, nao
basta apenas aumentar a densidade de FFF, mas sim permitir que os recipientes
de cultivo in vitro permitam maior troca gasosa. Como a troca gasosa do ambiente
para o interior do frasco € bastante reduzida no cultivo convencional, a oscilagéo
na taxa fotossintética € devida ao CO, (Park et al., 2011).

Densidade de FFF de 251 pmol de fétons m?s™ e com frascos que nao
permitem alta troca gasosa nao foi eficiente em plantas de pimentas (Capsicum
chinense Jacq. cv. Naranja). As plantas apresentaram baixos teores de clorofila a,
b e total, crescimento reduzido de raizes e menor taxa de sobrevivéncia na
aclimatizacdo, comparados com pimentas cultivadas in vitro com 81 pmol de
fotons m? s de FFF. Além de aumentar a densidade de FFF é preciso permitir
que haja maior entrada de CO, no interior do recipiente de cultivo (L6pez et al.,
2015).

3.6. Trocas gasosas

Os explantes s&o normalmente cultivados in vitro em recipientes (frascos)
fechados, que influenciam significativamente, tanto a umidade relativa como as
concentracdes de CO, do microambiente (Smith e Spomer 1995). Esse ambiente

7

convencional in vitro é caracterizado pela alta umidade relativa do ar, baixa
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concentragdo de CO; e acumulo de etileno (Kozai et al., 1996; Hazarika, 2006;
Xiao et al., 2011).

O cultivo in vitro requer a vedacgao do frasco para evitar a contaminacéo
do explante, ou seja, a entrada de micro-organismos nos recipientes. Na cultura
de tecidos séo utilizadas tampas rigidas de polipropileno, filmes de PVC, tampas
metélicas, dentre outros materiais. Esta vedacdo do frasco limita as trocas
gasosas com o ambiente, que causam problemas em algumas espécies durante o
cultivo in vitro e durante a aclimatizacdo (Nguyen e Kozai, 2005; Alvarez et al.,
2012).

Um dos problemas mais recorrentes na cultura de tecidos de modo geral
esta relacionado com a alta umidade relativa no espaco livre do frasco de cultivo
(headspace). A alta umidade faz com que os tecidos foliares sejam
excessivamente constituidos de 4gua e o surgimento da inibicdo da sintese de
celulose e lignina, contendo muito mais agua em seus tecidos do que folhas de
plantas cultivadas fora do ambiente in vitro (Chakrabarty et al., 2006; Carvalho et
al., 2011).

Existem diversos métodos para solucionar o problema com a alta
umidade relativa no headspace: aumentar a forca do meio de cultura, modificando
o potencial osmaético (Ws) do meio (Debergh 1983; Makunga et al., 2006); usando
solucbes saturadas de sais (Tanaka et al., 1992); e aumentar a ventilacdo dos
frascos de cultivo (Majada et al., 1997; Zobayed et al., 1999).

A ventilagdo natural dos recipientes de cultura pode reduzir a umidade
relativa no cultivo in vitro e também aumentar a taxa de transpiracdo, o que
favorece um microambiente adequado para a formacao de cera epicuticular. O
cultivo fotoautotrofico pode solucionar esses problemas (Zobayed et al., 1999;
Xiao et al., 2011).

lvanova e Staden (2010), trabalhando com plantas de Aloe polyphylla
Schonland ex Pillans conseguiram eliminar completamente a ocorréncia de
hiperidricidade. Também conseguiu aumentar o teor de clorofila nas folhas, e
construir mecanismos que controlassem a perda de agua dos explantes

aumentando a deposicéo de cera epicuticular.
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Quando as trocas gasosas ocorrem em ambientes com concentracdo de
CO, da atmosfera sdo chamadas de ventilacdo natural. Quando a atmosfera é
enriquecida com CO, o processo € chamado de ventilacdo forcada (Kaneshi et
al., 1998; Cui et al., 2000; Khan et al., 2003).

Uma alternativa para aumentar a troca gasosa € 0 uso de tampas com
membranas permeaveis a gases, com algodao e outros materiais (Kanechi et al.,
1998; Kodym e Zapata-Arias, 1999; Kozai e Kubota, 2001, Kozai e Nguien, 2003).

Foi observado que a utilizacdo de membranas permeaveis a gases, no
cultivo in vitro de espécies lenhosas aumentou a concentracdo de CO, dentro do
recipiente, o que resultou no aumento da capacidade fotossintética dos explantes
(Nguyen e Kozai, 1998, Rodrigues et al., 2012).

Numerosos estudos mostraram os beneficios de se usar membranas
permedveis a gases, aumentando o crescimento de mudas: Kozai et al. (1988) em
batata (Solanum tuberosum), Kozai e Iwanami (1988) em cravo (Syzygium
aromaticum), Nguyen e Kozai (1998) em bananeira (Musa spp.), Xiao et al. (2003)
em cana de acguUcar (Saccharum spp.), Lucchesini et al. (2006) em murta (Myrtus
communis L.), Liao et al. (2007) em gérbera (Gerbera jamesonii L.), Xiao e Kozai
(2006) em Limonium latifolium L., e Zhang et al. (2009) em Momordica grosvenori
L., larema et al. (2012) e Saldanha et al. (2012) em ginseng brasileiro [Pfaffia
glomerata (Spreng.) Pedersen], Pinheiro et al. (2013) em oliveira (Olea europaea
L.), Batista (2012) em pimentdo ornamental (Capsicum annuum).

A tampa mais utilizada para aumentar as trocas gasosas Sao as que
possuem membranas microporosas. Essas membranas microporosas sao
materiais permeaveis a gases que facilitam as trocas gasosas e a difusdo do CO,
para o interior do frasco de cultivo. Além disso, a umidade relativa no interior do
recipiente de cultura é reduzida, o que estimula o aumento da transpiracdo e a

absorcédo de agua e nutrientes pelo explante (Kozai e Kubota, 2001).

3.7. Membranas permedveis a gases

O cultivo in vitro usando membranas microporosas permeaveis a gases

pode melhorar a difusdo de ar e a ventilagdo natural do recipiente de cultura e
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aumentar as concentracoes de CO; no interior do recipiente de cultivo, podendo
resultar em maior atividade fotossintética, maior taxa de crescimento e maior
sobrevivéncia na etapa de aclimatizacdo. Essas membranas podem ser
colocadas tanto na superficie das tampas como nas laterais dos frascos. S&o
constituidas de um material poroso que permite a circulacdo do ar e ndo entrada
para 0s micro-organismos. Essas membranas sdo resistentes a autoclavagem
(Fujiwara e Kozai, 1995; Xiao et al., 2011; Saldanha et al., 2012).

Existem empresas que comercializam esses tipos de membranas e a
mais utilizada mundialmente é a membrana MilliSeal®. Usando essas membranas
permedveis a gases, a difusdo do ar e ventilacdo natural do frasco de cultura
podem ser melhoradas, resultando no aumento da concentracdo de CO; no
headspace, aumentando significativamente a taxa fotossintética dos vegetais
cultivados in vitro (Cui et al., 2000; Kitaya et al., 2005).

As membranas porosas podem favorecer o crescimento dos explantes in
vitro e controlar as concentracbes de etileno diminuindo a abscisédo foliar das
plantas in vitro. Além das vantagens das membranas na fase in vitro, favorecem
também o aumento da taxa de sobrevivéncia e o crescimento e desenvolvimento
durante a etapa de aclimatizacdo (Zobayed et al.,, 2000; Shim et al., 2003;
Pinheiro et al., 2013).

A eficiéncia da membrana microporosa MilliSeal® foi verificada em
experimentos com plantas de ginseng brasileiro P. glomerata. As plantas dos
tratamentos com as membranas apresentaram maior crescimento, maior area
foliar e sistema radicular mais vigoroso e 100% de sobrevivéncia durante a
aclimatizacao. A utilizacdo dessas membranas permitiu um aumento das trocas
gasosas, proporcionando maior atividade fotossintética e maior crescimento
vegetal (larema et al., 2012). Nestas plantas, o crescimento dos explantes foi
maior em condi¢cdes fotoautotréficas quando comparado com condiges
heterotréficas e mixotroéficas.

As membranas MilliSeal® sdo dificeis de se encontrar no Brasil e tém um
custo elevado. Membranas microporosas preparadas artesanalmente podem ser
usadas como alternativa para melhorar as trocas gasosas (Saldanha et al., 2012).

Estas membranas sdo compostas por duas ou mais camadas de fita microporosa
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sendo que entre as camadas ha uma camada da fita veda rosca de
politetrafluoretileno (PTFE). Em um trabalho com ginseng brasileiro ndo houve
diferenca entre os tratamentos com membranas MilliSeal® e com membranas
caseiras. Os autores concluem que as membranas caseiras podem ser uma
alternativa viavel de baixo custo para o sistema fotoautotrofico (Saldanha et al.,
2012).

O custo das membranas caseiras € de aproximadamente US$ 0,082 nos
EUA, enquanto a membrana comercial MilliSeal® custa US$ 0,860, possibilitando
a reducdo de custos. Além disso, as membranas caseiras sdo facilmente
preparadas e utilizadas, o que evita problemas relacionados ao tempo de envio
dos EUA ao Brasil (Saldanha et al., 2012).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Material Vegetal

Os experimentos foram conduzidos no Setor de Horticultura do
Laboratério de Fitotecnia — LFIT, no Centro de Ciéncias e Tecnologias
Agropecuarias — CCTA da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro — UENF localizado no municipio de Campos dos Goytacazes (Latitude =
21°19'23”, Longitude = 41°10°'40”; Altitude = 14 m).

Foram utilizados como explantes embrides excisados de sementes
fisiologicamente maduras de pimenta malagueta C.frutescens (UENF 1636)
pertencentes ao banco de germoplasma da Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro (UENF).

4.2. Delineamento experimental

O delineamento experimental foi feito em blocos casualizados (DBC), em

esquema fatorial 5x5, com cinco tipos de vedacao nas tampas rigidas dos frascos
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e cinco concentragcfes de sacarose, totalizando 25 tratamentos com trés
repeticdes. Cada repeticdo foi constituida por um frasco com quatro explantes,

totalizando 300 embrides nos trés blocos.

4.3. Desinfestacédo das sementes e germinacdo dos embrides

O processo de desinfestacdo das sementes foi conduzido em ambiente
asséptico em camara de fluxo laminar, com imersdo das sementes por um minuto
em alcool 70% (v/v), posteriormente imersas em 80 mL de solucédo de hipoclorito
de sédio (NaClO) a 0,7%, com adicdo de duas gotas de Tween 20 por 15 minutos
e lavadas por trés vezes em agua desionizada e autoclavada nos tempos de 5, 10
e 10 minutos, respectivamente, e deixadas de molho na quarta adgua por 12 horas
antes do isolamento dos embrides maduros, segundo metodologia de Walter
(2015).

Com auxilio de microscépio estereoscépico (Tecnival®), pinca e bisturi, 0s
embrides maduros foram isolados e colocados em placas de Petri (90 x 15 mm)
com 25 mL de meio de cultura, contendo metade da concentracdo dos sais
minerais do MS e complexo vitaminico de White (Murashige e Skoog, 1962), 100
mg L™ de mio-inositol, solidificado com 8 g L™ &gar bacteriolégico Vetec®, com pH
ajustado para 5,7+ 0,1 e autoclavado por 15 minutos a 121 °C e 1,1 atm de
pressao.

Cada placa de Petri recebeu 25 embrides e, em seguida, foram colocadas
em sala de cultivo com temperatura de 27 £ 2 °C, permanecendo cinco dias
(isolados em um pano escuro) no escuro e outros cinco dias em ambiente
luminoso (Fotoperiodo de 16:8 h luz: escuro e intensidade luminosa de 50 pmol
ms? fornecidas por lampadas fluorescentes OSRAM® luz do dia). Apés 10 dias,
os embrides que germinaram foram transferidos para os frascos de cultura com

seus devidos tratamentos (Walter, 2015).
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Figura 1. Plantulas de C. frutescens com 10 dias, prontos para a transferéncia
para os fracos de cultivo.

4.4. Transferéncia das plantulas do meio de germinacéo para os frascos de

cultivo

As plantulas foram transferidas para frascos de cultura (65 x 125 mm),
com 40 mL de meio sélido composto pela metade da concentragcdo dos sais
minerais do MS e as vitaminas de White 100 mg L™*mio-inositol, em pH 5,7 + 0,1 e
solidificado com 8 g L™de agar bacteriolégico Vetec®. A esterilizacédo do meio foi
feita em autoclave por 20 minutos a 1,0 atm de pressdo a 121 °C. Foram
transferidas quatro plantulas por frasco. Foram testados cinco tipos de vedacao e

cinco concentracdes de sacarose.
Assim os tratamentos foram:
» (TR) tampa rigida de polipropileno;
= (M2) tampa rigida com vedacdo utilizando filtros de membranas
microporosas, composta por duas camadas de fita microporosa Missner®,

sendo que entre as duas camadas foi colocada uma camada da fita veda

rosca de PTFE (politetrafluoretileno) Amanco® (Saldanha et al., 2012);
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= (M3) tampa rigida com vedacdo utilizando trés camadas de fita
microporosa Missner® e uma camada de fita veda rosca de PTFE Amanco®

(Saldanha et al., 2012);

= (N2) tampa rigida com vedacdo utilizando duas camadas de fita
microporosa Nexcare® e uma camada de fita veda rosca de PTFE

Amanco®:

= (N3) tampa rigida com vedacéo utilizando trés camadas de fita microporosa

Nexcare® e uma camada de fita veda rosca de PTFE Amanco®.

Nas tampas de todos os tratamentos, exceto a TR, foram perfurados dois
orificios de 10 mm de didmetro onde foram colocadas as membranas.

Foram utilizadas cinco concentracdes de sacarose: 0, 5, 10, 15 e 20g L™.

FITA MICROPOROSA PTFE

Figura 2. Modelo da confec¢cdo de membranas nas tampas dos frascos de cultivo.
Membranas M2 e N2 com duas camadas de fita microporosa e uma de PTFE (A);
membranas M3 e N3 com trés camadas de fita microporosa e uma de PTFE (B).
Adaptado de Saldanha et al., (2012).
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Figura 3. Diferentes tipos de vedacdo nas tampas dos frascos de cultivo. Tampa
rigida (TR) de polipropileno (A); TR perfurada com orificios (B); TR com
membranas de filtros vista superior (C); TR com membranas com vista inferior

(D).

Para saber qual membrana € a mais porosa, ou seja, que permite maior
troca gasosa, inicialmente foi feito um experimento. Foram colocadas tampas com
0s cinco tipos de membranas em frascos com meio de cultura na auséncia de
explantes. Em intervalos de sete dias foi medido a massa dos frascos em balanca
até os 90 dias. A membrana que apresentou a menor massa foi a membrana mais
porosa. Se ha maior porosidade, ha maior troca gasosa e a adgua do meio de
cultura sai do frasco para a atmosfera reduzindo o volume do meio de cultura e
consequentemente a massa do frasco. Os frascos com membranas permedveis a
gases apresentaram aumento na troca gasosa, hesta sequéncia:
TR<N3<M3<N2<M2 (dados nao publicados).

4.5. Ambiente da sala de cultivo

ApoOs a transferéncia das plantulas, os frascos foram levados para a sala
de cultivo com temperatura de 27 + 2 °C. O fotoperiodo foi de 16h de luz e 8h no
escuro. A densidade de FFF foi aumentada. Foram utilizadas oito lampadas
fluorescentes OSRAM® que simula a luz do dia, com FFF de 176 pmol m?s™fora
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do frasco e 144 umol m? s™ dentro do frasco. Foi utilizado um radidmetro para
essa medicdo. A concentracdo de CO, na sala de cultivo foi em média de 620
umol m?, medido pelo analisador de gas.

Na sala de crescimento a temperatura e a umidade relativa foram
medidas pelo datalogger Kimo — Kistock KM 110® (Figura 4 A e B). A partir dos
dados coletados, foi obtido o déficit de pressédo de vapor do ar (DPVy) (Figura 4

C), por meio da equacao proposta por Jones (1992).
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Figura 4. Graficos das variaveis temperatura (A), umidade relativa (B) e déficit de
pressao de vapor (DPV) (C) obtidos por meio dos dados coletados na sala de
crescimento.
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4.6. Andlise do crescimento

Ap0s 57 dias de cultivo in vitro foram feitas medi¢des de area foliar; altura
da planta por meio de um paquimetro digital; nimero de folhas; massa da matéria
fresca e da matéria seca por meio de uma balanca analitica. Apds a determinacgéo
da éarea foliar tanto a parte aérea como as raizes foram colocadas em envelopes
de papel para secar em estufa de ventilacdo forcada a 70 °C. Apds 72 h, tanto a
parte aérea como as raizes foram mensuradas em balanca analitica.

A area foliar foi medida por meio do aparelho LI — 3100 (LICOR, Lincoln,
NE, USA). O volume radicular foi medido pelo deslocamento da 4gua em uma

proveta, quando a raiz foi colocada na proveta.

4.7. Capacidade fotossintética

A capacidade fotossintética das plantas foi avaliada ap6s 57 dias de cultivo
in vitro. Foram feitas avaliagfes relacionadas a eficiéncia fotoquimica e as trocas

gasosas.

A. Rendimento quantico méaximo do fotossistema Il (Fv/Fm) e Iindice

Fotossintético — Photosynthetic Indexll (Pl)

Para a avaliacdo da eficiéncia fotoquimica, o rendimento quéantico maximo
do fotossistema Il (PSIl) (F./F) e o indice Fotossintético (PI) (PI=RC/ABS x Fy/Fg
x ET/ (TR-ET), foram determinados na folha mais desenvolvida por meio de um
fluorimetro ndo-modulado, modelo Pocket PEA Chorophyll Fluorimeter
(Hansatech Instruments — King’s Lynn, Norfolk).

Os frascos de cultivo nessa avaliacdo foram colocados 20 minutos no
escuro, para a adaptacédo dos cloroplastos no escuro, com finalidade de maior
precisdo dos centros de reacdes do fotossistema Il (PSIl). Para a leitura o

1

equipamento incidiu um feixe de luz de 3500 pmol de fétons m? s* com

assisténcia de trés diodos emissores de luz com comprimento de 650 nm.
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B. Trocas Gasosas

Aos 57 dias foi medida a fotossintese de todas as plantas dentro do
frasco, ou seja, fotossintese da planta completa.

Foi utilizado o analisador de gas infravermelho (IRGA) LI 6400 (LI — COR,
Lincoln, NE, USA). Para a medi¢cdo da fotossintese foi utilizada luz artificial por
meio de LED’s vermelhos com uma intensidade luminosa de 500 pmol de fétons
m? s™ na altura do meio de cultura no frasco, medido por um radiémetro. O fluxo
de ar foi de 400 pmol CO, m™ s, temperatura de 25 °C e umidade relativa de
60%.

4 .8. Intensidade de verde

A estimativa de intensidade de cor verde foi avaliada nas plantas aos 57
dias por meio do medidor portétil de clorofila SPAD-502 Chlorophyll Meter
(Minolta, Japao). Foram feitas trés leituras em cada folha amostrada. As maiores

folhas foram escolhidas para a realizacdo das medicgoes.

4.9. Andlise estatistica

Os dados coletados foram submetidos as pressuposi¢cdes de normalidade e
de homogeneidade de variancias dos tratamentos para que os dados fossem
submetidos a andlise de variancia, e as médias referentes as interacdes foram
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Estas analises
estatisticas foram feitas utilizando o programa GENES versdo Windows/2004.2.1
(Cruz, 2006).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos 10 dias em meio MS com auséncia de sacarose, todos os embrides
de C. frutescens germinaram e foram transferidos para os frascos com o0s
tratamentos. Segundo a analise de variancia para as variaveis de crescimento,
ndo houve efeito do bloco. Para todas as variaveis de crescimento houve

interacdo significativa, exceto para a matéria fresca da raiz (Tabela 1).

Tabela 1. Resumo da analise de variancia para as variaveis biométricas em
funcdo dos fatores vedacao e concentracao de sacarose em plantas de Capsicum
frutescens, 57 dias apGs a germinacao in vitro.

Fonte de G Quadrado médio

o L. 5
Variagao AF (cm®) ALT(cm) NF
Blocos 2 5,18™ 0,0057" 0,40™
Vedacéo (Ved) 4 340,72** 13,28** 18,49**
Sacarose (Sac) 4 66,76** 2,24** 4,50**
Ved x Sac 16 37,71* 2,00** 1,79*
Residuo 48 2,46 0,072 0,77
Média Geral 13,04 4,56 7,68
CV (%) 12,03 5,89 11,46

"_ N&o significativo; *- significativo pelo teste F a 5% de probabilidade; ** significativo pelo teste F
a 1% de probabilidade; CV (%) — Coeficiente de variacdo; AF — Area Foliar; ALT — Altura da
Planta; NF — Numero de folhas.
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Tabela 1, Cont.

Fon_te de GL Quadrado Médio
Variagao " VR (cm) MFPA (mg) MFR(mg)
Blocos 2 0,005" 3394,73™ 1241,95™
Vedacéo (Ved) 4 0,002"™  113122,35** 13218,50**
Sacarose (Sac) 4 0,013** 5367,41™ 2225,65*
Ved x Sac 16 0,007** 24976,41** 1163,88"™
Residuo 48 0,001 3407,23 650,15
Média Geral 0,1575 363,45 80,12
CV (%) 24,39 16,06 31,82

"_ N&o significativo; *- significativo pelo teste F a 5% de probabilidade; ** significativo pelo teste F
a 1% de probabilidade; CV (%) — Coeficiente de varia¢do; VR — Volume Radicular; MFPA — Massa
da Matéria Fresca da Parte Aérea; MFR — Massa da Matéria Fresca da Raiz.

Tabela 1, Cont.

Fonte de GL Quadrado Médio
Variagao " MSPA(mg) MSR(mg) MFT(mg) MST(mg)
Blocos 57,06™ 29,74" 824389  103,26™

2
Vedacéo (Ved) 4 2536,96** 202,18** 196931,95** 3920,09**
4

Sacarose (Sac) 81,21™ 23,25%* 4813,87"™ 177,55*
Ved x Sac 16 183,63** 27,69** 31912,55** 219,5**

Residuo 48 57,95 2,99 4278,96 61,79
Média Geral 33,33 7,48 443 57 40,81
CV (%) 22,83 23,12 14,74 19,25

"_ N&o significativo; *- significativo pelo teste F a 5% de probabilidade; ** significativo pelo teste F
a 1% de probabilidade; CV (%) — Coeficiente de variagdo; MSPA — Massa da Matéria Seca da
Parte Aérea; MSR — Massa da Matéria Seca da Raiz; MFT— Massa da Matéria Fresca Total; MST
— Massa da Matéria Seca Total.

Os frascos com membranas permedaveis a gases apresentaram aumento

na troca gasosa, nesta sequéncia: TR<N3<M3<N2<M2 (dados nao publicados).

A érea foliar foi influenciada tanto pelo fator vedacdo como pelo fator
sacarose, havendo significancia na interagdo. Maior area foliar foi encontrada na
vedacdo N2 na auséncia de sacarose, ndo diferindo da vedacdo M2. Também
ndo houve diferenca entre as concentracdes de sacarose de 0 e 5 g L™ com
membranas N2 e M2. Na auséncia de sacarose, a vedacdo N3 e M3
apresentaram resultados intermediarios e plantas cultivadas em frascos sem

membranas e sem sacarose apresentaram resultados inferiores (Tabela 2).
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Tabela 2. Area foliar de plantas de Capsicum frutescens, 57 dias apds a
germinacao in vitro, em funcéo dos tipos de vedacéo nos frascos de cultura e das
concentragdes de sacarose.

Area foliar (cm?)

Tipos

Vedacdo Concentragdes de sacarose (g L™)
0 5 10 15 20 Médias
TR 1,7dC 4,1cBC 1,71cC 10,7cA 6,7 Cb 5,0C

N3 17,5bAB 20,4 Aa 119bC 17,1aAB 14,2aBC 16,3A
M3 11,9 cAB 14,3bA 13,0abAB 11,9bcAB 10,0bcB  12,3B
N2 219aA 216aA 16,1aB 8,6 cC 11,8 abC  16,0A
M2 19,1 abA 189aA 13,3abB 145abB 12,1abB 15,6A

Médias 145ab 15,92 11,2 b 12,6 ab 110b

CV (%) 12,0
Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha ndo diferem entre si,
pelo teste de Tukey (p<0,05). TR — Tampa rigida de polipropileno; N3 — tampa rigida com trés
camadas de fita microporosa Nexcare® M3 - tampa rigida com trés camadas de fita microporosa
Missner®; N2 - tampa rigida com duas camadas de fita microporosa Nexcare®; M2 - tampa rigida
com duas camadas de fita microporosa Missner®.

Membranas com apenas duas camadas constituem um material mais
poroso, permitindo maior frequéncia das trocas gasosas, enquanto membranas
com trés camadas (M3 e N3) de vedacdo sdo menos porosas e com isso a
difusdo de CO, para dentro do frasco é menor. A variavel area foliar esta
relacionada com a fotossintese da planta, quanto maior a area foliar mais CO,
passara para o mesofilo foliar, através dos estématos. Quanto maior a area foliar
maior a taxa fotossintética. A area foliar esta relacionada a fotossintese da planta:
quanto maior a area foliar maior o nimero de estbmatos. Assim sendo, maior a
difusdo de CO, atmosférico para o mesofilo foliar e, consequentemente, maior a
taxa fotossintética (Hazarika, 2006; Park et al., 2011).

Resultados semelhantes de area foliar foram encontrados nos estudos de
Mohamed e Alsadon (2011), cultivando plantas de Capsicum annum in vitro em
frascos com ventilagdo forcada de CO,. A ventilacdo proporcionou aumento da
area foliar quando comparada a frascos sem ventilacdo. As plantas dos frascos
com ventilagcdo e sem sacarose no meio de cultura apresentaram maior area

foliar, semelhante ao encontrado neste trabalho.
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Resultados semelhantes foram obtidos por Saldanha et al. (2012) e
larema et al. (2012), trabalhando com membranas microporosas em plantas de
ginseng in vitro. Estes autores observaram que plantas em frascos com
membranas apresentaram maior area foliar quando comparadas com plantas em
frascos sem membranas.

Frascos com tampa rigida sem membrana apresentaram 0S menores
valores de &rea foliar. As concentracdes de 0; 5; 10 e 20 g L™ desprovidos de
membranas obtiveram as menores médias . Na concentracéo de 15 g L™ obteve-
se 0 maior resultado, média muito baixa comparada aos tratamentos com
membranas e sem sacarose. Semelhante aos trabalhos de Saldanha et al. (2012)
e larema et al. (2012), plantas de ginseng cultivadas em frascos sem membranas
apresentaram as menores médias comparadas com plantas em frascos com
membranas. As tampas rigidas ndo permitem que o CO, atmosférico entre
frequentemente para o interior dos frascos, causando oscilagdo nas taxas
fotossintéticas e reduzida area foliar. O uso de membranas nos frascos sem ou
com pouca sacarose no meio de cultivo, aumenta significativamente a area foliar
de plantas de pimenta malagueta.

Aos 57 dias, plantas de pimentas em frascos com membranas eram
visualmente maiores do que as plantas cultivadas em frascos sem membranas.
Plantas cultivadas in vitro com vedacédo TR apresentaram crescimento reduzido.
Frascos com membranas na auséncia de sacarose apresentaram plantas
maiores, enquanto que frasco apenas com TR sem sacarose apresentou menor
altura de plantula. A maior média da altura da plantula foi encontrada no frasco
com vedacao M2 nao diferindo das vedacdes N2, M3 e N3 (Tabela 3). Resultados
semelhantes foram encontrados nos trabalhos de larema et al. (2012) e Saldanha
et al. (2012). O uso de membranas proporcionou maior altura em plantas de

ginseng comparadas com plantas cultivadas em frasco sem membranas.



30

Tabela 3. Altura das plantas de Capsicum frutescens, 57 dias apds a germinagéo
in vitro, em funcdo dos tipos de vedacdo nos frascos de cultura e das
concentragdes de sacarose.

_ Altura (cm)
Tipos - 1
Vedacao Concentractes de sacarose (g L)
0 5 10 15 20 Médias
TR 1,9bC 2,5cB 2,9 bB 3,5 bA 3,7cA 29C
N3 5,7 aA 4,6 bC 50aBC 49aC 56aAB 52A
M3 6,2 aA 5,1 abB 4,8 aB 3,9bC 4,0 cC 48B
N2 59 aA 5,4 aA 4,5 aB 4,7 aB 4,8 bB 51A
M2 6,3 aA 5,2 abB 4,5 aC 53 aB 3,0dD 49B
Médias 52a 45D 4,3Db 4,4Db 4,2 Db

CV (%) 5,89
Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha ndo diferem entre si,
pelo teste de Tukey (p<0,05). TR — Tampa rigida de polipropileno; N3 — tampa rigida com trés
camadas de fita microporosa Nexcare® M3 - tampa rigida com trés camadas de fita microporosa
Missner®; N2 - tampa rigida com duas camadas de fita microporosa Nexcare®; M2 - tampa rigida
com duas camadas de fita microporosa Missner®.

Resultados semelhantes de altura das plantas foram encontrados por
Shin et al. (2013), cultivando plantas de Doritaenopsis in vitro. O tratamento com
enriqguecimento de CO, no interior dos frascos e sem sacarose proporcionou
plantas maiores comparadas com as cultivadas sem enriquecimento. O cultivo
fotoautotréfico in vitro beneficia o crescimento do vegetal, uma vez que este é
proporcionado principalmente pelas concentracfes de CO,. Yoon et al. (2009) e
Xiao et al. (2011) indicam que o crescimento de plantas cultivadas in vitro pode
ser promovido pelo aumento das concentracdes de CO, e pelo aumento da
densidade de FFF. Plantas de pimenta cultivada in vitro sob condi¢cdes
fotoautotréficas apresentam maior crescimento em altura quando comparadas
com plantas em condi¢Bes mixotroficas.

As plantas em concentra¢des de sacarose de 0 e 5 g L™ com vedacdo N2
apresentaram aproximadamente a mesma altura. Baixas concentracbes de
sacarose com membranas microporosas proporcionaram plantas mais altas
comparadas com plantas em frascos com tampa rigida em altas concentracdes de
sacarose. As membranas ventiladas proporcionaram maior altura, aumentando a

qualidade das plantas. Esse fato pode ser devido a maior troca gasosa, aumento



31

das concentracbes de CO, e reducdo no acumulo de etileno no interior dos
frascos. Frascos com tampa rigida podem apresentar maior acumulo de etileno e
baixas concentracdes de CO, no interior dos frascos (Rodrigues et al., 2012).

O numero de folhas também foi influenciado pelos tipos de vedacao e
pelas concentragcbes de sacarose (Tabela 4). Plantas crescidas em frascos com
membranas independente das concentragcbes de sacarose apresentaram as
maiores médias. Plantas de pimentas cultivadas em frascos com tampa rigida
apresentaram numero reduzido de folhas em baixas concentracbes de sacarose,
mas essas folhas consistiam de area foliar diminuta e folhas bastante cloréticas.
As folhas ficaram amarelecidas devido a pouca concentracdo de CO, e acumulo

de etileno no interior do frasco, mesmo com boa disponibilidade de luz.

Tabela 4. Numero de folhas de Capsicum frutescens, 57 dias apos a germinacéo
in vitro, em funcdo dos tipos de vedacdo nos frascos de cultura e das
concentragbes de sacarose.

NUmero de folhas

Concentracdes de sacarose (g L™)

0 5 10 15 20 Médias
TR 4,6 bB 6,2bAB 52bAB 6,7 aA 6,6 bAB  59C
N3 9,2 aA 9,2 aA 84aA 7,6aA 9,5 aA 8,8A
M3 8,1 aAB 9,3aA 6,6 abB 7,2 aB 6,6 bB 7,6B
N2 8,3 aAB 9,0 aA 7,8 aAB 6,6 aB 7,7 abAB 7,9AB
M2 8,5 aA 9,1aA 85aA 7,4aA 7,7 bA 8,2AB

Médias 7,7a 8,6 a 7,3a 71a 7,6 a

CV (%) 11,46
Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha ndo diferem entre si,
pelo teste de Tukey (p<0,05). TR — Tampa rigida de polipropileno; N3 — tampa rigida com trés
camadas de fita microporosa Nexcare® M3 - tampa rigida com trés camadas de fita microporosa
Missner®; N2 - tampa rigida com duas camadas de fita microporosa Nexcare®; M2 - tampa rigida
com duas camadas de fita microporosa Missner®.

Tipos
Vedagédo

O uso de vedacado com membranas proporcionaram maior crescimento do
vegetal em se tratando de matéria fresca da parte aérea. Maiores valores foram

encontrados em plantas em frascos com membranas (Tabela 5).
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Tabela 5. Massa da matéria fresca da parte aérea de Capsicum frutescens, 57
dias ap0s a germinacdao in vitro em funcao dos tipos de vedacdo nos frascos de
cultura e das concentragdes de sacarose.

Massa da matéria fresca da parte aérea (mg)

Tipos N 1

Vedacao Concentracdes de sacarose (g L)
0 5 10 15 20 Médias
TR 58,0cB 149,0bB 187,5bB 348,0 abcA 354,6abA 2195C
N3 460,5aA 446,9aA 4129aA 468,5aA 447,1aA 4472 A
M3 312,6 bA 433,1aA 3785aA 3129bcA 348,3abA 357,1B
N2 4745aA 473,6 aA 408,2aAB 253,5cC  327,4abBC 387 AB
M2 4242 abA 466,3 aA 440,6 aA 429,5abA 268,9 bB 406 AB

Médias 346,0a 393,8a 3655a 362,5a 349,3 a
CV (%) 16,06

Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha ndo diferem entre si,
pelo teste de Tukey (p<0,05). TR — Tampa rigida de polipropileno; N3 — tampa rigida com trés
camadas de fita microporosa Nexcare® M3 - tampa rigida com trés camadas de fita microporosa
Missner®; N2 - tampa rigida com duas camadas de fita microporosa Nexcare®; M2 - tampa rigida
com duas camadas de fita microporosa Missner®.

N&o houve interacdo entre os fatores vedacéo e sacarose para a variavel

massa da matéria fresca de raiz. Foi verificado o efeito isolado para a vedacéo

(Figura 8 A), pois ndo houve efeito no fator sacarose em relacdo a massa da

matéria fresca (Figura 8 B). As vedacgfes N2, N3 e M2 apresentaram as maiores

médias de matéria fresca de raiz: Plantas em frasco com tampa rigida

apresentaram a menor média de matéria fresca de raiz.
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Figura 5. Massa da matéria fresca de raiz em diferentes tipos de vedacéo: TR —
Tampa rigida de polipropileno; N3 — tampa rigida com trés camadas de fita
microporosa Nexcare; M3 - tampa rigida com trés camadas de fita microporosa
Missner; N2 - tampa rigida com duas camadas de fita microporosa Nexcare®; M2 -
tampa rigida com vedac&o utilizando duas camadas de fita microporosa Missner®.
Letras minUsculas comparam os fatores entre si e diferem significativamente pelo
teste de Tukey (p<0,05).

Os maiores valores de matéria seca da parte aérea foram encontrados
em plantas em frascos com membranas microporosas independente da

concentracéo de sacarose (Tabela 6).

Tabela 6. Massa da matéria seca da parte aérea de Capsicum frutescens, 57 dias
apos a germinacdo in vitro, em funcdo dos tipos de vedacdo nos frascos de
cultura e das concentracdes de sacarose.

Massa da matéria seca da parte aérea (mg)

Tipos - 1
Vedac&o Concentracdes de sacarose (g L)
0 5 10 15 20 Médias
TR 5,8 cA 10,5 cA 8,4 bA 18,9 bA 13,6 cA 11,4C
N3 28,3 bC 37,5abABC 32,8aBC 50,1aAB 539aA 405A
M3 32,4 bA 24,2 bcA 30,3 aA 30,0 bA 38,7abA 31,1B
N2 38,0 abA 47,6 aA 43,8aA 34, 7abA 43,0abA 414 A
M2 50,1 aAB 50,6 aA 41,8aAB 32, 7abB 345bAB 419A
Médias 30,9a 34,1a 31,4a 33,0a 36,7 a
CV (%) 22,83

Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e maidscula na linha néo diferem entre si,
pelo teste de Tukey (p<0,05). TR — Tampa rigida de polipropileno; N3 — tampa rigida com trés
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camadas de fita microporosa Nexcare® M3 - tampa rigida com trés camadas de fita microporosa
Missner®; N2 - tampa rigida com duas camadas de fita microporosa Nexcare®; M2 - tampa rigida
com duas camadas de fita microporosa Missner®.

As plantas dos frascos com tampa rigida apresentaram valores menores
de matéria seca nas raizes, independente das concentracdes de sacarose. As
maiores médias foram encontradas em frascos com membranas, independente
das concentracbes de sacarose (Tabela 7). Os menores valores foram
encontrados em plantas cultivadas em frascos sem membranas nos frascos, e
sem ou com baixas concentracdes de sacarose. Faz-se necessario a adicdo de
sacarose no meio de cultura de frascos desprovidos de membranas para o
acumulo de matéria seca nas raizes. Quando a concentracdo de sacarose foi

aumentada, os valores de matéria seca de raiz também aumentaram.

Tabela 7. Massa da matéria seca da raiz de Capsicum frutescens, 57 dias apés a
germinacao in vitro, em funcéo dos tipos de vedacgéo nos frascos de cultura e das
concentragbes de sacarose.

Massa da matéria seca da raiz (mg)

Tipos - 1
Vedac&o Concentracdes de sacarose (g L)
0 5 10 15 20 Médias
TR 1,5cAB 0,8dB 2,5 cAB 3,8 bAB 4,8 cA 2,7D
N3 4,2 cB 3,5 cdB 8,6 bA 10,1 aA 9,8 bA 7,3 BC
M3 9,0 abA 5,9 bcAB 6,1bcAB 59bAB 3,5cB 6,1C
N2 10,3 aA 12,9 aA 13,5 aA 13,6 aA 13,6 abA 128A
M2 5,1 bcC 9,2 abB 8,0 bBC 40bC 159aA 85B
Médias 6,0 a 6,4 a 7,7a 75a 95a
CV (%) 23,12

Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha ndo diferem entre si,
pelo teste de Tukey (p<0,05). TR — Tampa rigida de polipropileno; N3 — tampa rigida com trés
camadas de fita microporosa Nexcare® M3 - tampa rigida com trés camadas de fita microporosa
Missner®; N2 - tampa rigida com duas camadas de fita microporosa Nexcare®; M2 - tampa rigida
com duas camadas de fita microporosa Missner®.

Os valores mais elevados, em se tratando de massa da matéria fresca
total, foram encontrados em plantas cultivadas em frascos com membranas,
independente da concentracdo de sacarose. Frascos desprovidos de membranas
microporosas apresentaram 0s menores valores de matéria fresca total (Tabela
8).
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Tabela 8. Massa da matéria fresca total de Capsicum frutescens, 57 dias apés a
germinacao in vitro, em funcéo dos tipos de vedacéo nos frascos de cultura e das
concentragcfes de sacarose.

Massa da matéria fresca total (mg)

Tipos N 9

Vedacao Concentracdes de sacarose (g L™)
0 5 10 15 20 Médias
TR 67,3 cB 161,6 bB 206,2bB 419,7 abA 402,3 bA 51,4c
N3 562,1 aA 523,1aA 524,4aA 559,9aA 558,0aA 5455 a
M3 365,7 bA 509,1aA 441,1aA 402,3aA 4455abA  432,7b
N2 583,6 aAB 599,6 aA 517,7 aAB 335,4bC 4450 abBC 496 ab
M2 500,83 abAB  522,5aA 512,2aAB 556,1 abA 366,8 bB 491 ab

Médias 4159 a 463,2a 4403 a 454,7 a 4435 a
CV (%) 14,75

Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha ndo diferem entre si,
pelo teste de Tukey (p<0,05). TR — Tampa rigida de polipropileno; N3 — tampa rigida com trés
camadas de fita microporosa Nexcare® M3 - tampa rigida com trés camadas de fita microporosa
Missner®; N2 - tampa rigida com duas camadas de fita microporosa Nexcare®; M2 - tampa rigida
com duas camadas de fita microporosa Missner®.

Para a variavel massa da matéria seca total, os maiores valores foram

encontrados em plantas em frascos com membranas, independente das

concentracfes de sacarose (Tabela 9).

Tabela 9. Massa da matéria seca total de Capsicum frutescens, 57 dias apés a
germinacao in vitro, em funcéo dos tipos de vedacgéo nos frascos de cultura e das
concentragbes de sacarose.

Massa da matéria seca total (mg)

Tipos N 1
Vedacéo Concentracdes de sacarose (g L)
0 5 10 15 20 Médias
TR 7,3cA 11,3cA  10,9cA 22,7 cA 18,4 cA 14,1 C
N3 32,5bB 41 bB 41,4 abB 60,2 aA 63,8 aA 47,8 A
M3 41,4 abA 30,1 bA 36,4 bA 36 bcA 42,2 bA 372B
N2 48,4 abA 60,6 aA 57,4 aA 48,3 abA 56,6 abA 543 A
M2 55,3 aA 59,9 aA 49,8 abAB 36,8 bcB 50,4 abAB 50,4 A
Médias 37,0b 40,6 ab 39,2 ab 40,8 ab 46,3 a
CV (%) 19,26

Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e maidscula na linha néo diferem entre si,
pelo teste de Tukey (p<0,05). TR — Tampa rigida de polipropileno; N3 — tampa rigida com trés
camadas de fita microporosa Nexcare® M3 - tampa rigida com trés camadas de fita microporosa
Missner®; N2 - tampa rigida com duas camadas de fita microporosa Nexcare®; M2 - tampa rigida
com duas camadas de fita microporosa Missner®.
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O volume radicular das plantas em frascos com tampa rigida foi maior
com o aumento nas concentracdes de sacarose (Tabela 10). Plantas com
vedacdo TR nas concentracbes de 15 e 20 g Lt apresentaram as maiores
meédias. As plantas em frascos com vedacdo M2 sem sacarose apresentaram

média superior as demais concentragdes de sacarose.

Tabela 10. Volume radicular de Capsicum frutescens, 57 dias ap0s a germinacéo
in vitro, em funcdo dos tipos de vedacdo nos frascos de cultura e das
concentragbes de sacarose.

Volume radicular (cm®)

Tipos

Vedagdo Concentracdes de sacarose (g L™)
0 5 10 15 20 Médias
TR 0,07 bB 0,09 aB 0,10 bB 0,24 aA 0,24 aA 0,15a
N3 0,16 bAB 0,11 aB 0,19aAB 0,18abAB 0,23abA 0,17 a
M3 0,15 bAB 0,12aAB 0,11 abB 0,21 abA 0,15abAB 0,15a
N2 0,11 bA 0,16 aA 0,15abA 0,12 bA 0,15abA 0,14 a
M2 0,25 aA 0,10 aB 0,13abB 0,18 abAB 0,15 bB 0,16 a
Médias 0,15 a 0,12 a 0,14 a 0,19 a 0,18 a
CV (%) 24,39

Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha ndo diferem entre si,
pelo teste de Tukey (p=0,05). TR — Tampa rigida de polipropileno; N3 — tampa rigida com trés
camadas de fita microporosa Nexcare® M3 - tampa rigida com trés camadas de fita microporosa
Missner®; N2 - tampa rigida com duas camadas de fita microporosa Nexcare®; M2 - tampa rigida
com duas camadas de fita microporosa Missner®.

Frascos com membranas ndo necessitam de altas concentracdes de
sacarose para o aumento da matéria fresca. Concentracdes de 15 e 20 g L™ com
TR apresentaram os maiores resultados de matéria fresca. A auséncia ou baixas
concentracdes de sacarose reduzem significativamente o crescimento do vegetal.
Plantas em frascos sem membranas necessitam da sacarose no meio de cultura
para incremento na massa da matéria fresca em pimentas.

O acumulo de matéria seca na parte aérea esta relacionado com o
aumento das taxas fotossintéticas. Frascos ventilados permitem aumento das
trocas gasosas e, consequentemente, aumento das taxas fotossintéticas e maior
producéo de fotoassimilados, contribuindo para o acimulo de biomassa vegetal.
O acumulo da biomassa vegetal em pimentas cultivadas in vitro esta relacionado

com a presenca de membranas permeaveis a gases, independente das
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concentracOes de sacarose (Kozai (1991); Xiao et al., 2011).

As plantas em frascos com membrana, que permitem maior troca gasosa,
apresentaram maiores acumulos de matéria seca nas raizes independente da
concentracdo de sacarose. Provavelmente esta relacionado com o aumento da
atividade fotossintética, que resulta em maior producéo de fotoassimilados (Kozai,
2010). O aumento das trocas gasosas possibilita maior crescimento in vitro
(Couceiro et al., 2006; Ribeiro et al., 2009).

O crescimento radicular foi reduzido em tratamentos sem sacarose, 0 que
foi possivelmente um resultado de maior investimento da planta no aparato
fotossintético, pois a fotossintese se tornou o principal caminho para a absor¢éo
de carbono e producéo de energia.

A matéria seca total foi menor em plantas sem sacarose em frascos com
vedacdo TR e aumentou gradativamente com o incremento de sacarose.
Resultados semelhantes foram encontrados nos trabalhos de Walter (2015). O
uso de concentracdes de sacarose de até 20 g L™* no meio de cultura proporciona
aumento na matéria seca total de pimentas do género Capsicum cultivadas em
frascos com TR.

Quando se aumenta as concentragdes de sacarose independente do tipo
de vedacdo ha maior acumulo de biomassa vegetal, mas o uso de membranas
permedveis a gases permitiram um maior incremento na biomassa vegetal das
plantas de pimenta. O aumento da biomassa vegetal no cultivo in vitro esta
relacionado a incorporacao de sacarose no meio de cultura e também ao aumento
das trocas gasosas (Xiao et al., 2011).

Segundo a analise de variancia para as variaveis fisioldgicas, ndo houve
efeito do bloco. As seguintes variaveis fisiolégicas apresentaram interacéo
significativa: taxa fotossintética liquida, relacdo Fv/Fm, indice fotossintético (PI) e

indice de verde (Tabela 11).
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Tabela 11. Resumo da analise de variancia para as variaveis fisiologicas em
funcdo dos fatores de vedacéo e sacarose em plantas de Capsicum frutescens,
57 dias ap06s a germinacao in vitro.

Foqte de GL Quadrado médio
Variacao o FOTO Fv/Fm Pl SPAD
Blocos 2 1,90107™ 0,00278"™  0,02195™ 8,762
Vedacéo (Ved) 4 1733,1448**  0,00475*  0,52222** 650,35**
Sacarose (Sac) 4 643,66892** 0,02955* 0,06259" 9,79"
Ved x Sac 16 383,02949**  0,00091* 0,05035*  37,12**
Residuo 48 778,217 0,02937 0,02937 4,35
Média Geral 28,49 0,72 0,71 21,92
CV (%) 9,79 5,17 24,07 9,51

"_ N&o significativo; *- significativo pelo teste F a 5% de probabilidade; ** significativo pelo teste F
a 1% de probabilidade; CV (%) — Coeficiente de variacdo; FOTO — Taxas fotossintéticas Pl —
Indice Fotossintético.Fv/Fm (Rendimento Quantico Maximo do PSIl) e SPAD (Indice de Verde)

Frascos com membranas que permitem trocas gasosas apresentaram as
maiores taxas fotossintéticas, como esperado. A vedacdo M2 sem sacarose
apresentou a maior taxa fotossintética para o cultivo in vitro de pimenta malagueta
(Tabela 12), ndo diferindo estatisticamente das demais membranas com 5e 10 g
L™ de sacarose. Na vedacdo M2 com concentracées de até 15 g L™ de sacarose
nao houve diferenca na fotossintese. Independente das concentracbes de
sacarose, plantas em frascos com membranas apresentaram as maiores taxas
fotossintéticas, exceto M2 com 20 g L™ de sacarose. Plantas em frascos
desprovidos de membranas, as taxas fotossintéticas foram bem menores. As
membranas M3 e N2 apresentaram as maiores médias nas concentracdes de 5

ou 10 g L™ de sacarose.
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Tabela 12. Taxa fotossintética liquida de Capsicum frutescens, 57 dias apés a
germinacao in vitro, em funcéo dos tipos de vedacéo nos frascos de cultura e das
concentragdes de sacarose.

Taxa fotossintética liquida (umol CO, m? s™)

Tipos

Vedac&o Concentragfes de sacarose (g L™

0 5 10 15 20 Médias
TR 4,2 cB 6,0 bB 6,0 bB 9,7 cA -1,8 bC 9,7C
N3 19,0 abAB 19,4 aAB 20,4aA 11,3cC 16,4aB  34,7A
M3 11,6 bB 21,0 aA 17,5aB 17,0bB 18,3aAB  36,1A
N2 16,3 bB 17,9 aAB 20,0aA 59dC 16,4aB  30,7B
M2 21,5 aA 19,2 aA 20,6 aA 20,3 aA -36bB  31,3B
Médias 30,9 ab 334 a 339a 258 b 18,3 ¢c
CV (%) 9,89

Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha ndo diferem entre si,
pelo teste de Tukey (p<0,05). TR — Tampa rigida de polipropileno; N3 — tampa rigida com trés
camadas de fita microporosa Nexcare® M3 - tampa rigida com trés camadas de fita microporosa
Missner®; N2 - tampa rigida com duas camadas de fita microporosa Nexcare®; M2 - tampa rigida
com duas camadas de fita microporosa Missner®.

Tratamentos com TR, independente das concentracfes de sacarose,
apresentaram as menores médias. O uso de membranas que permitem as trocas
gasosas no cultivo in vitro aumentou as taxas fotossintéticas em pimenta
malagueta. Esse aumento pode ser comprovado pelo maior acimulo de biomassa
e obtencdo de plantas mais vigorosas. Com o0 aumento das trocas gasosas ha
maior acumulo de biomassa nas plantas in vitro (Zobayed, 2000; Kozai, 2010,
Xiao et al., 2011,).

A eficiéncia da ventilagdo nos frascos de cultivo foi verificada também por
Mohamed e Alsadon (2011). Plantas de pimentdo cultivadas in vitro em frascos
com ventilagdo de CO, apresentaram aumento no crescimento, maior aciumulo de
matéria seca, maior taxa fotossintética, maiores concentracdes de clorofila e
carotenoides. Batista (2012), cultivando plantas de pimenta ornamental
(Capsicum annuum L.) em frascos com membranas ventiladas obteve resultados
semelhantes: maior niumero de folhas e maior acumulo de biomassa.

As plantas em frascos com vedacdo M2 com 20 g L™ de sacarose
apresentaram valores negativos, ou seja, a taxa respiratoria foi maior do que a

taxa fotossintética. Schmildt et al. (2014), cultivando plantas de mamao in vitro
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observaram que aumentando as concentragdes de sacarose no meio de cultura
ocorria reducdo nas taxas fotossintéticas. Isto pode ser devido a inibicdo da
sintese da Rubisco e das clorofilas (Aldeberg et al., 1999). Altas concentracdes de
sacarose inibem a sintese de clorofila em plantas cultivadas in vitro (Decceti,
2004).

O uso de membranas permitiu maior ventilagdo, aumentando as
concentracbes de CO, no interior dos frascos, proporcionando aumento na area
foliar e 0 aumento das taxas fotossintéticas (larema et al., 2012; Kitaya et al.,
2005).

As plantas nos frascos com tampa rigida independente da concentragéo
de sacarose apresentaram clorose nas folhas (Figura 7). Walter (2015),
trabalhando com plantas de C. frutescens no mesmo meio de cultura e condigdes
ambientais, exceto pela densidade de FFF, que foi de 50 pmol m? s™, nao
observou clorose nas folhas. Como o objetivo deste trabalho foi proporcionar um
ambiente que favorecesse a fotossintese, a densidade de FFF foi elevada para
176 pmol m?s™. Com o aumento do FFF e as tampas rigidas reduzindo as trocas
gasosas e, consequentemente, a entrada do CO, atmosférico para dentro do
frasco, essas plantas podem ter sofrido o fenémeno da foto-oxidacao.

Segundo Walter (2015), o ideal de FFF para o cultivo de embrides do
género Capsicum em frascos com tampa rigida é 50 pmol de fétons m? s™
usando a concentracéo de 20 g L™ de sacarose. A clorose observada nas plantas
nos frascos com tampa rigida foi devido ao aumento do FFF.

O tratamento com 20 g L™ sem membrana mostrou visualmente pouco
crescimento e folhas bastante amarelecidas. Plantas cultivadas in vitro com 50
umol de fétons m? s apresentam caracteristicas de plantas de sombra quando
cultivadas no campo. As folhas apresentam coloragéo verde mais escura devido
ao aumento das concentracdes de clorofila b. Mas quando o FFF foi aumentado
paral76 pmol m?s™, essas plantas sofreram estresse por luz e as moléculas de
clorofila foram degradadas (Faisal e Anis, 2009).

Houve reducdo no volume do meio de cultura nos frascos com
membranas. Isto, provavelmente, foi devido a maior troca gasosa nos frascos

com membranas e, consequentemente, maior perda de agua para a atmosfera.
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Até o final da fase in vitro, houve pouca alteracdo na quantidade do meio de
cultura nos frascos com tampa rigida. O fato das membranas permitirem maior
troca gasosa diminuiu a umidade relativa no headspace dos frascos, aumentando
a evapotranspiracao.

Plantas cultivadas em frascos com membranas ndo apresentaram folhas
clordticas, ou seja, folnas mais verdes, provavelmente com maior concentracao
de clorofila e folhas fotossinteticamente ativas. Se aumentar o FFF, o ideal € que
os frascos permitam a entrada do CO,, pois ndo adianta a planta receber radiacao
favoravel se ndo houver concentracbes adequadas de CO, no interior dos
frascos. O aumento de FFF influencia beneficamente na etapa fotoquimica da
fotossintese, sintetizando poder redutor (NADPH) e energia (ATP), que séo
combustiveis para a etapa bioquimica da fotossintese (Taiz e Zeiger, 2013). Na
etapa bioquimica da fotossintese o CO, precisa ser difundido da atmosfera para o
mesofilo foliar. Tampas rigidas usadas no cultivo in vitro ndo permitem o fluxo de
CO, para dentro dos frascos e a etapa bioquimica da fotossintese pode ser
alterada, comprometendo o crescimento do vegetal.

Para o sucesso do cultivo in vitro fotoautotrofico € preciso que haja
otimizacdo da entrada de CO, e aumento dos FFF, simultaneamente. Resultados
semelhantes foram encontrados nos experimentos de Lopez et al.,, (2015),
trabalhando com duas intensidades luminosas de 28 e 255 pmol m? s* em
tampas rigidas desprovidas de membranas, com plantas de Capsicum chinens e
Jacg. As variaveis de crescimento: altura da planta, nimero de folhas, area foliar,
massa da matéria fresca e seca de parte aérea e raiz e concentracdes de clorofila
foram maiores em plantas cultivadas in vitro com densidade de FFF de 28 pumol
m? s do que em 225 pmol m? s*. Em maior densidade de FFF as plantas
sofreram foto-oxidacdo. O aumento da densidade de FFF, sem o aumento na
concentracédo do CO; néo resultou em maior crescimento das plantas.

A variavel Fv/Fm avalia a eficiéncia fotoquimica maxima do fotossistema
II (PSII). Plantas que apresentam valores menores que 0,75 demonstram que o
PSII pode estar danificado. Plantas com valores maiores que 0,75 apresentam um

bom funcionamento do PSII, mostrando a eficiéncia fotoquimica dos vegetais.
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Todos os frascos com membranas em concentracdes de 0 e 5 g L™
apresentaram valores maiores ou iguais a 0,75, exibindo, portanto, um bom
funcionamento do PSIl, mostrando a eficiéncia das membranas na etapa
fotoquimica (Tabela 13). As plantas em frascos com vedacdo TR,
independentemente das concentragcdes de sacarose, manifestaram um
funcionamento inadequado do aparato fotossintético. Possivelmente, essas
plantas em frascos sem membranas e em altas densidades de FFF mostraram
estresses no PSII. Walter (2015), cultivando pimentas do género Capsicum
observou um funcionamento adequado na etapa fotoquimica, independentemente
das concentracdes de sacarose, porém em densidade de FFF de 50 pmol m?s™,
comprovando que € necessario aumentar a densidade de FFF e,

simultaneamente, a ventilacdo nos frascos.

Tabela 13. Relacdo Fv/Fm de Capsicum frutescens, 57 dias ap0s a germinacao in
vitro, em funcéo dos tipos de vedacao nos frascos de cultura e das concentracdes
de sacarose.

Relacdo Fv/IFm

Tipos

Vedac&o Concentracdes de sacarose (g L™)
5 10 15 20 Médias
TR 0,63 Bab 0,66 bAB 0,59bB 0,70aA 0,65cAB 0,65B
N3 0,76 aA 0,77 aA 0,73aA 0,71aA 0,74 abA 0,74A
M3 0,78 aA 0,77 aA 0,73aA 0,73aA 0,69abcA 0,74A
N2 0,76 aA 0,77 aA 0,76 aA 0,75aA 0,77 aA 0,76A
M2 0,76 aA 0,76 aA 0,74aA 0,75aA 0,65hbcB 0,73A
Médias 0,73 a 0,75a 0,71a 0,73 a 0,70 a
CV (%) 5,17

Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha ndo diferem entre si,
pelo teste de Tukey (p<0,05). TR — Tampa rigida de polipropileno; N3 — tampa rigida com trés
camadas de fita microporosa Nexcare® M3 - tampa rigida com trés camadas de fita microporosa
Missner®; N2 - tampa rigida com duas camadas de fita microporosa Nexcare®; M2 - tampa rigida
com duas camadas de fita microporosa Missner®.

O indice fotossintético (PI) avalia a capacidade do fotossistema Il (PSII) e
do fotossistema | (PSI) (Strasser et., 2000). O Pl demonstrou resultados parecidos
com o Fv/Fm, frascos ventilados mostraram maiores médias comparado ao TR,

independente das concentracdes de sacarose (Tabela 14).
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Tabela 14. Indice Fotossintético de Capsicum frutescens, 57 dias apods a
germinacao in vitro, em funcéo dos tipos de vedacéo nos frascos de cultura e das
concentragdes de sacarose.

indice fotossintético (PI)

Tipos

Vedagdo Concentracdes de sacarose (g L™)
5 10 15 20 Médias

TR 0,33 bA 0,27 bA 0,39 bA 0,56 aA 0,36 bA 0,38B
N3 0,76 aA 0,77 aA 0,81 aA 0,58 aA 0,89 aA 0,762
M3 0,90 aA 0,77 aA 0,84 aA 0,73 aA 0,64 abA 0,782
N2 0,82 aA 0,84 aA 0,91 aA 0,92 aA 0,69 abA 0,842
M2 0,93 aA 0,92 aA 0,84 aA 0,87 aA 0,43 bB 0,802

Médias 0,75 a 0,71 a 0,76 a 0,73 a 0,60 a

CV (%) 24,07

Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha ndo diferem entre si,
pelo teste de Tukey (p<0,05). TR — Tampa rigida de polipropileno; N3 — tampa rigida com trés
camadas de fita microporosa Nexcare® M3 - tampa rigida com trés camadas de fita microporosa
Missner®; N2 - tampa rigida com duas camadas de fita microporosa Nexcare®; M2 - tampa rigida
com duas camadas de fita microporosa Missner®.

Os valores SPAD avaliam a intensidade de verde nas folhas dos vegetais,
relacionado com as concentracdes de clorofila, e quanto maior o valor, maior a
concentracdo deste pigmento. Os valores SPAD podem, também, estar
relacionados com as concentragcfes de clorofila, com a disponibilidade de
nitrogénio e com o estresse hidrico nas plantas (Buckland et al., 1991; Torres-
Neto et al., 2002).

Os maiores valores de intensidade de verde foram encontrados na
vedacdo M2(Tabela 15). A membrana M2 é a mais porosa comparada com as
membranas M3, N2 e M2. Devido a maior troca gasosa, as plantas cultivadas com
membrana M2 apresentaram as maiores médias. A otimizacéo da entrada de CO,
no interior dos frascos, estimulam o aumento das taxas fotossintéticas e,
consequentemente, aumenta a intensidade de verde nas folhas de pimenta que
esta relacionada com o aumento das concentracdes de clorofila. O uso de frascos
com membranas porosas diminui a ocorréncia de clorose e senescéncia das
folhas. Resultados semelhantes foram encontrados no trabalho de Rodrigues et
al. (2012), cultivando plantas de nim (Azadirachta indica A. Juss.) in vitro com
membranas porosas. A clorose foi presenciada em plantas com frascos
desprovidos de membranas. Ja as plantas em frascos com membranas porosas

apresentaram, nas folhas, coloracdo mais verde, plantas maiores e a senescéncia
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foliar foi reduzida.

Tabela 15. indice de SPAD em Capsicum frutescens, 57 dias apés a germinacao
in vitro, em funcdo dos tipos de vedacdo nos frascos de cultura e das
concentracdes de sacarose.

_ SPAD

Tipos N 1

Vedac&o Concentracdes de sacarose (g L)
0 5 10 15 20 Médias
TR 8,2cB 6,5 cB 8,3¢cB 15,8 dA 13,1 bA  10,4C
N3 23,0 bA 24,4 bA 27,2 aA 17,2 cdB 25,4aA 235B
M3 25,7 abA 25,4 bA 21,7 bA 21,4 bcA 22,4aA  23,4B
N2 25,0 abAB 28,8 abA 23,6 abB 27,9 aAB 26,1 aAB 26,3A
M2 29,3 aAB 30,4 aA 25,1abBC 23,9 abC 21,4aC  26,1A

Médias 22,2 a 23,1a 21,2 a 21,2 a 21,2 a
CV (%) 9,52

Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha ndo diferem entre si,
pelo teste de Tukey (p<0,05). TR — Tampa rigida de polipropileno; N3 — tampa rigida com trés
camadas de fita microporosa Nexcare® M3 - tampa rigida com trés camadas de fita microporosa
Missner®; N2 - tampa rigida com duas camadas de fita microporosa Nexcare®; M2 - tampa rigida
com duas camadas de fita microporosa Missner®.

As membranas influenciaram as concentracfes de clorofila. A vedacéo
TR independente das concentra¢gfes de sacarose exibiram as menores médias do
indice SPAD. Plantas em frascos sem membranas apresentaram area foliar
menor e folhas mais cloréticas. Esse fato estd relacionado com a baixa troca
gasosa e alta densidade de FFF. Mesmo com a sacarose no meio de cultivo,
plantas em frascos sem membranas apresentavam folhas mais amarelecidas do
que plantas cultivadas em frascos com membranas. Essas plantas podem ter
sofrido o fendmeno da foto-oxidacdo. Alta densidade de FFF e baixa
concentracdo de CO; no interior dos frascos proporcionaram a degradacao das
moléculas de clorofila e, consequentemente, aumento na clorose foliar. O
aumento da densidade de FFF, sem o aumento na concentragcdo do CO resulta
na desestruturacdo do aparato fotossintético do vegetal. Resultados semelhantes
foi encontrado no trabalho de Lopez et al., (2015), quando aumentou a densidade
de FFF em frascos que néo permitiam troca gasosa essas plantas se tornaram
cloréticas e, consequentemente, menor crescimento devido ao estresse causado

pela luz.
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6. CONCLUSOES

As plantas de pimenta malagueta (C. frutescens) apresentaram maior
crescimento e resposta fotossintética em frascos com membranas permeaveis a
gases em baixas concentracbes de sacarose, quando comparadas ao ambiente
de cultivo convencional com frascos vedados e alta concentracdo de sacarose
(mixotréfico). As membranas M2 e N2 proporcionaram maior crescimento in vitro
e maior taxa fotossintética na concentracéo de 5 g L™ e na auséncia de sacarose.
As membranas M2 sdo mais porosas que as N2. Para o cultivo fotoautotréfico de

pimentas in vitro o recomendado € o uso de membranas M2 e sem sacarose.
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Figura 1 A. Sementes fisiologicamente maduras de Capsicum frutescens. (A)
Semente intacta; (B) Semente sem tegumento; (C.D) Embrido isolado.

Figura 2 A. Embrides de Capsicum frutescens ap0s excisao, colocado sem
placas de Petri, com meio MS para germinagéo.
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Figura 4 A. Transferéncia dos embrides de Capsicum frutescens para os frascos
com diferentes tipos de vedacao.
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Figura 5 A.Transferéncia dos embrides Capsicum frutescens para os frascos com
diferentes tipos de vedacao.

Figura 6 A.Plantas de Capsicum frutescens cultivadas in vitro com 57 dias de
idade. (A) frasco com vedacdo TRcom 20 g L™ de sacarose; (B) frasco com
vedacdo M3 sem sacarose; (C) frasco com vedacdo M3com 5 g L™ de sacarose;
(D) frasco com vedacdo M3 com 10 g L™ de sacarose; (E) frasco com vedacéo M3
com 15 g L™ de sacarose; (F) frasco com vedacéo M3 com 20 g L™*de sacarose.
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Figura 7A. Plantas de Capsicum frutescens in vitro com 57 dias de idade. (A)
frasco com vedacdo TR sem sacarose; (B) frasco com vedacdo TR com 5g L™ de
sacarose; (C) frasco com vedacdo TR com 10 g L™ de sacarose; (D) frasco com
vedacdo TR com 15 g L™ de sacarose; (E) frasco com vedacéo TR com 20 g L™

de sacarose.

Figura 8 A. Avaliacdo das taxas fotossintéticas de Capsicum frutescens in vitro
com 57 dias de idade.



